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4. Wskazanie osiggniecia naukowego wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14

marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. 2017 r. poz. 1789)

Osiggniecie naukowe, bedgce podstawg wniosku habilitacyjnego, zostato udokumentowane

powigzanym tematycznie cyklem 3 oryginalnych publikacji naukowych o tgcznym wskazniku

Impact Factor 9.190 i wartosci punktéw MNiSW (lista A) 100.

4.1 Tytut osiggniecia naukowego:

Zastosowanie catkowitej metylacji DNA do oceny diagnostyczno-terapeutycznej

w guzach nowotworowych moézgowia i innych patologiach

4.2 Publikacje wchodzgce w sktad osiggniecia naukowego:

Praca H1.

Praca H2.

Praca H3.

Barciszewska AM, Nowak S, Naskret-Barciszewska MZ.

The degree of global DNA hypomethylation in peripheral blood correlates with that
in matched tumor tissues in several neoplasia.

PLoS One. 2014 Mar 20;9(3):€92599.

IF 3.234, punktacja MNiSW (lista A) 40, liczba cytowan: 8

Barciszewska AM.

Global DNA demethylation as an epigenetic marker of human brain metastases.
Biosci Rep. 2018 Sep 25. pii: BSR20180731.

IF 2.899, punktacja MNiSW (lista A) 20, liczba cytowan: 0

Barciszewska AM, Gurda D, Gtodowicz P, Nowak S, Naskret-Barciszewska MZ.
A New Epigenetic Mechanism of Temozolomide Action in Glioma Cells.

PLoS One. 2015