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1. Imie¢ nazwisko.

Michat Korostynski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2002 — tytul magistra, na kierunku Biologia w =zakresie biotechnologii roslin i
mikroorganizméw, Uniwersytet Slaski w Katowicach, Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska, 5 lipca 2002 w Katowicach.

2003 — dyplom studiow podyplomowych w zakresie biologii molekularnej Uniwersytet
Jagiellonski w Krakowie, Wydzial Biotechnologii, 24 czerwca 2003 w Krakowie.

2008 — stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej z wyroznieniem.
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, Krakow, rozprawa doktorska pt. ,,Genomowe
determinanty o$§rodkowego dziatania opioidow”. Promotor: prof. dr hab. Ryszard Przewtocki,
12 lutego 2008 w Krakowie.

2015 — dyplom studiéw podyplomowych Polsko-Amerykanska Szkota Biznesu Program pn.
,Executive Master of Business Administration (MBA)”, 3 lipca 2015 w Krakowie.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

2003 — 2007 - Instytut Farmakologii PAN im. Jerzego Maja, Krakow, doktorant.
2007 — 2008 - Instytut Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN, asystent biolog.

2008 — Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, Krakow, adiunkt, od 2018 kierownik
Dziatu Transferu Technologii.
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4. Omowienie osiagniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

A. Tytul osiagni¢cia naukowego

Rozktad wzorow ekspresji genomu na funkcjonalne sktadowe oraz ich interpretacja w
konteks$cie wybranych schorzen wielogenowych

B. Spis publikacji wchodzacych w sklad osiagnie¢cia (autor/autorzy, tytul/tytuly
publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy).

Osiagnigcie zostato udokumentowane cyklem 7 prac opublikowanych w recenzowanych
czasopismach, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Podane zostaty
wspotczynniki wptywu czasopisma w roku publikacji oraz punkty KBN/MNiSW.

Cykl prac oryginalnych:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

KOROSTYNSKI M, Piechota M, Dzbek J, Mlynarski W, Szklarczyk K, Ziolkowska B,
Przewlocki R. Novel drug-regulated transcriptional networks in brain reveal
pharmacological properties of psychotropic drugs. BMC Genomics. 2013 Sep 8;14:606
[1] (wspotczynnik wptywu: 4,04; KBN/MNiSW: 40).

Piechota M, Golda S, Ficek J, Jantas D, Przewlocki R, KOROSTYNSKI M. Regulation
of alternative gene transcription in the striatum in response to antidepressant drugs.
Neuropharmacology. 2015 Dec;99:328-36 [2] (wspoOtczynnik wplywu: 4,94;
KBN/MNiSW: 40).

Ficek J, Zygmunt M, Piechota M, Hoinkis D, Rodriguez Parkitna J, Przewlocki R,
KOROSTYNSKI M. Molecular profile of dissociative drug ketamine in relation to its
rapid antidepressant action. BMC Genomics. 2016 May 17;17:362 [3] (wspotczynnik
wplywu: 3,72; KBN/MNiSW: 35).

KOROSTYNSKI M, Matek N, Piechota M, Starowicz K. Blood Transcriptional
Signatures for Disease Progression in a Rat Model of Osteoarthritis. Int J Genomics.
2017;2017:1746426. Epub 2017 Jul 3 [4] (wspolczynnik wplywu: 1.90; KBN/MNiSW:
20).

KOROSTYNSKI M, Malek N, Piechota M, Starowicz K. Cell-type-specific gene
expression patterns in the knee cartilage in an osteoarthritis rat model. Funct Integr
Genomics. 2018 Jan;18(1):79-87. Epub 2017 Nov 13 [5] (wspotczynnik wptywu: 2.74;
KBN/MNiSW: 30).

KOROSTYNSKI M, Piechota M, Morga R, Hoinkis D, Golda S, Zygmunt M, Dziedzic
T, Moskala M, Slowik A, Pera J. Systemic response to rupture of intracranial aneurysms
involves expression of specific gene isoforms. J Transl Med. 2019 May 2;17(1):141. [6]
(wspdtczynnik wptywu: 4.10; KBN/MNiSW: 140).
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7) KOROSTYNSKI M, Morga R, Piechota M, Hoinkis D, Golda S, Dziedzic T, Slowik A,
Moskala M, Pera J. Inflammatory Responses Induced by the Rupture of Intracranial
Aneurysms Are Modulated by miRNAs. Mol Neurobiol. 2019 Oct 25. [7] (wspdlczynnik
wplywu: 4,59; KBN/MNiSW: 100).

C. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagni¢tych
wynikow wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

a) Cel prac stanowiacych osiggniecie naukowe.

Celem badan sktadajacych si¢ na przedmiotowe osiggnigcie naukowe bylo rozpoznanie,
analiza 1 interpretacja wzordw zmian transkrypcji gendw wystepujacych w zaburzonych
uktadach fizjologicznych. Przeprowadzone prace pozwolity na identyfikacje istotnych genow,
poznanie sposobow ich transkrypcyjnej regulacji, a w wielu przypadkach zrozumienie
fizjologicznej roli obserwowanych zmian. Odczytane profile zmian ekspresji genomu zostaty
podzielone na funkcjonalnie spdjne sktadowe oraz zinterpretowane w kontek$cie etiologii
wybranych schorzen cywilizacyjnych.

Definicja genu stanowi, ze jest to odcinek sekwencji genomu kodujacy informacj¢ ulegajaca
transkrypcji do poziomu czasteczek RNA [8]. W dany gen wpisuja si¢ rowniez sekwencje
DNA zawierajace elementy odpowiedzialne za regulujace jego ekspresji. W ostatnim
dziesigcioleciu nastgpito istotne poszerzenie wiedzy o mechanizmach kontroli ekspresji
genow. Do naukowego wykorzystania przekazane zostaly wyniki  projektow
sekwencjonowania genomow 1 transkryptoméw cztowieka oraz organizméw modelowych.
Dostepna stata si¢ technologia pozwalajaca na pelng analize transkryptow kodujacych
produkty biatkowe oraz niekodujgcych RNA o wlasciwosciach regulatorowych. W podejsciu
do badan kontroli transkrypcji nastapilo przejscie od pomiaréw ekspresji genu do
identyfikacji 1 kwantyfikacji zmian pozioméw abundancji poszczegdlnych jednostek
transkrypcyjnych.

Poczatkowo moje badania byly prowadzone na poziomie gendéw 1 interpretowane w
kontek$cie mozliwych zmian w ilosci produktow biatkowych o okreslonych funkcjach.
Pobudzenie mechanizméw regulacji ekspresji genu w komodrkach nastepuje w sytuacji
zapotrzebowania na odpowiedni produkt biatkowy. Jednym z uproszczen zastosowanego
podejécia byto zatozenie, ze odczyt poziomu abundancji RNA odpowiada intensywnosci
ekspresji danego genu. Podczas interpretacji obserwowanych zmian nalezy bra¢ pod uwagg,
ze na poziom abundancji danego RNA poza nasileniem ekspresji genu wplywa takze
szybko$¢ procesu jego degradacji. W przypadku badan tkanek organizmu odczytywane
zmiany pozioméw mRNA moga by¢ wypadkowa efektoéw zachodzacych w roznych typach
komorek. Kolejnym czynnikiem wymagajacym uwzglednienia podczas pordwnywania
pozioméw abundancji mRNA pomigdzy stanami sg réznice w okresie czasu pottrwania
transkryptow. Wszystkie wskazane powyzej czynniki wraz z informacjami o cechach i
funkcjach regulowanych transkryptow bralem pod uwage podczas interpretacji uzyskanych
wynikow profilowania ekspresji genomu.
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Analizy profilowania ekspresji genow byty prowadzone w kilku zr6znicowanych uktadach
eksperymentalnych. Wykorzystatem zaréwno modele zwierzgce jak i material pozyskany w
warunkach klinicznych. Badatem transkrypcyjne profile dziatania lekow psychotropowych [1-
3], zmiany towarzyszace rozwojowy choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego [4, 5] oraz
molekularne skutki peknigcia tetniakow wewnatrzczaszkowych [6, 7]. W kazdym z tych
uktadéw wykonana zostata analiza zmian pozioméw abundancji transkryptow w skali catego
genomu. Pomiary byly przeprowadzane w réznych punktach czasowych co umozliwito oceng
dynamiki 1 trwato$ci zmian zachodzacych na poziomie RNA. W szczeg6lnosci analizowatem
zagadnienia badawcze dotyczace:

1. Klas i1 rodzajow regulowanych transkryptow.

2. Kierunkow i profili zmian transkrypcji oraz wspotregulacji ekspresji genow.
3. Typéw komorek w jakich zachodzg obserwowane zmiany transkrypcji.

4. Funkcji zidentyfikowanych genow oraz biologicznej roli zmian ich ekspresji.

5. Powigzania zmian poziomow abundancji RNA ze zjawiskami fizjologicznymi o
istotnym znaczeniu w etiopatologii chordb.

Dla kazdego z badanych ukladow podjatem proby wskazania kluczowych czynnikow
regulatorowych, jak 1 zwigzkéw funkcjonalnych pomiedzy genami ulegajacymi ekspresji. W
zaleznosci od zastosowanej technologii w czes$ci badan mozliwe bylo wykonanie pomiarow
ilo§ciowych dla izoform gendw o alternatywnych miejscach startu i zakonczenia transkrypcji,
dhugich niekodujacych RNA, jak réwniez réznego typu malych RNA.

Celem nadrzednym bylo powigzanie zmian obserwowanych na poziomie molekularnym z
etiologia chorob oraz przebiegiem procesu leczenia. Zaproponowana interpretacja uzyskanych
wynikéw pozwolita na wskazanie szeregu potencjalnych interakcji pomigdzy regulacja genow
a aspektami waznymi dla przebiegu 1 terapii takich stanow chorobowych jak depresja, bol
przewlekty, zwyrodnienie stawow oraz krwotok podpajeczynéwkowy. W swojej pracy
zidentyfikowatem molekularne wskazniki zmian fizjologicznych potencjalnie zdolne do
przewidywania konsekwencji zdrowotnych oddalonych w czasie.

b) Zastosowane technologie badan transkryptomu.

W swojej pracy wykorzystywatem najnowsze dostgpne narzedzia stuzace do prowadzenia
przesiewowego poszukiwania gendw, ktorych ekspresja ulega regulacji. Zarowno w
przypadku mikromacierzy DNA jak i sekwencjonowania NGS badania prowadzone w
Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej IF PAN byty jednymi z pierwszych tego typu w
kraju. Do pelnego wykorzystania potencjatu metod wysokoprzepustowych konieczne byto
wypracowanie zdolno$ci uzycia zaawansowanych metod bioinformatycznych oraz
zaprojektowania uktadow eksperymentalnych odpowiednich do tego rodzaju analiz. W
badaniach przyjalem szeroka hipoteze, ktora zaktadala ze w wybranych stanach
fizjologicznych nastgpuja zmiany ekspresji zestawdw gendw o zakresie 1 nasileniu
umozliwiajacym ich detekcje. Pierwsza technologia, ktora data mozliwo$¢ prowadzenia badan
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w skali catego genomu to mikromacierze DNA. Metoda ta pozwala na rownoczesne
przeprowadzenie ilo$ciowego pomiaru abundancji wielu tysigcy RNA. Pelnogenomowe
mikromacierze DNA wykorzystatem do profilowania efektow lekéw psychotropowych w
mézgu myszy. W wyniku przeprowadzonych badan powstal duzy zbidor danych
transkryptomicznych (sktadajacy si¢ z ponad 400 odczytéw mikromacierzowych).
Mikromacierze stosowatem do molekularnego profilowania kilkudziesieciu uktadow
eksperymentalnych m.in. w badaniach chrzastki stawowej oraz krwi obwodowej, w materiale
pochodzacym od zwierzat eksperymentalnych jak i w tkankach pochodzenia ludzkiego.
Wyzwaniem bylo przygotowanie biologicznej interpretacji obserwowanych zmian przy
wykorzystaniu r6znego rodzaju narzg¢dzi bioinformatycznych oraz metod statystycznych. Do
analizy uzyskanych wynikéw profilowania zmian ekspresji utworzony zostal warsztat
narzedziowy oraz dedykowane bazy danych (w tym www.genes2mind.org).

Stosujac metody przesiewowe nalezy pami¢ta¢ o wynikajacych z tego faktu ograniczeniach.
Metody umozliwiajace pomiary dziesigtek lub setek tysiecy transkryptow wymagaja
odpowiedniego podejscia w zakresie oceny poziomu wiarygodnosci uzyskanych wynikow.
Niezbedne jest przeprowadzenie oceny szansy uzyskania wynikow falszywie pozytywnych
oraz falszywie negatywnych. We wszystkich swoich badaniach stosowalem matematyczne
metody okreslajace odsetek wynikoéw fatszywie pozytywnych. Prog akceptacji byt ustalany na
poziomie szansy uzyskania wynikow fatszywie pozytywnych (tzw. FDR od ang. false
discovery rate) na poziomie 10% lub mniej. Koniecznos¢ zastosowania korekty wynikoéw
analizy statystycznej powoduje ograniczenia w zdolnosci detekcji zmian o matym nasileniu.
W przypadku malej liczby biologicznych powtorzen oraz niskiej krotnosci zachodzacych
zmian mozliwa jest sytuacja, w ktorej wczesniej znane z literatury réznice w poziomie mRNA
nie uzyskuja potwierdzenia w metodzie przesiewowe;.

Kolejne generacje mikromacierzy umozliwiaty pomiar coraz wigkszej liczby transkryptow
przy wyzszej specyficzno$ci odczytywanego sygnatu. Najwigkszym ograniczeniem techniki
mikromacierzy DNA pozostata mozliwo$¢ pomiaru wylacznie znanych transkryptéw, do
ktorych sondy zostaly zaprojektowane przez producenta. Problem ten rozwigzalo
wprowadzenie do uzytku technologii NGS, ktéora umozliwia wykonywanie pelnego
sekwencjonowania transkryptomu (metoda RNA-seq). W technice RNA-seq pomiary
dokonywane sg z rozdzielczo$cig na poziomie pojedynczych nukleotydow. Podejscie to
pozwala na wykrywanie ekspres;ji alternatywnych wariantow genow oraz niekodujgcych RNA
(Rycina 1). Ograniczeniem badan ekspresji gendéw stal si¢ etap informatycznej analizy
wynikow. Proporcjonalnie do ilo$ci uzyskiwanych informacji wzrasta wielko$¢
gromadzonych danych oraz trudno$¢ procesu ich przetwarzania.

Zastosowanie techniki RNA-seq pozwolito na identyfikacje nowych wariantow genéw,
ktorych ekspresja nastepuje w okreslonych warunkach fizjologicznych. Technologia NGS
zostala przeze mnie wykorzystana do pomiaré6w abundancji réznego typu matych RNA.
Badania powigzan funkcjonalnych oraz mechanizmow regulatorowych pozwolity na odkrycie
prawidtowosci w kontroli transkrypcji grup gendw o zbieznych wzorach ekspresji. Uzyskane
wyniki profilowania genow zostaly udostepnione publicznie w postaci surowej poprzez



Dr n. med. Michat Korostynski
Zatacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postegpowania habilitacyjnego

dedykowane do tego bazy danych GEO oraz SRA (numer identyfikacyjne zbiorow danych
zostaly podane ponizej, w punkcie 7).
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Rycina 1. Przyktad odczytu zmian poziomu transkryptow w locus genu Pard6a metoda NGS.

Pomiar abundancji RNA zostal przeprowadzony w pierwotnej hodowli neuronow poddanej stymulacji
farmakologicznej (kwas kainowy). Na rycinie przedstawione sg dwie Sciezki odczytow
sekwencjonowania transkryptomu. Gorna S$ciezka reprezentuje poziom sygnalu w komorkach
kontrolnych, $ciezka dolna sygnat w neuronach w czasie 1 godziny od podania. Kolorem czerwonym
zaznaczona zostala izoforma podlegajaca regulacji (transkrypt ENSMUST00000212430). Rycina
zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [2].

¢) Roznorodnos¢ produktow ekspresji genow.

Pionierskimi narz¢dziami umozliwiajacymi pomiary abundancji mRNA w skali calego
transkryptomu byly mikromacierze DNA. Przy uzyciu tej technologii zidentyfikowalem
przypadki wystepowania rdéznic w profilach ekspresji  kilku réznych transkryptow
przyporzadkowanych do tego samego genu (Rycina 2). Taki profil zmian sugeruje, ze
regulacja moze dotyczy¢ tylko czesci transkryptow genu wyrazanych w badanej tkance.
Przyklady tego typu wynikéw obserwowalem w réznych uktadach eksperymentalnych,
zar6wno w badaniach zmian ekspresji genow w moézgu myszy wywotanych podaniem lekéw
jak 1 w szczurzym modelu rozwoju choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego. Co
cickawe, w przypadku niektorych z analizowanych genow stwierdzilem wystepowanie
przeciwnych profili regulacji poszczegolnych izoform. Wzrostowi poziomu jednej formy
towarzyszyl spadek poziomu drugiej [9]. Uzyskane wyniki ukierunkowaty dalsze moje
badania w stron¢ poszukiwania zmian ekspresji alternatywnych wariantow genow.
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Rycina 2. Identyfikacja alternatywnego wariantu genu ulegajacego ekspresji w odpowiedzi na
podanie lekow psychotropowych na przyktadzie Dclkl.

(a) Gorny panel przedstawia schemat locus Dclkl wraz ze wskazaniem pigciu wariantow ekspres;ji
genu (Cpgl6, Carp, Dcl, RI oraz Dclkl). Umieszczone na schemacie symbole asterysk wskazuja
lokalizacje, w ktorych wykonany zostal pomiar poziomu abundacji przy pomocy mikromacierzy
DNA. Symbole ILMN 1259689 oraz ILMN 2434274 odpowiadaja dwom  sondom
mikromacierzowym (lokalizacja do sprawdzenia np. poprzez baz¢ www.genes2mind.org). (b) Dolny

panel prezentuje réznice w odczycie zmian poziomu ekspresji Dclkl zachodzgcych w odpowiedzi na
podanie lekow: mianseryna (MIA), imipramina (IMI), fluoksetyna (FLU), bupropion (BUP),
tianeptyna (TIA), tranylcypromina (TRA), metamfetamina (MET), kokaina (COC), nikotyna (NIC),
heroina (HER), morfina (MOR), etanol (ETO), diazepam (DIA), buspiron (BUS), hydroksyzyna
(HYD), klozapina (CLO), rysperydon (RIS), haloperidol (HAL), grupy kontrolne otrzymaty sol
fizjologiczng (SAL) lub nie otrzymywaly iniekcji (zwane dalej grupg zwierzat naiwnych, NAI).
Oznaczenia istotnosci to *P<0.01, **P <0.001, ***P <0.0001, wyniki jednoczynnikowej analizy
wariancji dla czynnika lek. Pomiary zmian poziomu zostaly przeprowadzone w czterech wskazanych
punktach czasowych (od gory 1, 2, 4 i 8 h od podania). Rycina pochodzi z pracy Zygmunt i wsp. BMC
Neuroscience. 2018 i zostata zmodyfikowana za zgodg wspotautorow [9].

Przyktadem genu o zroéznicowanych profilach transkrypcji w prazkowiu myszy wywotanych
podaniem lekéw psychotropowych jest Homerl. Gen ten jest dobrze scharakteryzowany pod
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wzgledem ekspresji alternatywnych wariantow [10]. Jednorazowe podanie lekéw o
wlasciwosciach psychostymulujacych wywoluje ekspresje izoformy Homerla (wyniki
dostepne poprzez portal www.genes2mind.org). Transkrypt ten jest okre$lany jako forma
indukowalna. Sygnat z mikromacierzowych sond skierowanych do innych wariantéw tego
genu, czyli Homerlb oraz Homerlc, nie wykazal efektow podania lekow. Biologiczne
znaczenie produktu biatkowego Homerla jest wigzane z blokowaniem mozliwosci
przylaczenia innych form biatka HOMER1 do metabotropowych receptoréw glutaminianu w
komorkach nerwowych. W przypadku Homerl, regulacja z wykorzystaniem miejsc
alternatywnego startu 1 terminacji transkrypcji odpowiada na nasilenie transmisji
glutaminergicznej zachodzace w wyniku dziatania zwigzkéw psychoaktywnych. Badania
innych autoréw wskazuja, ze wzrost ekspresji krotszej formy tego genu ma w konsekwencji
efekt neuroprotekcyjny [11]. Przyktad HOMERI dobrze obrazuje mozliwo$¢ funkcjonalnego
wykorzystania produktow alternatywnej ekspresji genu.

Kolejnym przyktadem regulacji specyficznej izoformy genu jest kinaza SGK1. Stwierdzitem,
ze ckspresja tego genu ulega silnej aktywacji w kilku uktadach eksperymentalnych
wykorzystywanych ~do  badan  molekularnych  mechanizmoéow  dziatania  lekow
psychotropowych [1, 12]. Szczegdtowa analiza profilu zmian dowiodta, ze zmiany wywotane
lekami dotyczag specyficznej formy genu wykorzystujacej alternatywne miejsce terminacji
procesu transkrypcji. Co wigcej, obserwowane zmiany zostaty przyporzadkowane do
okreslonego kompartymentu komoérkowego [13]. Forma transkryptu o wzglednie wysokim
poziomie bazowej ekspresji RNA w neuronach nie wykazywata zmian w prazkowiu pod
wplywem lekow. Natomiast, wariant krotszy byl silnie indukowany w odpowiedzi na podanie
m.in. opioidéw, etanolu oraz niektérych lekow przeciwdepresyjnych. Wariant ulegajacy
regulacji okazat si¢ by¢ charakterystyczny dla komorek glejowych. Badania funkcji SGK1 w
astrocytach oraz znaczenie zmian ekspresji krotkiego wariantu byty kontynuowane w
odrgbnych pracach [14].

Obserwowane zjawisko zrdéznicowanej regulacji alternatywnych wariantéw wielokrotnie
dotyczylo gendw wczesniej nie opisywanych pod tym wzgledem w literaturze. Stwierdzitem
wywotang podaniem lekow psychotropowych regulacje ekspresji nowych form gendéw Dclkl 1
Pard6a (Rycina 11 2) [2, 3]. Zidentyfikowane zmiany wariantow ekspresji genow stanowity
impuls do dalszych badan. Temat ekspresji wariantow genu Dclkl byl kontynuowany m. in. w
ramach pracy doktorskiej Magdy Zygmunt, w ktorej pelilem role promotora pomocniczego
[8, 9]. Uzyskane wyniki wskazaty nowy obszar badan, dotyczacy ekspresji alternatywnych
form gendow w mozgu. Rozrdznienie wariantow ulegajacych regulacji stanowito wyzwanie
zarowno technologiczne jak 1 analityczne. Wprowadzenie do uzytku technologii
sekwencjonowania NGS znaczaco polepszyto zdolnos¢ do kwantyfikacji poziomu abundancji
roznego typu transkryptow. Kierowane przeze mnie badania polegaly na pordéwnaniu
transkrypcyjnych  efektow lekéw  psychotropowych o rdéznych  mechanizmach
farmakologicznego dzialania [1-3]. Analizy zostaty wykonane na poziomie izoform genow,
przy uwzglednieniu mozliwosci wykorzystania alternatywnych miejsc startu i terminacji
transkrypcji. Jednym z wynikéw przeprowadzonych badan bylo stwierdzenie, Zze zmiana
programu transkrypcyjnego w prazkowiu z bazowego na indukowany podaniem leku polega
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na uruchomieniu ekspresji zestawu alternatywnych wariantow genoéw. Ulegajace ekspresji
warianty gendw moga potencjalnie dostarcza¢ komorkom zestaw dodatkowych biatek, o
funkcjach odmiennych od form konstytutywnych. Uzyskane wyniki zasugerowaly, ze geny
regulowane w odpowiedzi na podanie lekow psychotropowych w neuronach sa wzglednie
czgs$ciej kontrolowane poprzez aktywacje proksymalnych promotoréw gendw oraz maja
wyzszg specyficznos¢ co do okreslonej izoformy genu. Wydaje si¢ zatem, ze geny
aktywowane w komorkach glejowych sg mniej specyficzne co do miejsca startu, wyrazajg
wiece] form oraz wymagaja zaangazowania biatek regulatorowych oddziatujacych poprzez
sekwencje wzmacniajgce. Prognozowanie biologicznego znaczenia transkryptow nie
opisywanych wczesniej w literaturze jest mozliwe na podstawie poréwnania jakiego typu
domeny biatkowe koduja poszczegolne formy. Zastosowanie tego podejscia zidentyfikowato
przyktady réznic w ukladzie domen pomig¢dzy kanonicznymi formami mRNA oraz
transkryptami ulegajacymi regulacji [2]. Uzyskane wyniki potwierdzity hipotezg, Zze zmiana
programu ekspresji genow ze stanu bazowego na stan wywotlany bodzcem farmakologicznym
uwzglednia ekspresje nowych biatek o potencjalnie innych funkcjach biologicznych.

Pytania badawcze dotyczace zmiennos$ci profilu wyrazanych transkryptéw zadatem rowniez
w przypadku analiz krwi obwodowe] pacjentéw dotknigtych peknigciem tetniaka
wewnatrzczaszkowego. Pomigdzy badanymi stanami wykonalem porownanie liczby
transkryptow nalezacych do poszczeg6élnych klas 1 typoéw. Wyniki zasugerowaly wzglednie
wyzszg czg¢stos¢ RNA kodujacych produkty biatkowe w puli transkryptow o zmienionym
poziomie abundancji [6]. Obserwacja ta potwierdza, ze zmiany w transkrypcji gendow
zachodzace w reakcji na silny bodziec moga mie¢ przelozenie na komoérkowa dostepnosé
biatek o specyficznych funkcjach. W opublikowanych pracach przedstawilem przyktady
nieopisanych dotychczas form genow. Wskazalem izoformy, ktorych ekspresja wydaje si¢
by¢ charakterystyczna dla stanu wywolanego krwotokiem podpajeczyndwkowym bedacym
konsekwencja peknigcia tetniaka wewnatrzczaszkowego. W stanie poudarowym w krwi
obwodowej stwierdzitem wystepowanie wczesniej nie opisywanych w literaturze wariantow
genow m.in. ELF2, ACBDG6 oraz HEATRI.

Wyniki pozyskane przy pomocy metody RNA-seq pozwolity na analize zarowno izoform
genow jak rowniez transkryptéw klasyfikowanych jako niekodujgace produkty biatkowe
(IncRNA, od ang. long-non coding RNA). Mozliwosci biologicznej interpretacji zmian
ekspresji niekodujgcych RNA s3 ograniczone z uwagi na matg liczbe opublikowanych badan
funkcjonalnych tej klasy transkryptow. Naturalng kontynuacja badan byla che¢¢ poznania
zmian w ekspresji malych niekodujacych RNA (sRNA, od ang. small RNA). Zastosowana
metodyka sekwencjonowania RNA pozwolita na analiz¢ zaréwno regulatorowych miRNA,
jak 1 pozostatych klas matych RNA. Badania zmian poziomu abundancji sRNA byty
prowadzone w konteks$cie realnej potrzeby diagnostycznej, zwigzanej z mozliwoscig
wczesnego przewidywania skutkow pekniecia tetniaka. Transkrypty ulegajace ekspresji w
badanych uktadach zostaty opisane przy pomocy informacji dostepnych w katalogach genéw i
bazach wiedzy. Obnizenie poziomu ekspresji matych RNA dotyczylo w sposob szczegolny
klas piRNA, rRNA oraz tRNA. W nastepnym kroku poszukiwatem transkryptéw docelowych
dla zidentyfikowanych miRNA, ktérych regulacja moze mie¢ posrednie znaczenie
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fizjologiczne [7]. Réznice poziomdéw abundancji RNA byly interpretowane w kontekscie
zmian fizjologicznych zachodzacymi w krwi obwodowej w konsekwencji pgknigcia tetniaka.
Poczynione obserwacje wskazaly na potencjalny udziat zidentyfikowanych malych RNA w
mechanizmach kontroli odpowiedzi zapalne;.

d) Regulacja ekspresji zbiorow genow.

Ekspresja genu jest kontrolowana poprzez wielopoziomowy system regulacji transkrypcji. W
proces regulacji bezposrednio zaangazowane s3 zestawy czynnikow transkrypcyjnych,
wzmacniaczy 1 izolatorow. Czynniki te to biatka oddzialujace ze specyficznymi sekwencjami
regulatorowymi. Schemat mechanizmu kontroli ekspresji genu zapisany jest w sekwencji
DNA zlokalizowanej w blizszej (bezposrednie oddziatywanie cis) lub dalszej (oddziatywanie
posrednie frasn) odleglosci od startu transkrypcji. Miejscem bezposredniej kontroli startu
transkrypcji jest sekwencja promotorowa. W tym obszarze genu do DNA przylacza si¢ zestaw
biatek regulatorowych uruchamiajacych ekspresje genu. W odlegtosci od pozycji startu TSS
(od ang. transcription start site) wystepuja sekwencje odpowiedzialne za oddziatywanie
czynnikéw zdolnych do modulacji ekspresji oraz biatek stanowigcych elementy strukturalne

[8].

W kazdym z badanych przeze mnie ukladow stwierdzitem wystgpowanie specyficznych
wzorow zmian ekspresji genow. Do identyfikacji wzordéw ekspresji wykorzystywalem metody
grupowania profili genowych o zblizonym przebiegu. Zidentyfikowane grupy liczyty od
kilkudziesieciu do kilkuset genéw. Kluczowym zadaniem byto przeprowadzenie
funkcjonalnej interpretacji zjawiska skoordynowanej regulacji okre$lonych genoéw. Dla
kazdego uktadu eksperymentalnego wskazalem procesy komoérkowe i mechanizmy
molekularne w jakie moga by¢ zaangazowane zidentyfikowane geny. Wykonalem analizy
pordwnawcze sekwencji regulatorowych wystepujacych w grupach genow o podobnych
profilach. Sprawdzatem jakie cechy sekwencji towarzysza wystgpowaniu skoordynowanych
zmian ekspresji grup genéw w wybranych uktadach badawczych. Badania prowadzitem in
silico przy pomocy narzedzi zliczajacych czesto§¢ wystepowania w zdefiniowanym odcinku
sekwencji  DNA  motywéw  charakterystycznych dla  okreSlonych  czynnikéw
transkrypcyjnych. Dost¢p do wynikow uzyskanych przy pomocy metody ChIP-seq (od ang.
chromatin immunoprecipitation-sequencing) pozwolit na identyfikacj¢ eksperymentalnie
potwierdzonych miejsc wigzania réoznego typu bialek w obszarach regulatorowych genow.
Analizy prowadzilem przy pomocy narzedzi bioinformatycznych, w ktérych zaprojektowaniu
1 wytworzeniu bralem czynny udziat (http://seqginspector.cremag.org) [15, 16].

Podanie lekow psychotropowych wywoluje w komorkach moézgu aktywacje Sciezek
wewnatrzkomorkowego przekazywania sygnaléw. Efektem ich aktywacji jest ekspresja
zestawu genow 1 produkcja biatek o specyficznych funkcjach biologicznych. Zmiany
zachodza w sposob skoordynowany i zsynchronizowany. Grupy gendéw o zblizonych
przebiegach zmian w poziomie abundancji RNA okre$latem jako wzor ekspresji. Wiodacy
wplyw na obraz zmian wywotanych bodZzcem farmakologicznym w prazkowiu maja trzy
uktady genéw o odmiennych wzorach regulacji (Rycina 3). Kazdy z uktadow wykazuje
charakterystyczny przebieg zmian ekspresji w czasie. Zidentyfikowane grupy gendéw
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opisatem pod wzgledem sposobow regulacji, funkcji biologicznych oraz typéw komoérek w
jakich zachodzg okreslone zmiany [1, 2, 12].

Hierarchiczna klasteryzacja regulowanych genéw
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Rycina 3. Trzy grupy gendéw regulowanych w prazkowiu myszy w odpowiedzi na podanie
lekéw psychotropowych.

(a) Identyfikacja grup genoéw oznaczonych literami a, P, v zostala wykonana przy pomocy metody
hierarchicznej klasteryzacji. (b) Mapa transkryptomu prgzkowia zostata opracowana na podstawie
poziomu korelacji pomigdzy transkrypcjami ulegajacymi regulacji. Kolor dla danego transkryptu
przedstawiaja podobienstwo profilu ekspresji do jednego z trzech wzoréw. Wiecej informacji o
metodach i wynikach klasyfikacji gendéw podlegajacych regulacji znajduje si¢ w publikacji
Korostynski i wsp. BMC Genomics 2015. Rycina zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [1].

Zmiany transkrypcji genow z grupy o wykazaty zalezno$¢ od stopnia aktywacji czynnikow
CREBI1/SRF. Natomiast, ekspresja gendw o wzorze regulacji B jest powigzana z
transkrypcyjnym  dziataniem receptora  glukokortykoidowego (GR). W  obrebie
poszczegdlnych grup gendw stwierdzitem wystgpowanie zwigzkow funkcjonalnych
wskazujacych, ze regulacja dotyczy zestawu produktéw ekspresji o potencjalnie
uzupeltniajacych si¢ rolach biologicznych. Trzecia z opisanych przeze mnie sieci genow (wzor
y) zostata powigzana z dzialaniem lekoéw na uktad serotoninowy poprzez receptor 5S-HT2A,
jednak nie udato si¢ zidentyfikowa¢ molekularnego mechanizmu ich regulacji [1].

11
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Rycina 4. Poréwnanie cech dwéch systeméw regulacji genéw (CREB1/SRF 1 GR/CTCF)
wykazujagcych aktywnos¢ w prazkowiu myszy w odpowiedzi na dziatanie lekow
psychotropowych.

(a) Nadreprezentacja miejsc wigzania dla wskazanych powyzej czynnikow regulujacych transkrypcje
gendow o wzorach ekspresji A-E (doktadny opis wynikéw znajduje si¢ w publikacji Piechota 1 wsp.
Neuropharmacology 2015). Odczyt poziomu wigzania zostal wykonany przy pomocy narzedzia
seqinspector (Www.seqinspector.org), i jest on wyrazony na wykresie poprzez intensywno$é koloru

wykresow kolumnowych (ponizej przedstawiona jest skala). Statystyczna nadreprezentacja miejsc
wigzania dla danego czynnika zostata oznaczona poprzez umieszczenie symbolu asterysk *P < 0.05 (z
poprawka Bonferroniego). (b) Na histogramach zaznaczony zostat rozktad sygnatu uzyskanego przy
pomocy technologii ChIP-seq dla bialek CREB1, SRF, GR and CTCF w obszarach regulatorowych
(pomigdzy -7500 1 +7500 p.z. w stosunku do TSS) genéw o profilach zmian typu A i E. Rycina
zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [2].

Przeprowadzone badania umozliwily identyfikacje molekularnych mechanizmoéw potencjalnie
bioragcych udzial w kontroli zmian ekspresji genow. Opisatem zestawy czynnikow
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za regulacje powigzanych grup genow (Ryciny 3 1 4).
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Opracowalem modele procesow regulacji ujawniajagcych sie¢ w danym uktadzie
eksperymentalnym wzoréw ekspresji np. regulacja gendw w prazkowiu z udziatem zestawu
czynnikow CREB1/SRF oraz GR/CTCF [2]. Uzyskane wyniki dostarczyty nowych informacji
o mechanizmach kontrolujacych specyficzno$¢ regulacji alternatywnych wariantow genow w
moézgu. Zdefiniowane zestawy genow zostaty przyporzadkowane do nastepujacych po sobie
fal zmian transkrypcji.

Kazdy z zastosowanych lekow psychotropowych wywotal zmiany transkrypcyjne stanowigce
molekularng sygnatur¢ jego dziatania. Na podstawie uzyskanych wynikéw przygotowatem
scenariusze udzialu poszczegdlnych komponentow profilu ekspresji w kontroli procesow
plastycznych inicjowanych u moézgu podaniem lekow psychotropowych. Wspotregulowane
sieci zawierajg geny kodujace biatka, ktérych funkcje biologiczne sg zwigzane z punktami
kontroli waznych proceséw komorkowych. Powigzania funkcjonalne odnajdywatem na
roznych poziomach kontroli wewnatrzkomoérkowych $ciezek przekazywania sygnatu. Dla
analizowanych grup gendéw zaproponowatem lokalizacj¢ zmian ekspresji w zakresie
przedzialow komoérkowych obecnych w danej tkance. W przypadku badan efektow lekow
psychotropowych w prazkowiu podstawowy rozdzial dotyczyt zmian ekspresji genow
zachodzacych w komoérkach neuronalnych i glejowych. Uzyskane wyniki sugeruja, ze taczny
efekt regulacji transkrypcji grupy genow skutkuje zmiang potencjatu adaptacyjnego mozgu na
poziomie plastyczno$ci neuronéw oraz metabolizmu komorek glejowych. W przypadku
niektorych wzorow ekspresji, zadanie okreslenia potencjalnego znaczenia regulacji zespotu
transkryptow o podobnych profilach zmian jest utrudnione poniewaz w literaturze brak jest
informacji o funkcjach poszczego6lnych genow.

W drugim z wykorzystanych uktadow badawczych monitorowalem przebieg zmian
molekularnych powigzanych z degeneracja stawu kolanowego zachodzaca w zwierzgcym
modelu przebiegu osteoartrozy (Rycina 5). Zaobserwowalem pie¢ zroéznicowanych
(oznaczonych literami A-E) profili zmian ekspresji przebiegajacych w czasie kilkunastu dni
od uszkodzenia [5]. Dla wzorow zmian ekspresji okreslilem zestawy czynnikéw
transkrypcyjnych potencjalnie zaangazowanych w ich regulacje oraz opisalem kaskadeg
mechanizmow molekularnych towarzyszacych procesowi degradacji chrzastki. W obszarach
regulatorowych gendéw z grupy A stwierdzitem wystepowanie silnej nadreprezentacji miejsc
wigzania czynnika PPAR-y. Z kolei, grupa E zawiera geny potencjalnie regulowane przy
udziale czynnikéw transkrypcyjnych powigzanych z odpowiedzig zapalng, w tym STAT3,
RELA i1 RELB. Co ciekawe, wynik analizy grupy transkryptow o wzorze B wskazal na
wystepowanie miejsc wigzania dla specyficznego mig$niowo czynnika MYOG. Pomimo
wyraznie odmiennych profili zmian ekspresji genéw w grupach C i D nie udato si¢ wskaza¢
czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych za ich regulacje. Zaobserwowalem natomiast,
ze poszczegolne sktadowe obrazu ekspresji odwzorowujg wystepowanie 1 aktywnos¢ roznych
typow komoérek (Rycina 9). Szczegdlnie wyrazne byly profile zmian genow
najprawdopodobniej powigzanych z adipocytami, fibroblastami oraz komoérkami uktadu
odpornosciowego. Wychwycone mechanizmy regulacji ekspresji gendéw mogg by¢ powigzane
zarOwno ze zmianami aktywnosci poszczegdlnych typow komoérek jak i1 zmianami w
proporcjach ich wystgpowania.
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Rycina 5. Wyniki profilowania zmian ekspresji gendw zachodzacych w stawie kolanowym
szczura w modelu osteoartrozy.

Pomiary zostaty wykonane przy pomocy mikromacierzy w czterech punktach czasowych okreslonych
wzgledem czasu podania MIA (dzien 0, 2, 14 i 28). Rycina przedstawia wyniki zmian poziomu 272
transkryptow posegregowane na podstawie podobienstwa profili metodg hierarchicznej klasteryzacji.
Na mapie cieplnej wyrazone zostaly zmiany poziomu abundancji RNA zachodzace w trakcie rozwoju
osteoartrozy. Intensywno$¢ kolorow jest proporcjonalna do wystandaryzowanych wartosci dla
kazdego rzgdu danych (w skali -3 do 3). Profile zmian zostaly oznaczone literami A-E. Po prawej
stronie wskazane zostaty przyktadowe geny. Rycina zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [5].

Wyniki badan zmian ekspresji w krwi pacjentéw, u ktoérych wystapito pekniecie t¢tniaka
wewnatrzczaszkowego rowniez ukazaly zmiany ekspresji grup gendéw o wysokim stopniu
podobienstwa profili [6, 17]. Zidentyfikowalem dwie gléwne grupy wspotregulowanych
genow, ktorych poziom RNA ulegt istotnym zmianom w stosunku do poziomu kontrolnego.
Co ciekawe, zaobserwowane w komorkach krwi obwodowej wzrosty i spadki abundancji
RNA majg charakter odwrotnej korelacji. Kontrola obserwowanych zmian transkryptow
najprawdopodobniej zachodzi na poziomie systemowe] regulacji homeostazy organizmu.
Badania ekspresji genow w krwi obwodowej doprowadzity do identyfikacji czynnikow
transkrypcyjnych istotnych dla wystgpowania roéznic w profilach pomiedzy badanymi
grupami osob. Analiza mechanizmoéw regulacji genéw pomogla zrozumie¢ cykl zdarzen
zachodzacych na poziomie molekularnym bedacych konsekwencja peknigcia tetniaka
wewnatrzczaszkowego. Regiony promotorowe gendéw kodujacych transkrypty o obnizonym
poziomie abundancji wykazuja nadreprezentacje miejsc wigzania dla czynnikéw STAT6 i

14



Dr n. med. Michat Korostynski
Zatacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

RUNX. Podczas gdy regiony promotorowe genow o podwyzszonym w stosunku do grupy
kontrolnej poziomie zawieraja miejsca wigzania dla ELF2 oraz SMRT. Zidentyfikowany
zestaw czynnikow transkrypcyjnych wspolgra z wynikami wskazujacymi na obnizenie funkcji
limfocytéw T oraz aktywacji czynnikow prozapalnych w monocytach zachodzacymi po
peknigciu tetniaka [6].

Kolejny badany mechanizm regulacji ekspresji genow opiera si¢ o wykorzystanie miRNA.
Funkcje miRNA s3 zwigzane z degradacja transkryptow i hamowaniem translacji genow
kodujacych okreslone biatka. Specyficzno$¢ dziatania miRNA wynika z mozliwo$ci ich
wigzania do zdefiniowanych sekwencji docelowych czasteczek mRNA. Sekwencjonowanie
matych RNA pozwolito na identyfikacj¢ miRNA wykazujacych statystycznie istotne zmiany
poziomu abundacji. Pomiary mRNA zostaly wykonane u tych samych pacjentéw, takie
podejscie utatwilo poszukiwania transkryptow docelowych dla zidentyfikowanych miRNA
[7]. Wynikiem analiz byto wskazanie potencjalnych celéw dla regulowanych miRNA w
grupie biatek funkcjonalnie powigzanych z aktywnoscig cytokin. Dla kilku czynnikow, w tym
dla HMGBI oraz sFasL, potencjalne konsekwencje regulacji z udzialem miRNA byly
sprawdzane na poziomach transkryptéw oraz bialek. W krwi obwodowej pacjentdow po urazie
pekniecia tetniaka wewnatrzczaszkowego analizowatem rdwniez profile zmian ekspresji
innych typow RNA. Stwierdzilem wystepowanie zaleznosci pomigdzy zmianami poziomow
abundancji piRNA 1 rRNA oraz obecno$cig w ich genomowych lokacjach miejsc wigzania
okreslonych czynnikoéw transkrypcyjnych. Mechanizmy kontroli ekspresji matych RNA o
funkcjach regulatorowych sa stabo poznane. W literaturze brak jest odniesien opisujacych
biologiczne znaczenie obserwacji zmian ich ekspresji. Badania majace na celu poznanie roli
poszczeg6lnych typow matych RNA w badanym uktadzie sg kontynuowane.

e) Uklady badawcze i czynniki wywolujace zmiany poziomu abundancji
transkryptow.

Przedstawione osiaggni¢gcie naukowe dotyczy badan prowadzonych w trzech uktadach
eksperymentalnych. W kazdym z nich analizowatem zmiany transkrypcji genéw w kilku
punktach czasowych. Celem badan byta identyfikacja genow powigzanych z badanym stanem
fizjologicznym. W eksperymentach stosowatem wysokoprzepustowe metody analizy
transkryptomu, ktérych mozliwosci pomiarowe ulegaly zwiekszeniu wraz z postgpem
technologicznym. W badanych uktadach rozpoznalem 1 analizowalem wzory zmian
transkrypcji genéw wywolanych bodzcami o stosunkowo silnym wpltywie na organizm.
Uktady roznity sie przebiegiem, zakresem oraz nasileniem zmian ekspresji genow co
umozliwito poszukiwania prawidtowosci w mechanizmach regulacji ekspresji genow. Wyniki
uzyskane w poszczegdlnych uktadach interpretowalem w konteks$cie etiologii powigzanych
chorob oraz potencjalnych mozliwosdci terapeutycznych. Dodatkowym celem badan byto
wskazanie molekularnych wskaznikow umozliwiajacych przewidywanie powigzanych
efektow fizjologicznych, ale wystepujacych w oddalonym punkcie czasowym.

W mojej pracy przeprowadzitem tacznie kilkadziesigt eksperymentéw profilowania zmian
ekspresji gendéw. Zroznicowanie ukladéw badawczych pozwolilo na poréwnanie zmian
transkrypcji o odmiennym nasileniu 1 przebiegu czasowym. Dotychczas opisalem
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wykorzystywane technologie i obierane kierunki analizy wraz z przyktadami. Ponizej
omoéwie glowne czynniki, ktore wplywaja na ekspresje genow. Kazdy z badanych ukladéw
cechowat inny zestaw czynnikow ksztattujacych profil zmian transkrypcji. Czgs$¢ czynnikow
zostala uwzgledniona na etapie tworzenia plandw eksperymentow, wptyw kolejnych zostat
rozpoznany 1 okreslony na podstawie wynikow wykonanej analizy danych. Kofcowa
interpretacja wynikdw wymagata przeprowadzenia oceny wplywu kazdego z czynnikow.

Uktady badawcze:

I.  Okreslenie genomowych sygnatur lekéw psychotropowych o zroéznicowanych
mechanizmach dziatania.

Personalizacja doboru lekow psychotropowych to potencjalny kierunek do poprawy
skutecznosci terapii chorob neuropsychiatrycznych. Do jej praktycznego zastosowania
konieczne jest zdefiniowanie cech i wlasciwosci lekoéw na podstawie ktorych mozliwa bedzie
optymalizacja skutecznosci terapii. Profilowanie lekow w warunkach eksperymentalnych
utatwia okreslenie roznic 1 podobienstw w ich dziataniu na poziomie molekularnym. Celem
moich badan bylo poroéwnanie profili zmian transkrypcyjnych wywotanych podaniem lekow
psychotropowych o farmakologicznie zr6znicowanych mechanizmach dziatania. Do
poréwnania wybratem 21 lekéw 1 substancji psychoaktywnych nalezacych do réznych grup.
W badaniach uwzglednione zostaty leki o dziataniu przeciwdepresyjnym, przeciwlgkowym,
przeciwpsychotycznym, opioidy, psychodyspleptyki oraz psychostymulanty. Badania zostaty
w calosci przeprowadzone w Zakladzie Neurofarmakologii Molekularnej IF PAN, przy
wsparciu  wspotautorow zaangazowanych w eksperymenty na zwierzgtach, pomiary
biochemiczne oraz analiz¢ danych. Zmiany pozioméw abundancji transkryptow byty
analizowane w tkance modzgowej myszy. Pomiary ekspresji gendw zostaly wykonane w
prazkowiu, a dodatkowe analizy w mniejszej skali przeprowadzono w hipokampie. Dynamika
zmian byta monitorowana w czterech punktach przebiegu czasowego (1, 2, 4 1 8 godzin od
podania). Calo$¢ analiz wymagata uzycia kilkuset mikromacierzy DNA oraz opracowania i
uruchomienia zestawu dedykowanych narzedzi bioinformatycznych. Badania mechanizmow
regulacji genéw kontynuowane byty rowniez w modelach komoérkowych, tj. neuronalnych i
astrocytarnych hodowlach pierwotnych.

Czynnikiem definiujacym obraz ekspresji gendw jest rodzaj badanej tkanki. Wynikowy profil
ekspresji jest zlozeniem informacji pochodzacych z réznych typow komorek wystepujacych
w analizowanym materiale. Wigkszo$¢ badan profilowania gendéw przeprowadzitem w
prazkowiu myszy. Jest to region mézgu zlozony z podobszaréw o funkcjach istotnych dla
kontroli kilku typéw zachowan. Interpretacja obserwowanych zmian molekularnych
dotyczylta dziatania badanych substancji na nap¢d, motywacj¢ oraz motoryke. Dla poréwnania
efektow podania wybranych lekéw psychotropowych dodatkowe pomiary zmian ekspres;ji
zostaly wykonane w formacji hipokampa [3]. Uzyskane w ten sposéb wyniki pozwolity na
wskazanie podobienstw i1 rdznic w regulacji genow w dwdch obszarach mézgu otrzymujacych
unerwienie dopaminergiczne. Kolejnym zagadnieniem byla specyficzno$¢ komoérkowa oraz
przestrzenna lokalizacja obserwowanych zmian. Przeprowadzone badania efektow lekow
psychotropowych pozwolity na rozréznienie zmian ekspresji zachodzacych w komorkach
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neuronalnych 1 glejowych [1, 2, 18]. Dopasowanie wtasciwosci farmakologicznych kazdego z
lekow do wywotywanych zmian umozliwito przewidywanie udzialu poszczegdlnych uktadow
neurotransmisyjnych w regulacji danego genow. Przykladowo, profil zmian poziomu
abundancji transkryptu Areg sugeruje, ze zmiany ekspresji tego genu s3 wywolywane poprzez
aktywacje transmisji dopaminergicznej (Rycina 6).

Czynnikiem istotnym dla pomiaré6w abundancji transkryptow jest punkt czasowy, w ktorym
sa one dokonywane. Zagadnienie to dotyczy zaro6wno analizy przebiegu wywotanych zmian
gendow jak i kontroli molekularnego tta, ktére podlega regulacji w cyklach biologicznych.
Mozliwo$¢ detekcji zmian w poziomie ekspresji jest zalezna od decyzji w jakim punkcie
dokonywany jest odczyt sygnatu. Zmiany poziomu transkryptow w prazkowiu wywotane
bodzcem farmakologicznym byly obserwowane w okresie kilku godzin od podania. W
przypadku wigkszo$ci regulowanych genéw maksymalne efekty byly widoczne w 2 lub 4
godzinie (Rycina 6). Poszczegélne grupy gendéw regulowanych w odpowiedzi na podanie
lekow wykazuja roznice w $rednim czasie pottrwania mRNA. Parametr ten dobrze koreluje z
punktem, w ktorym zaobserwowany jest maksymalny poziom abundancji mRNA.
Transkrypty wykazujace maksymalny poziom indukcji we wczesnych punktach czasowych
maja relatywnie krotki okres pottrwania np. Egr2, Junb 1 Duspl.

W efekcie wykonanych prac powstat katalog zmian w transkrypcji genow wywotanych w
prazkowiu w odpowiedzi na jednorazowe podanie lekéw psychotropowych. Dla kazdego z
badanych lekéw zdefiniowatem sygnatur¢ zmian ekspresji genow w prazkowiu.
Interesujacych wynikow dostarczyty analizy podobienstw i1 réznic sygnatur w obrebie klas
lekéw oraz pomiedzy nimi. Leki przeciwpsychotyczne, przeciwlgkowe oraz opioidy
charakteryzowaly si¢ stosunkowo wysokim stopniem podobienstwa w obrebie klas. Tym
niemniej poszczeg6élne leki wykazywaly cechy molekularne wychodzace poza ramy danej
klasy. Dla przyktadu, profil dziatania haloperidolu na transkryptom prazkowia wskazal na
cechy wspolne z psychostymulantami (kokaing i metamfetaming). To z pozoru paradoksalne
podobienstwo wynika ze zdolnosci regulacji ekspresji podobnego zestawu genow, zaleznych
od aktywnoS$ci neuronalnej wywotlanej w prazkowiu. Zaobserwowane zmiany transkrypcji
genow zachodza jednak w odmiennych populacjach neuronalnych oraz wynikaja z aktywacji
roznych mechanizméw neurofarmakologicznych [19].
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Rycina 6. Przebieg czasowy zmian ekspresji wybranych genow w prazkowiu myszy
wywotanych podaniem wybranych lekow psychotropowych.

Przyktady regulacji ekspresji genéw o profilach przyporzadkowanych do wzoréw a (4reg, Npas4),
(Cdknla) oraz y (Cirbp) (patrz Rycina 3). Zastosowane leki psychotropowe to: mianseryna (MIA),
imipramina (IMI), fluoksetyna (FLU), bupropion (BUP), tianeptyna (TIA), tranylcypromina (TRA),
metamfetamina (MET), kokaina (COC), nikotyna (NIC), heroina (HER), morfina (MOR), etanol
(ETO), diazepam (DIA), buspiron (BUS), hydroksyzyna (HYD), klozapina (CLO), rysperydon (RIS),
haloperidol (HAL), grupy kontrolne otrzymaty sol fizjologiczng (SAL) lub nie otrzymywaly iniekcji
(NAI). Wyniki zostaty przedstawione w stosunku do grupy kontrolnej otrzymujacej sol fizjologiczna.
Pomiary zmian poziomu zostaly przeprowadzone przy pomocy mikromacierzy DNA w czterech
punktach czasowych (od lewej 1, 2, 4 i 8 godzin od jednorazowego podania) [1].

Szczegblnie heterogenng grupg zwigzkow pod wzgledem profili zmian ekspresji genow
okazaly si¢ leki przeciwdepresyjne. W poréwnaniu uwzglednione =zostaty leki o
zroznicowanych mechanizmach dzialania, w tym migdzy innymi trojcykliczny lek
przeciwdepresyjny (imipramina), selektywny inhibitory zwrotnego wychwytu serotoniny
(fluoksetyna) oraz inhibitor monoaminooksydazy (tranylcypromina). Na podstawie
uzyskanych wynikoéw stwierdzilem, ze réznice w efektach molekularnych pomigdzy lekami
przeciwdepresyjnymi wspotgraja z roéznicami na poziomie ich farmakologicznego
mechanizmu dziatania. Dla przyktadu, imipramina wykazala zestaw cech molekularnych
wspolnych z lekami przeciwlgkowymi. Dziatanie imipraminy zachodzi poprzez hamowanie
wychwytu zwrotnego noradrenaliny i serotoniny oraz umiarkowane efekty hamujace na
uktady cholinergiczny i1 histaminowy. Lek ten jest opisywany przez psychiatrow jako

18



Dr n. med. Michat Korostynski
Zatacznik nr 3 do wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego

posiadajacy pozytywne efekty w terapii depresji wspotwystepujacej z nasilonym lekiem. Z
kolei profil zmian wywolanych przez mianseryn¢ sugeruje podobienstwo jej efektow do
dziatania atypowych lekow przeciwpsychotycznych (klozapiny i rysperydonu). Za zbiezno$¢
na poziomie molekularnym moze odpowiada¢ zdolno§¢ mianseryny do wigzania si¢ z
receptorami serotoniny 5-HT2A. Przykltady te dobrze obrazuja poziom ztozonosci zmian
ekspresji genow zachodzacych w uktadzie nerwowym oraz konieczno$¢ zachowania
ostrozno$ci przy ich neurobiologicznej interpretacji. Na podstawie uzyskanych profili
molekularnych opracowatem system grupowania 1 klasyfikacji lekéw psychotropowych oraz
substancji psychoaktywnych. W ramach przeprowadzonych analiz zbudowana zostala baza
referencyjnych profili lekowych, umozliwiajagca badania kolejnych zwiazkéw o
neurofarmakologicznym potencjale.

W publikacjach mojego autorstwa zaproponowatem sposob wykorzystania katalogu wzorow
regulacji genow do oceny molekularnych efektow. Postawilem hipoteze, iz profil
molekularny uzyskany po jednorazowym podaniu leku pozwala na potwierdzenie
mechanizmu farmakologicznego. Podjatem takze proby przewidywania mechanizmow
dziatania lekéw o klinicznie sprawdzonych efektach, ale niepewno$ci co do punktéw
uchwytu. Dla dwoéch lekow na podstawie sygnatury genow zaproponowatem potencjalne
punkty neurobiologicznego uchwytu. Uzyskany profil transkrypcyjny tianeptyny zasugerowat
mozliwo$¢ jej dzialania poprzez uktady monoaminergiczne (Rycina 7). Wedlug tworcow
leku, jego wlasciwosci przeciwdepresyjne majg wynika¢ ze zdolnosci do nasilenia transportu
zwrotnego serotoniny. Informacja ta byla czesto wykorzystywana jako argument
kwestionujacy monoaminergicznej teorii powstawania i leczenia depresji. Wyniki analizy
zmian ekspresji gendw nie potwierdzily wspomnianego mechanizmu dziatania tianeptyny
[20]. Moje badania sugeruja inne tlumaczenie efektow przeciwdepresyjnych. Obraz zmian
genéw wywotanych przez podanie tego leku wskazuje na mozliwos¢ aktywacji trzech
glownych systemOw monoaminergicznych. W tym miejscu warto przypomnie¢ histori¢
rynkowego poprzednika tianeptyny czyli amineptyny [21]. Lek ten wykazywat potencjat
blokowania transportu zwrotnego dopaminy i noradrenaliny. Pomimo pozytywnych opinii w
zakresie dziatania przeciwdepresyjnego, amineptyna zostala wycofana z rynku z uwagi na
informacje o hepatotoksycznosci oraz podejrzenie uzalezniajagcego potencjatu. Tianeptyna
wykazuje podobienstwo struktury chemicznej do amineptyny, jednak na rynek zostata
wprowadzona jako substancja majagca odmienny mechanizm dzialania. W przypadku
tianeptyny ujawnione zostaty raporty o jej naduzywaniu przez pacjentéw [22]. Wiasciwos$ci
nagradzajace tianeptyny zostaly wykazane w modelu zwierzecym (Rycina 7). Interesujace
informacje o dziataniu tianeptyny zostaly ujawnione juz po publikacji moich wynikow.
Przedstawione zostaly dowody, ze tianeptyna moze posiada¢ zdolno$¢ aktywacji receptorow
opioidowych [23]. Idea potencjalnego wykorzystania w terapii zaburzen nastroju zwigzkow o
umiarkowanym dziataniu na uklad endogennych opioidow ma racjonalne podstawy. Efekt
terapeutyczny tianeptyny moze wynika¢ z polaczonego dziatania aktywujacego na uktady
monoaminergiczne oraz na uktad endogennych opioidow. Dziatanie przeciwdepresyjne jest
postulowane w przypadku lekow o podobnych wtasciwosciach np. tramadolu [24].
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Rycina 7. Badania mechanizmu dzialania tianeptyny na podstawie jej transkrypcyjnych
efektow w prazkowiu.

(a) Macierz korelacji przedstawia poziom wigzania substancji do wybranych punktow
neurobiologicznego uchwytu. Nasycenie koloru odpowiada warto§ciom uzyskanym z bazy PDSP Ki.
Dane te poshuzyly jako punkty referencyjne dla analizy przewidywania efektow tianeptyny. (b) Na
wykresie przedstawiono teoretyczny wplyw tianeptyny na poziom aktywacji poszczegdlnych
mechanizméw neurofarmakologicznych okre§lony na podstawie efektow transkrypcyjnych. (c)
Poréwnanie rozmieszczenia transkryptow Arc 1 Egrl w mézgu myszy w odpowiedzi na jednorazowe
podanie tianeptyny (TIA), tranylcyprominy (TRA) i mianseryny (MIA). Pomiary metoda hybrydyzacji
in situ zostaly wykonane dwie godziny od podania. Grupy kontrolne to myszy otrzymujace sol
fizjologiczng (SAL) lub nie otrzymujace iniekcji (NAI). (d) Nagradzajace wlasciwosci tianeptyny
zostaly zbadane w teScie warunkowe]j preferencji miejsca (CPP, od ang. conditioned place-
preference). Na osi Y przedstawiony zostal wskaznik preferencji. Roznice pomigdzy grupami zwierzat
analizowano przy pomocy testu t (**P<0.01). Wiecej informacji o metodach oraz wynikach
przewidywania mechanizmow dziatania tianeptyny znajduje si¢ w publikacji Korostynski i wsp. BMC
Genomics 2015. Rycina zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [1].
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Drugim przyktadem jest ketamina, opisywana w ostatnich latach jako lek wywolujacy
wyjatkowo szybki, utrzymujacy si¢ w czasie efekt poprawy nastroju u chorych na depresje
[25]. Rowniez w tym przypadku analiza zmian na poziomie molekularnym wprowadzita
nowe argumenty do dyskusji biologicznych podstaw skutecznosci ketaminy w specyficznych
zastosowaniach [3]. Trudno$§¢ w zrozumieniu efektow ketaminy wynika z jej dzialania
poprzez kilka systeméw neuroprzekaznikowych. W moich badaniach poréwnalem efekty
transkrypcyjne ketaminy z innymi zwigzkami o antagonistycznym dziataniu wobec
receptorow NMDA. Wyniki na poziomie molekularnym potwierdzilty duze podobienstwo
ketaminy do fencyklidyny i memantyny (Rycina 8). Profil ketaminy w pewnych aspektach
odpowiedzi transkrypcyjnej wykazuje wspolne cechy z opioidami, etanolem i nikotyng. W
przypadku lekéw przeciwdepresyjnych najblizsze ketaminie byty sygnatury molekularne
fluoksetyny 1 bupropionu. Ztozony profil transkrypcyjny ketaminy odpowiada jej unikalnym
wlasciwosciom  klinicznym taczacym efekty psychodysleptyczne, dysocjacyjne i
przeciwdepresyjne.

Uzyskane wyniki pokazuja, ze przy uzyciu wysokoprzepustowych metod analizy
transkryptow mozna odkrywa¢ nowe aspekty dzialania lekdéw, co do ktorych faktycznego
mechanizmu farmakologicznego nie ma pewnosci. Szerokie analizy wzoroéw ekspresji grup
genow regulowanych podaniem lekéw dodatkowo ukazaly zlozonos$¢ efektow badanych
substancji na poziomie molekularnym. Uzyskiwane wskazoéwki co do efektow lekow
psychotropowych moga by¢ dodatkowo wykorzystywane w procesie personalizacji
farmakoterapii.
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Rycina 8. Molekularna klasyfikacja ketaminy na podstawie profilu zmian ekspresji genow
wywotanych w prazkowiu myszy.

(a) Wyniki uzyskano na podstawie analizy zmian ekspresji genow po jednorazowym podaniu 21
lekéw psychotropowych pochodzacych z réznych klas farmakologicznych. Zastosowane leki
psychotropowe to: mianseryna (MIA), imipramina (IMI), fluoksetyna (FLU), bupropion (BUP),
tianeptyna (TIA), tranylcypromina (TRA), metamfetamina (MET), kokaina (COC), nikotyna (NIC),
ketamina (KET), memantyna (MEM), fencyklidyna (PCP), heroina (HER), morfina (MOR), etanol
(ETO), diazepam (DIA), buspiron (BUS), hydroksyzyna (HYD), klozapina (CLO), rysperydon (RIS),
haloperidol (HAL), grupy kontrolne otrzymaty soél fizjologiczng (SAL) lub nie otrzymywaty iniekcji
(NAI). Po stronie lewej przedstawione zostato podobienstwo pomigdzy badanymi lekami na podstawie
profili regulacji 50 genow. Geny te zostaly zidentyfikowane na podstawie wynikow testu
statystycznego ANOVA (czynnik lek) przy progu istotnoéci okreslonym na poziomie p<10~'
(poprawka Bonferroniego). Znajdujacy si¢ po stronie prawej wykres wyraza alternatywny sposob
prezentacji podobienstw pomigdzy badanymi lekami. Na wykresie zaprezentowano trzy komponenty
analizy PCA (kolejno na osi X, Y oraz poprzez barwe i wielko$¢ kot zgodnie z legendg umieszczong
po prawej stronie). (b) Dolna czgs¢ ryciny zawiera wynik poréwnania transkrypcyjnych profili
dziatania ketaminy oraz wybranych lekow przeciwdepresyjnych. Wigcej informacji o metodach oraz
wynikach przewidywania mechanizmow dziatania ketaminy znajduje si¢ w publikacji Ficek 1 wsp.
BMC Genomics 2016. Rycina zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [3].
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II.  Profilowanie zmian ekspresji gendéw towarzyszacych rozwojowi choroby
zwyrodnieniowej stawu kolanowego w modelu zwierzgcym.

Choroba zwyrodnieniowa (osteoartroza) to postepujace schorzenie degeneracyjne chrzastki
stawu kolanowej, ktoremu towarzyszy przewlekly bol oraz trudno$¢ z poruszaniem sig.
Poznanie etiologii tej choroby na poziomie molekularnym moze wskaza¢ potencjalne punkty
uchwytu nowych terapii jak rowniez wczesne markery prognostyczne. Moje badania miaty na
celu identyfikacj¢ genow, ktérych ekspresja zmienia si¢ w kolejnych fazach rozwoju choroby.
Badania ekspresji genéw zostaly wykonane w Zakladzie Neurofarmakologii Molekularnej IF
PAN, koncepcja badan oraz model zwierzecy zostaly opracowane we wspOtpracy z prof.
Katarzyng Starowicz, kierownikiem Zaktadu Neurochemii IF PAN.

Zastosowany model zwierzecy polegal na wywotaniu uszkodzenia stawu kolanowego w
wyniku dostawowej iniekcji jodooctanu sodu (MIA) [5]. Substancja ta blokuje procesy
glikolizy zachodzace w chondrocytach. Profilowanie zmian ekspresji zostalo przeprowadzone
w 2, 14 oraz 28 dniu rozwoju choroby. W eksperymencie jako punkt odniesienia przyjalem
profil ekspresji genow zmierzony w probce chrzastki stawu kolanowego pochodzacej od
zdrowych szczuréw. Analiza przebiegu czasowego zmian pozwolita na przesledzenie
nastepujacych po sobie procesow anabolicznych i katabolicznych. Kazdy z pigciu gtéwnych
wzorow transkrypcji (A-E) zostal przeze mnie zinterpretowany w kontek$cie jego
potencjalnego znaczenia dla rozwoju choroby (Rycina 9). Zaobserwowane wzrosty i spadki
poziomow abundancji transkryptéw sugeruja mozliwos¢ zmian aktywno$ci okreslonych
procesoéw biologicznych. Przyktadowo, sie¢ genow wykazujgca progresywny spadek poziomu
ekspresji (Adipog 1 Lipe) zostala powigzana z procesami adipogenezy oraz szlakiem
przekazywania sygnalu z udziatem receptora PPAR-gamma. Grupa transkryptow o profilu
zmian wykazujacym silng, przejsciowa aktywacje ekspresji w drugim dniu rozwoju choroby
zawiera czynniki (w tym 77/1 i Tr/2) biorace udzial w odpowiedzi zapalnej. Z kolei, w sktad
grupy wykazujacej wzrost poziomu mRNA w po6znej fazie rozwoju choroby tj. w dniach 14 i
28 (w tym Mmp2 i Mmpl4) wchodza geny kodujace metaloproteinazy biorgce udziat w
procesie modelowania macierzy zewnatrzkomorkowe;.

Nastepnie podjatem probe przyporzadkowania wspolregulowanych grup gendéw do
poszczegolnych przedzialdow komoérkowych wystgpujacych w badanej tkance (Rycina 9).
Postepujacy spadek poziomu abundancji grupy transkryptow zostat powigzany z genami
ekspresjonowanymi w adipocytach. Natomiast lista transkryptow wykazujacych wczesny,
przejsciowy wzrost poziomu abundancji zawierata nadreprezentacje genow eksprymowanych
w komorkach immunologicznych. Stwierdzone zmiany ekspresji dobrze obrazuja rozwdj
reakcji zapalnej, ktorej towarzyszy narastajagce odczuwanie bolu. Co istotne, tkanka
thuszczowa posiada zdolno$¢ produkcji czynnikow przeciwzapalnych, obnizenie aktywnos$ci
adipocytow moze by¢ jednym z czynnikdw nasilajacych postep choroby [26].
Przeprowadzone badania pozwolily na rozpoznanie obrazu zmian wystepujacych na poziomie
molekularnym we wczesnej i posredniej fazie rozwoju choroby zwyrodnieniowej stawu
kolanowego. Szczegdlnie interesujace byly poszukiwania molekularnych sladow procesow
zwigzanych z regeneracjg tkanki. Cz¢$¢ gendw wykazata relatywny wzrost poziomu ekspresji
w przedziale czasu od 2 do 28 dnia eksperymentu. Stwierdzitem, ze funkcje gendow o takim
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profilu regulacji sa powigzane z procesami osteo- i chondrogenezy oraz maja udziat w
procesach przebudowy macierzy zewnatrzkomorkowej. W grupie tej zidentyfikowalem
czynniki stanowigce potencjalne punkty uchwytu dla nowych farmakoterapii.
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Rycina 9. Analiza wzorow zmian poziomu transkryptéw w stawie kolanowym
towarzyszacych rozwojowi osteoartrozy pod wzgledem ich przebiegu oraz lokalizacji

komorkowe;j.

(a) Identyfikacja wzorow zmian ekspresji (grupy genow A-E) w szczurzym modelu choroby zostata
wykonana metoda hierarchicznej klasteryzacji (patrz Rycina 5). (b) Na wykresach przedstawione sg
przebiegi czasowe w postaci warto$ci $rednich dla danej grupy genow. Poziom bazowy zostat
zdefiniowany poprzez wykonanie pomiaréw w tkance zdrowej. Pomiary zmian przeprowadzono w 0,
2, 14 oraz 18 dniu eksperymentu. (c) Na wykresach przedstawione zostaly wyniki analizy dotyczacej
typow komoérek w jakich mogg by¢ wyrazane geny zidentyfikowane w grupach A-E. Poziom
nadreprezentacji regulowanych genéw w typach komorek oraz tkankach (na podstawie danych
uzyskanych z bazy BioGPS). Rycina zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [5].

W tych samych czterech punktach czasowych pobrana zostala krew obwodowa do badan
profilowania gendéw. Celem tego eksperymentu bylo znalezienie biologicznych wskaznikow
degeneracji chrzastki kolanowej w kontrolowanym uktadzie modelowym. Interpretacja zmian
ekspresji gendbw w krwi byla trudniejsza w stosunku do zmian zaobserwowanych w stawie
kolanowym [4]. Badania doprowadzily do identyfikacji transkryptow powigzanych ze Sciezka
przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego G13. Geny z tej grupy Ppplch, Gnal3 i Tnk2
wykazaly obnizenie poziomu abundancji w przebiegu eksperymentu. Potwierdzenia
uzyskanych wynikdw zmian genéw szukalem w innych uktadach badawczych analizujacych
etiologi¢ osteoartrozy na poziomie molekularnym. Mimo wysokiej chorobowosci osteoartrozy
w populacjach krajow rozwinigtych, stosunkowo mato jest doniesien literaturowych
opisujacych zmiany transkrypcji genow zachodzace podczas jej rozwoju. Do pordéwnania
wykorzystalem wyniki z badan na grupie kilkudziesigciu 0s6b chorych udostepnione przez
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autorow w postaci surowych danych poprzez baz¢ Gene Expression Omnibus (GEO) [27]. W
efekcie przeprowadzonej analizy zdefiniowalem trdjgenowa sygnatur¢ o profilu zmian
ekspresji zbieznym w obu badaniach. Przydatno$¢ prognostyczna zestawu trzech
potencjalnych marker6w wymaga potwierdzenia w badaniach na wigkszej grupie pacjentow.

III.  Badanie zmian molekularnych w krwi obwodowej zachodzacych w reakcji na
peknigcie tetniaka wewnatrzczaszkowego.

Peknigcie tetniaka wewnatrzczaszkowego zazwyczaj prowadzi do powiktan neurologicznych,
w tym deficytow ruchowych i1 utrzymujacego si¢ stanu obnizonego nastroju. Komplikacje te
maja negatywny wplyw na zdolno$¢ chorego do powrotu do pelnego zdrowia. Metody
przewidujace poziom ryzyka wystapienia powiktan dajg szans¢ na przeprowadzenie dzialan
profilaktycznych lub obrania optymalnej $ciezki terapeutycznej. Celem moich badan byto
poszukiwanie transkrypcyjnych wskaznikow, ktorych rdéznice poziomow towarzyszg
okreslonym objawom chorobowym. Badania zmian ekspresji genow zostaty wykonane w
Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej IF PAN. Koncepcja badan, pobranie materiatu,
ocena stanu pacjentow oraz dodatkowe analizy krwi zostaty wykonane we wspotpracy z prof.
Joanng Perg z Katedry i Kliniki Neurologii UJ CM oraz jej wspotpracownikami.

Profilowanie ekspresji genow zostalo przeprowadzone w krwi obwodowej pobranej od
pacjentow w dwoch przedziatach czasowych [6]. Faza ostra zostala zdefiniowana jako okres
pierwszych 72 godzin od momentu pegknigcia tetniaka. Drugim punktem pomiaru genéw byt
czas pomigdzy 3 a 15 miesi¢gcy od pgknigcia naczynia. Grupe kontrolng stanowily probki
pobrane od o0s6b o ogélnie dobrym stanie zdrowia, u ktorych potwierdzone zostato
wystepowanie bolow glowy. Lacznie wykonano 60 odczytow petnego transkryptomu krwi
obwodowej, w kazdej z grup eksperymentalnych znalazto si¢ po 20 probek pobranych od
0osOb badanych. Dla uczestnikéw pozyskane zostaly parametry kliniczne, w tym wyniki
rozszerzonego badania morfologii krwi oraz oceny neuropsychologicznej. Jedna probka
zostala wykluczona z badania z uwagi na brak dostepu do informacji klinicznych.

W uzyskanych probkach dokonane zostaly pomiary poziomu abundancji réznego typu
transkryptow metoda NGS. Kompleksowa analiza objeta zar6wno mRNA, dtugie niekodujace
(ncRNA) jak 1 krotkie transkrypty sRNA. Przeprowadzone zostalo porownanie ekspres;ji
alternatywnych wariantow genow pomiedzy badanymi stanami. W fazie ostrej choroby
widoczne bylo duze zroznicowanie skali odpowiedzi transkrypcyjnej pomiedzy badanymi
osobami. Dla dwoch gtownych wzoréw zmian genéw zaproponowatem mechanizmy kontroli
ekspresji oraz typy komoérek w ktérych moga one zachodzi¢. Na podstawie zmiany na
poziomie molekularnym postulowany byl spadek liczby limfocytow w ostrej fazie choroby
oraz aktywacja makrofagéw 1 neutrofili. Z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
wykonana zostala analiza liczby poszczegolnych podtypdéw jednojadrzastych leukocytow
wystepujacych w krwi oséb badanych. Stwierdzone rdéznice pomiedzy grupami w
najwickszym stopniu dotyczyly liczby limfocytow CD4+ oraz monocytdw posrednich.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze na obraz zmian transkrypcyjnych wywotanych pgknigciem
tetniaka sktada sie¢ zarowno regulacja ekspresji genow jak 1 zmiany w proporcjach
poszczeg6lnych populacji komoérkowych.
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Nasilenie roznic obserwowanych na poziomie abundancji mRNA wykazalo asocjacje z
wystepowaniem objawow klinicznych. Na bazie profilu ekspresji zestawu transkryptow
opracowana zostata autorska miara (tzw. indeks L/MN), ktorej wynik wykazal powiazanie ze
stanem zdrowia 0s6b badanych okre§lonym przy pomocy skali GCS (od ang. Glasgow Coma
Scale). Opracowany algorytm posiada zdolno$¢ przewidywania nasilenia negatywnych
konsekwencji peknigcia tetniaka na podstawie profilu zmian ekspresji gendéw. Interpretacja
roznic w transkrypcji zaobserwowanych w fazie przewleklej byta znacznie trudniejsza z
uwagi na liczbe czynnikow wplywajacych na stan chorego. Tym niemniej, w
przeprowadzonych badaniach zidentyfikowane zostaty transkrypcyjne wskazniki, ktérych
zmiana poziomu moze utrzymywacé si¢ w czasie i towarzyszy¢ pogorszeniu stanu pacjenta [6,
7, 28].

Kolejne badania dotyczyly zmian poziomu sRNA o funkcjach regulatorowych. U tych
samych pacjentow 1 w tych samych punktach czasowych, jak opisano powyzej,
przeprowadzone zostato profilowanie matych RNA. Grupa regulowanych miRNA wykazata
statystycznie istotng nadreprezentacj¢ czynnikow zaangazowanych w regulacj¢ odpowiedzi
zapalnej oraz powigzanie z chorobami uktadu immunologicznego (Rycina 10). Kolejne
zadanie polegalo na przyporzadkowaniu zmian w poziomie abundancji miRNA do ich
potencjalnych celow molekularnych na poziomie mRNA. Wyniki wskazaty, ktore transkrypty
kodujace czynniki zaangazowane w kontrole proceséw zapalnych moga ulega¢ regulacji
poprzez mechanizm zalezny od aktywno$ci miRNA. Zmiany wytypowanych czynnikow
sFasL i HMGBI zostaty przebadane na poziomie biatka w probkach pochodzacych od os6b u
ktérych  wystapilo peknigcie tetniaka. Poziomy abundancji miRNA potencjalnie
kontrolujacych ekspresje genéw FASLG oraz HMGBI ulegaly wzrostowi, podczas gdy
mRNAs dla tych dwodch cytokin byt obnizony. Z tego powodu oczekiwanym wynikiem byto
obnizenie poziomu tych czynnikéw réwniez na poziomie biatek. Wynik taki zostat uzyskany
dla sFasL, natomiast w przypadku HMGB1 w krwi 0s6b badanych stwierdzony zostal wzrost
biatka w stosunku do grupy kontrolnej. Jednym z mozliwych wyjasnien braku zgodnosci
moze by¢ rézne pochodzenie czasteczek podlegajacych pomiarowi. RNA izolowano z
obwodowych komorek krwi, podczas gdy biatko mierzono w osoczu. Krgzagcy HMGB1 moze
by¢ uwalniany z réznych typoéw komorek, w tym z aktywowanych ptytek krwi [29]. Co
wazne, aktywacja ptytek krwi jest znanym zjawiskiem w krwotoku podpajeczyndwkowym i
jest ona powigzana ze stopniem uszkodzenia mézgu zachodzacym we wczesnej fazie choroby
[30]. Zatem mozna spekulowaé, ze w fazie ostrej po pegknigciu naczynia moze zachodzié
tendencja do zahamowania procesu wytwarzania HMGB1 w leukocytach obwodowych.
Niemniej jednak ze wzgledu na uwalnianie z innych zrodel, w tym z aktywowanych ptytek
krwi, jego poziom w 0soczu moze rosngc.

Podsumowujac mozliwo$¢ identyfikacji grup transkryptéw o zmienionych poziomach
ekspresji zostala potwierdzona w warunkach klinicznych. Zmiany na poziomie molekularnym
zostaly powigzane ze spadkiem liczby limfocytéw oraz aktywacja monocytow. Jednoczesnie,
wstepnie okre$lony zostal zestaw molekularnych wskaznikéw prognostycznych skutkow
peknigcia tetniaka wewnatrzczaszkowego
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Rycina 10. Identyfikacja miRNA wykazujacych zmiany poziomu abundancji w krwi
obwodowej 0sdb dotknietych peknigciem tetniaka wewnatrzczaszkowego.

Poziomy abundancji miRNA zostaly zmierzone metoda NGS w probkach pochodzacych od osob w
fazie ostrej choroby (RAA), fazie przewleklej (RAC) oraz z grupy kontrolnej (C). Rycina przedstawia
profile 93 miRNA posegregowanych na podstawie podobienstwa zmian przy uzyciu hierarchicznej
klasteryzacji. Na mapie cieplnej wyrazone s3 wyniki analizy r6znic pomigdzy grupami
eksperymentami (przy progu istotnosci 10% FDR). Intensywno$¢ kolorow jest proporcjonalna do
wartosci (w skali -3 do 3) wystandaryzowanych dla kazdego rzedu danych (czyli jednego miRNA).
Profile zmian zostaly oznaczone literami A-C. Po prawej stronie wskazane zostaly przyktadowe
miRNA wraz ze wskazaniem ich powigzania z dzialaniem cytokin oraz etiologia wybranych chorob.
Wigcej informacji wynikach analizy miRNA znajduje si¢ w publikacji Korostynski i wsp. Molecular
Neurobiology 2019. Rycina zmodyfikowana za zgoda wspotautorow [7].

f) Interpretacja wynikow w kontekscie etiopatologii wybranych chorob.

Nadrzednym celem mojej pracy bylo powigzanie zmian ekspresji z przebiegiem chorob.
Praktycznie wszystkie choroby cywilizacyjne wymagaja poglebienia wiedzy o ich
etiopatologii oraz opracowania bardziej skutecznych terapii przyczynowych. Z uwagi na
niedobor skutecznych farmakoterapii, problem ten jest szczegélnie aktualny zaréwno dla
choréb neuropsychiatrycznych, neurologicznych jak i1 reumatologicznych. Identyfikacja
zmian towarzyszacych rozwojowi choroby moze wskazaé potencjalne punkty uchwytu terapii
oraz wskazniki prognostyczne. Z kolei badania efektow na poziomie molekularnym lekéw
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stosowanych w praktyce klinicznej pozwalaja okresli¢ jakie mechanizmy biologiczne moga
by¢ powiazane z odwracaniem proceséw chorobowych.

Jednym z zadawanych pytan badawczych jest ocena zdolno$ci wywotywania przez leki
psychotropowe trwatych zmian w poziomie ekspresji genow w tkance mozgowej. Uzyskane
przeze mnie wyniki wskazuja, ze wigkszo§¢ zmian w programie regulacji ekspresji
zachodzacych w odpowiedzi na podanie lekéw psychotropowych ma charakter przejsciowy.
Analizy przeprowadzone w uktadach eksperymentalnych dotyczacych punktow czasowych
oddalonych czasowo od podania nie pozwolily na identyfikacj¢ transkryptéw wykazujacych
trwale zmiany poziomu abundancji mRNA [31]. Rola zmian ekspresji genow wywotanych
podaniem lekoéw psychotropowych moze by¢ zwigzana z inicjacja 1 wzmacnianiem
zachodzacych procesow neuroplastycznych. Zagadnienie mechanizméw biologicznych
odpowiadajacych za odroczone w czasie efekty lekow, dotyczy zaréwno -efektow
terapeutycznych takich jak dziatanie przeciwdepresyjne, jak i niepozadanych jak rozwoj
uzaleznienia. Kolejne podania leku poprzez okreslony zestaw celéw receptorowych powtarza
efekt zarbwno na poziomie neuronalnej transmisji jak i zjawisk molekularnych. Zmiany
plastyczne w okre§lonych obszarach moézgu moga w konsekwencji uruchomié¢ procesy
biologiczne prowadzace do odwracania efektoéw chorobowych. Moja interpretacja uzyskanych
wynikoéw prowadzi do wniosku, ze konsekwencje zmian w transkrypcji zachodzace w wyniku
wielokrotnego dzialania leku wulegaja kumulacji. Tak wiec, stabilizacja zmian
neuroplastycznych moze wymaga¢ wielokrotnej ekspozycji na bodziec farmakologiczny.
Hipoteza ta pozwala lepiej zrozumie¢ dlaczego konsekwencje terapeutyczne terapii z
wykorzystaniem lekéw przeciwdepresyjnych sg obserwowane z opéznieniem.

Dla kazdej z badanych substancji psychotropowych opracowatem sygnaturg transkrypcyjna,
ktéra poprzez ocen¢ poszczegdlnych skladowych profilu ekspresji opisuje efekty
molekularnego dziatania w prazkowiu myszy [1]. W badaniach przeprowadzilem dogtebna
analiz¢ 1 interpretacj¢ zmian obserwowanych na poziomie molekularnym. Na podstawie
uzyskanych wynikéw zaproponowatem neurobiologiczne konsekwencje aktywacji procesow
molekularnych powigzanych z grupami regulowanych genow. Dostarczylem nowych
informacji zar6bwno co do sposobow regulacji genéw w wyniku bezposredniego dziatania
lekéw psychotropowych poprzez receptory neuronalne, jak i posrednio w reakcji systemowe;j
po pobudzeniu mechanizmow obwodowych. W przypadku lekéw o odzialywaniu
wielouktadowym analiza profilu regulacji gendéw zaleznych od aktywnosci neuronalnej
pozwolila na oszacowanie warto$ci wplywu poszczegdlnych komponentéw. Na podstawie
literatury odszukatem potencjalne powigzania zidentyfikowanych zestawow genow z
procesami neuroplastycznosci mozgu. Interesujacym odkryciem okazato si¢ stwierdzenie
aktywacji genéw zaleznych od receptora GR w odpowiedzi na podanie lekéw
psychoaktywnych [12, 13]. W swojej pracy zidentyfikowalem nowa grupe GR-zaleznych
genow ulegajacych regulacji w mozgu. Funkcje komdrkowe gendw z tej grupy wskazujg na
ich potencjalny udzial w kontroli metabolizmu. Sg to dla przyktadu transporter glukozy 1
(Slc2al) oraz peripilina, zaangazowana procesy magazynowania tluszczow (Plin4). Co
istotne, szereg gendéw z tej grupy wykazuje wzglednie wysoki poziom ekspresji w komodrkach
glejowych. Obserwacja ta data poczatek teorii 0 mozliwosci regulacji potencjatu plastycznego
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neurondéw poprzez aktywacje mechanizmdéw wspierajgcych neurony od strony metabolicznej.
Mimo, ze udziat receptora GR w rozwoju depresji oraz uzaleznien lekowych byt wielokrotnie
postulowany to biologiczny mechanizm tej zalezno$ci nie jest w pelni zrozumiaty [32].
Opracowane przeze mnie wyniki daly nowe spojrzenie na potencjalng role astrocytow w
efektach lekow psychotropowych [33]. Badania mechanizmoéw neurobiologicznych bioracych
udziat w tym zjawisku sg kontynuowane przez moich wspotpracownikow [13, 14].

Zastosowanie eksperymentalnego modelu choroby pozwolilo na analiz¢ progresywnych
zmian w poziomach ekspresji gendéw. W badanym uktadzie monitorowany byl rozwoj
osteoartrozy pod katem zmian molekularnych w stawie kolanowym w okresie czterech
tygodni. W tym przypadku moim zadaniem bylo stwierdzenie rdéznic na poziomie
transkryptow pomig¢dzy stanem chorobowym a tkankg zdrowa, oraz analiza przebiegu zmian
w poszczegolnych punkach czasowych. W wyniku przeprowadzonych prac pozyskatem nowe
informacje o procesach biologicznych towarzyszacych degeneracji stawu we wczesnej i
posredniej fazie rozwoju choroby [5]. Dla kazdej z wspolpregulowanych grup genow
zdefiniowalem profil zmian oraz opracowatem opis mechanizmoéw regulujacych. Co wiecej,
przyporzadkowatem grupy genoéw do roznych przedziatow komorkowych wystepujacych w
stawie kolanowym. Na tej podstawie mozliwe byto przewidywanie w jaki sposob aktywnos¢
poszczegbdlnych populacji komérkowych mogg by¢ powigzane z dang faza rozwoju choroby.

Posrod zidentyfikowanych zmian stwierdzitem réznice poziomu abundancji mRNA znanych
wskaznikow procesOw patofizjologicznych, w tym gendéw wigzanych z ré6znymi aspektami
odpowiedzi zapalnej. RoOwnoczesnie rozpoznatlem mechanizmy, ktérych modulacja
farmakologiczna moze potencjalnie wptyna¢ na sposob rozwoju choroby np. zaobserwowana
zostala aktywacja genow kodujacych kilka podtypow metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomorkowych [34]. U tych samych zwierzat wykonane zostaly badania efektéw
systemowych rozwijajacej si¢ choroby poprzez analiz¢ wystepowania wskaznikéw w krwi
obwodowej [4]. W ukladzie modelowym przeprowadzone zostaly badania zmian
towarzyszacych degeneracji chrzastki kolanowej, a zachodzacych w krwi obwodowej. Krew
jest szczegodlnie interesujacym materiatlem do poszukiwan biologicznych wskaznikow stanow
chorobowych, z uwagi na mozliwos¢ szybkiej translacji uzyskanych wynikéw do zastosowan
klinicznych. Grupa transkryptow wykazujacych zmiany poziomu w eksperymentalnym
modelu choroby zostala porownana z wynikami uzyskanymi u ludzi. Poziom kilku ze
zidentyfikowanych gend6w zmieniony byl takze w krwi pacjentéw cierpigcych na osteoartroze.

Doswiadczenie zdobyte w badaniach modeli zwierzecych zostato przeniesione do uktadu
klinicznego. Badania prowadzitem na materiale pobranym od pacjentdw, u ktorych nastgpito
peknigcie tetniaka wewnatrzczaszkowego. Krew obwodowa jest zrodtem wskaznikéw
molekularnych bezposrednio odzwierciedlajacych stan chorego. Przeprowadzilem analizy
asocjacyjne wspotwystepowania cech klinicznych oraz zmian ekspresji genow. W tym
uktadzie poszukiwalem molekularnych korelat i wyznacznikéw zdrowotnych konsekwencji
peknigcia tetniaka. W kolejnych godzinach od zdarzenia w profilu transkrypcyjnym zachodza
zmiany, na ktore sktada si¢ wielowatkowa, fizjologiczna reakcja organizmu. Wskazniki
wyrazane w komorkach krwi mogg wykazywaé wilasnosci predykcyjne w zakresie szansy
wystgpienia 1 nasilenia komplikacji. Wystepowanie zmian abundancji transkryptow bylo
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porownywane ze stanem badanych os6b opisanym przy pomocy wynikéw badan
diagnostycznych.

Indywidualne zrdéznicowanie nasilenia zmian molekularnych zostato wykorzystane do
konstrukcji sygnatury transkrypcyjnej czyli zestawu zmian poziomu abundancji RNA
wywotanych pgknigciem tetniaka. Porownanie sygnatury pomiedzy pacjentami pozwala na
podjecie proby przewidywania ryzyka wystapienia komplikacji. Okreslone profile genowe
przyporzadkowatem do fizjologicznych zmian zachodzacych w organizmie. Najwigksza
grupa transkryptow o obnizonym poziomie zostala powigzana z efektem spadku liczby
limfocytow T. Zmiana ta ttumaczona jest jako wypadkowa zwigkszonego zaangazowania
komorek tego typu w miejscu uszkodzenia oraz nasilenia procesow apoptotycznych komorek
uktadu immunologicznego zachodzacych w §ledzionie i grasicy [35]. Z kolei druga grupa
gendw, o podniesionym poziomie abundancji mRNA zostata scharakteryzowana jako
zawierajaca transkrypty wyrazane w monocytach. Obserwacja ta moze sugerowa¢ wzmozong
aktywnos$¢ krazacych monocytéw [6, 28].

Przeprowadzone badania transkryptomiczne byly prowadzone na poziomie umozliwiajagcym
rozrdznienie izoform genow oraz detekcj¢ RNA niekodujacych (zar6wno ncRNA jak i
sRNA). Stwierdzilem wystepowanie w krwi pacjentow alternatywnych wariantoéw genow o
specyficznych funkcjach, ktérych produkty bialkowe moga mie¢ znaczenie w odpowiedzi
organizmu na traume¢. Zidentyfikowatem takze zestaw miRNA o zmienionych poziomach
abundacji [7]. Analiza regulowanych miRNA pozwolita na wskazanie ich potencjalnych
celow na poziomie mRNA. Zmiany na poziomie molekularnym sugerujg zmiany aktywnosci
zestawu mechanizmow biorgcych udziat w modulacji odpowiedzi zapalnej. Wyniki uzyskane
w oddalonym od pegknigcia naczynia punkcie czasowym pozwolity na odniesienie zmian
molekularnych do utrzymujacych si¢ skutkéw zdrowotnych. Przeprowadzitem identyfikacje
potencjalnych wskaznikéw stanu zdrowia w zakresie przewidywanie konsekwencji peknigcia
tetniaka wewnatrzczaszkowego. Zaproponowalem model w ktérym utrzymywanie si¢
specyficznego wzorca zmian poziomow transkryptow jest zwigzane z podwyzszonym
ryzykiem wystgpienia i utrzymywania si¢ komplikacji.

Wyniki uzyskane w moich badaniach przyczyniajg si¢ do lepszego zrozumienia patoetiologii
choréb oraz mechanizméw dziatania lekow, nie tylko na poziomie pojedynczych procesow
biologicznych, ale takze w szerszym kontek$cie zmian zachodzacych w organizmie. Pelna
analiza transkryptomu pozwala uzyska¢ molekularne sygnatury danego stanu zawierajace
informacje o aktywnosci wielu procesow fizjologicznych o zrdznicowanym znaczeniu.
Docelowo metody przesiewowe sg wykorzystywane do identyfikacji klinicznie przydatnych
genomowych wskaznikow uzytecznych w prognozowaniu rokowan 1 przewidywaniu
skuteczno$ci terapii.

g) Element nowatorski prac stanowigcych osiagniecie naukowe.

Prowadzone przeze mnie badania zmian ekspresji genéw w skali calego genomu w wielu
aspektach byty pionierskie. W kazdym z badanych obszarow dokonatem odkry¢ nowych
genow 1 ich wariantéw o specyficznych profilach regulacji. Nastepnie odnajdywatem
prawidtowosci w procesach regulacji poszczegdlnych sktadowych obserwowanych zmian
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ekspresji genomu. W szczegdlno$ci interesujaca byta identyfikacja 1 charakteryzacja
wspotregulowanych grup genéw, wskazywanie i potwierdzanie mechanizmoéw kontrolujacych
oraz potencjalnych wskaznikéw molekularnych.

Szereg obserwacji zawartych w osiggni¢ciu habilitacyjnym ma nowatorski charakter, w tym
przede wszystkim:

1))

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

9)

Zestawienie wzorow ekspresji genéow w prazkowiu dla ponad 20 lekéw
psychotropowych i substancji psychoaktywnych, wraz z opracowaniem nowej metody
klasyfikacji lekow oraz uruchomieniem publicznie dost¢gpnej bazy wraz z zestawem
narzg¢dzi analitycznych (www.genes2mind.org) [1, 3].

Opracowanie na podstawie profili molekularnych teoretycznych modeli
farmakologicznego dzialania lekow o zastosowaniu w terapii depresji, tianeptyny i
ketaminy [1, 3].

Opis procesow regulacji gtownych ukladow transkrypcyjnych aktywowanych w
mozgu po podaniu lekéw psychotropowych, okreslenie sposobow regulacji genow
powigzanych z neuroplastycznos$cig oraz kontrolg metabolizmu mozgu [1, 2].

Okreslenie zakresu 1 poziomu ekspresji alternatywnych form transkrypcyjnych w
neuronach 1 astrocytach po podaniu wybranych lekow przeciwdepresyjnych [2, 3].

Poznanie przebiegu zmian w ekspresji genow zachodzacych w chrzastce kolana w
modelu choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego, przyporzadkowanie zmian
transkrypcyjnych do poszczegolnych uktadow komorkowych [5].

Identyfikacja wskaznikow w krwi obwodowej na poziomie transkrypcji gendow
powigzanych z rozwojem choroby zwyrodnieniowej stawu kolanowego zaréwno w
modelu zwierzgcym jak i w materiale klinicznym [4].

Zdefiniowanie zestawu zmian ekspresji genéw w krwi obwodowej zachodzacych po
peknigciu tetniaka wewnatrzczaszkowego wraz z identyfikacja wskaznikow
molekularnych powigzanych ze stanem klinicznym os6b badanych [6, 7].

Przyporzadkowanie zidentyfikowanych wzoréw transkrypcyjnych do zmian
zachodzacych w populacjach komoérkowych krwi limfocytéw 1 makrofagow,
stworzenie miary (wskaznik indeksu L/MN) na bazie ekspresji wybranych genow
zdolnej do przewidywania podwyzszonym ryzyka wystapienia komplikacji [6].

Wskazanie potencjalnego znaczenia zmian ekspresji malych RNA, wywotanych w
konsekwencji peknigcia tetniaka wewnatrzczaszkowego, w regulacji odpowiedzi
zapalnej organizmu [7].
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5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotna aktywno$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegolnosci zagranicznej.

Opisane powyzej osiggniecie naukowe powstalo w szerszym kontek$cie prowadzonych
przeze mnie badan zmian ekspresji genow. Wiekszos¢ badan przeprowadzilem podczas pracy
w Zakladzie Neurofarmakologii Molekularnej IF PAN, ktorym kierowali kolejno prof.
Zaktadu powstata Pracownia Genomiki, co umozliwito przeprowadzenie pierwszych badan
sekwencjonowania transkryptomow. Zainteresowanie tematem regulacji transkrypcji
pozwolito na nawigzanie kilku dlugotrwatych wspotprac naukowych oraz poszerzenia
obszaréw badan o kolejne uktady eksperymentalne 1 problemy kliniczne.

W swojej pracy uczestniczylem w profilowaniu zmian ekspresji genow obserwowanych w
kilkunastu zwierzecych modelach choréb neuropsychiatrycznych. Badania dotyczyly
molekularnych korelatéw rozwoju bolu chronicznego, uzaleznien lekowych, zaburzen
nastroju oraz zespotu stresu pourazowego. Badania biologicznych podstaw bolu prowadzitem
we wspotpracy z Zaktadem Farmakologii Bolu IF PAN kierowanym przez prof. Barbare
Przewlocka oraz prof. Joanng Mike. Efektem wspotpracy jest kilka wysoko cytowanych
publikacji opisujacych mechanizmy dzialania opioidéw w zwierzecych modelach bolu
neuropatycznego. Profilowanie zmian ekspresji gendow wywotanych stresem pozwolito na
odkrycie nowego mechanizmu biorgcego udzial w kontroli zachowan lgkowych. Wspdlnie z
prof. Robertem Pawlakiem z Zakladu Fizjologii Komorki i Farmakologii Uniwersytetu w
Leicester prowadzilem badania roli neuropsyny w kontroli odpowiedzi na stres, ktorych
wyniki zostaty opublikowane w czasopismie Nature. Bratem takze udzial w poszukiwaniu
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gendw o zmienionej aktywnos$ci w ukladach in vitro. Poszukiwatem nowych genow
powigzanych z odpowiedzig na réznego rodzaju interleukiny (we wspotpracy z prof. Jolantg
Jurg i prof. Aleksandrem Kojem z Zakladu Biochemii Komorki UJ), z neuroprotekcyjnymi
efektami agonistow metabotropowych receptorow glutaminianergicznych (we wspotpracy z
dr hab. Danutg Jantas z Zakladu Neuroendokrynologii IF PAN) oraz nad znaczeniem
aktywacji szlaku mTOR w procesach plastycznosci neuronalnej (we wspotpracy z zespotem
pracujacym pod kierownictwem prof. Jacka Jaworskiego w Laboratorium Neurobiologii
Molekularnej 1 Komorkowej Migdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i
Komoérkowej). W kazdym z eksperymentow identyfikowatem i1 charakteryzowatem grupy
gendw o zmienionych poziomach abundancji mRNA. Jestem takze zaangazowany w badania
molekularnych zmian zachodzacych w tkankach migéniowych poddanych réznego rodzaju
wysitkom fizycznym zaréwno gryzoni jak i czlowieka. Badaniami ekspresji genow w
migsniach kierujg prof. Joanna Majerczak oraz prof. Jerzy Zoladz z Katedry Fizjologii i
Biochemii Akademii Wychowania Fizycznego w Krakowie.

Kolejne nurty badawcze to poszukiwania genetycznego podioza zréznicowania odpowiedzi
na podanie substancji psychoaktywnych. Przy wykorzystaniu wyselekcjonowanych szczepow
gryzoni poszukiwalem zalezno$ci pomigdzy réznicami genetycznymi a m.in. preferencja do
przyjmowania opioidow i alkoholu. Uzyskane wyniki pozwolity na wskazanie listy gendw,
ktorych poziom ekspresji w moézgu korelowat z cechami zachowania oraz odpowiedzi
lekowej. We wspotpracy z dr. hab. Mariuszem Sacharczukiem pracujacym w Instytucie
Genetyki i Hodowli Zwierzat PAN badatem wpltyw na fenotyp polimorfizméw wystepujacych
w genach uktadow endogennych opioidow u szczepéw myszy wyselekcjonowanych w
kierunku zréznicowanej reakcji stresowe;.

Dos$wiadczenie zdobyte podczas profilowania ekspresji genomu w zwierzecych modelach
choréb przeniostem do badan genetycznych podstaw cech czlowieka. We wspodtpracy z
zespotem prof. Samochowca z Katedry 1 Kliniki Psychiatrii Pomorskiego Uniwersytetu
Medycznego, uczestniczylem w analizie danych uzyskanych w ramach asocjacyjnych badan
predyspozycji do alkoholizmu u ludzi typu GWAS (od ang. genome-wide association
studies). Wykorzystywatem metode sekwencjonowania eksomu (od ang. whole-exome
sequencing) do identyfikacji mutacji przyczynowych u chorych na dystrofi¢ mig$niowa
obreczowo-konczynowej oraz rzadkich przypadkach nowotworow u dzieci. Badania
zroznicowania sekwencji genomu cztowieka prowadzone sa we wspotpracy z zespotem prof.
Cezarego Zekanowskiego z Pracowni Neurogenetyki Instytutu Medycyny Do$wiadczalne;j i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN. Natomiast, badania molekularnego podioza
nowotworow odbywaja si¢ we wspotpracy z dr. hab. Szymonem Skoczniem i zespolami
klinicznymi Instytutu Pediatrii UJ CM oraz Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w
Krakowie. Rownolegle, z grupg naukowcdéw kierowang przez prof. Cigszczyka pracujacego w
Akademii Wychowani Fizycznego w Gdansku prowadzimy poszukiwania wariantow
genetycznych wyrdzniajacych wybitnych sportowcow.

Moja aktywno$¢ miedzynarodowa dotyczyta zardwno realizacji wieloosrodkowych projektow
badawczych jak 1 bezposredniej wspotpracy naukowej. Jako gtowny wykonawca bralem
udziat w realizacji duzych, wewnatrzwspolnotowych projektow badawczych, w ramach
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ktorych poszukiwalem gendéw powigzanych z rozwojem uzaleznien lekowych oraz bolu
neuropatycznego. W latach 2009-2013 bytem zaangazowany w organizacj¢ europejskiej sieci
wspotpracy pn. SYSGENET: European systems genetics network for the study of complex
genetic human diseases using mouse genetic reference population (COST Action BM0901).
W ramach dzialania tej sieci omawiane i organizowane byly mozliwo$ci wykorzystania
zwierzecych modeli wielogenowych choréb cztowieka. Duze do§wiadczenie w prowadzeniu
badan transkrypcyjnych efektow lekow psychotropowych dato mozliwos¢ nawigzania
wspolpracy z zagranicznymi zespotami naukowcoOw. Wykorzystujac wiasnego pomystu
metody 1 narzedzia we wspolpracy miedzynarodowej badatem efekty transkrypcyjne
psychostymulantéw (wraz z naukowcami z Department of Molecular Biology of the Cell I,
German Cancer Research Center Heidelberg, Niemcy), lekow przeciwdepresyjnych (wraz z
naukowcami z Life and Health Sciences Research Institute, University of Minho, Braga,
Portugalia) oraz kanabinoidow (wraz z naukowcami z Endocannabinoid Research Group,
Istituto di Chimica Biomolecolare, CNR, Pozzuoli, Wtochy).

Opisana powyzej dziatalno§¢ naukowa doprowadzita do publikacji wynikow w postaci
kilkudziesigciu prac afiliowanych przy kilkunastu jednostkach naukowych zaréwno
krajowych jak i zagranicznych. Dodatkowo, moja aktywnos$¢ naukowa jest realizowana w
wiece] niz jednej jednostce, w ramach dziatalnosci badawczo-rozwojowej firmy Intelliseq
pracuje nad opracowaniem nowych algorytmow 1 narzedzi umozliwiajacych analize i
interpretacje réznic w sekwencji genomu cztowieka, potwierdzeniem czego sg publikacje
uzyskanych wynikow.

Doswiadczenie migdzynarodowe zdobywalem rowniez poprzez staze badawcze w
jednostkach naukowych o $wiatowej renomie. W ramach wspotpracy naukowej przez kilka
miesiecy przebywatem w osrodku badawczym firmy deCODE znajdujacym si¢ w
Reykjaviku. Jest to wiodacy osrodek zajmujacy si¢ badaniami genetyki czlowieka w skali
catego genomu. Podczas pobytu zapoznatem si¢ z najnowszymi podej$ciami i technikami
analizy duzych zbiorow danych genetycznych. Wyjazd ten byt powiazany z realizacja
wspolnego projektu badawczego finansowanego ze $rodkow Komisji Europejskiej. Miatem
tez okazje odby¢ dwumiesieczny staz naukowo-badawczy w Instytucie Psychiatrii Max
Planck w Monachium. W tym okresie poszerzytem swoja wiedz¢ z zakresu molekularnego
podioza chorob psychiatrycznych, genetycznych badan genetyczne depresji oraz
farmakogenetyki lekow przeciwdepresyjnych.

6. Informacja o  osiagnieciach  dydaktycznych, organizacyjnych oraz
popularyzujacych nauke lub sztuke.

a) Opracowania autorskie wykltadow i realizacja ¢wiczen z zakresu:

- Statystyka w medycynie - zajecia dla studentow III roku biomatematyki, Instytut
Matematyki na Wydziale Matematyki i Informatyki UJ, w latach 2013 1 2014;

- Genomika obliczeniowa i1 analiza danych biomedycznych - zajecia dla studentow
matematyki (studia II stopnia, 6 pkt. ECTS), Instytut Matematyki na Wydziale Matematyki i
Informatyki UJ, w latach 2017/18: wyklady - 30 godzin, ¢wiczenia - 30 godzin.
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b) Promotor pomocniczy prac doktorskich:

- dr Klaudia Szklarczyk-Smolana, tytut ,,Neurobiological basis of coping strategies in mice
underlying diverse susceptibility to stress” (praca w jezyku angielskim), instytucja nadajaca
stopien - Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, Zaktad Neurofarmakologii
Molekularnej, stopien doktora zostat nadany w dniu 06/12/2016 roku.

- dr Magdalena Zygmunt, tytut ,, Wptyw lekéw psychotropowych na ekspresj¢ alternatywnych
transkryptow w mézgu”, instytucja nadajaca stopien - Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja
PAN, Zaklad Neurofarmakologii Molekularnej, stopien doktora zostal nadany w dniu
18/06/2019 roku.

- mgr Kinga Mudlaff, tytut ,,Wptyw zmodyfikowanej diety matki na fenotyp potomstwa:
korelacje behawioralne i molekularne”, instytucja prowadzaca - Instytut Farmakologii im.
Jerzego Maja PAN, Zaktad Farmakologii Uzaleznien, otwarty przewod doktorski.

c) Prowadzenie praktyk i stazy dla studentow:

- opieka nad studentami kierunku matematyka odbywajgcymi praktyki oraz staze w Zaktadzie
Neurofarmakologii Molekularnej, Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja PAN, praca z
zakresu analizy danych genetycznych: Joanna Ficek (2014), Kamil Antonczak (2015),
Dzesika Hoinkis (2016), Kacper Lasocha (2018), Jacek Hajto (2018).

d) Nagrody 1 wyroznienia.

- Drugie wyr6znienie przyznane przez Polskie Towarzystwo Biochemiczne w konkursie na
nagrode¢ im. Parnasa w roku 2008 za pracg Korostynski M, Piechota M, Kaminska D, Solecki
W, Przewlocki R. Morphine effects on striatal transcriptome in mice. Genome Biol.
2007;8(6):R128

- Nagroda Dyrektora IF PAN w roku 2008 za wyrdzniajacg si¢ prace oryginalng
opublikowang w roku 2007: Korostynski M, Piechota M, Kaminska D, Solecki W,
Przewlocki R. Morphine effects on striatal transcriptome in mice. Genome Biol.
2007;8(6):R128

- Wyr6znienie pn. Scientific Highlight of the Year 2008 pracy: Mika J, Korostynski M,
Kaminska D, Wawrzczak-Bargiela A, Osikowicz M, Makuch W, Przewlocki R, Przewlocka
B. pt. ,Interleukin-1 alpha has antiallodynic and antihyperalgesic activities in a rat
neuropathic pain model” Pain 138, (2008) 587-597.

- Nagroda im. Konorskiego w roku 2009 za prace Obara I, Parkitna JR, Korostynski M,
Makuch W, Kaminska D, Przewlocka B, Przewlocki R. Local peripheral opioid effects and
expression of opioid genes in the spinal cord and dorsal root ganglia in neuropathic and
inflammatory pain. Pain. 2009 Feb;141(3):283-91.

- Nagroda za najlepsza prezentacj¢ pn. ,,Poster Award” na konferencji European Opioid
Conference, Krakow, 2011.
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- Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mtodych naukowcow w
roku 2011.

- Zespotowa nagroda naukowa przyznana w 2018 roku przez Jego Magnificencje Rektora
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego za prace dotyczacg wyjasnienia niespecyficznego
efektu naltreksonu prowadzacego do wzrostu spozycia i preferencji alkoholu w stanie
nadaktywnosei ukladu opioidowego (wraz z dr Anna Lesniak, dr hab. Magdalena Bujalska-
Zadrozny, dr. hab. Mariuszem Sacharczukiem oraz mgr. Piotrem Poznanskim).

- Nagroda IV Migdzynarodowego Forum Medycyny Personalizowanej (5 marca 2019),
pierwsze miejsce w konkursie na prace naukowa za publikacje pt. "Ethanol consumption
following mild traumatic brain injury is related to the blood-brain barrier permeability".
Autorstwa P. Poznanski, A. Lesniak, M. Korostynski, M. Sacharczuk w Addiction Biology,
2018.

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskedawca moze podaé¢ inne
informacje, waine z jego punktu widzenia, dotyczgce jego kariery zawodowej.

Wszystkie zbiory danych wykorzystane w przedstawionym osiagnigciu naukowym zostaty
upublicznione.

Zestawy surowych danych mikromacierzowych sa zdeponowanie w bazie GEO (ang. Gene
Expression Omnibus, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/):

- Transcriptional networks regulated by drugs of abuse in mouse striatum (GSE15774),

- Psychotropic drug-induced gene expression alterations in mouse striatum
(GSE48955);

- Molecular profile of ketamine in comparison to memantine and phencyclidyne and
other psychotropic drugs (GSE73800);

- Gene expression profiling in knee cartilage in a rat model of osteoarthritis
(GSE103416);

.- Blood transcriptional signatures for disease progression in a rat model of osteoarthritis

(GSE99021);

- Gene expression profiling of blood in ruptured intracranial aneurysms (GSE36791).

Zestawy surowych danych NGS sga zdeponowanie w bazie SRA (ang. Sequence Read
Archive):

- Homo sapiens Transcriptome or Gene expression: RNA-seq of Homo sapiens -
aneurysm rupture (SRP150595).

(podpis wnioskodawcy)
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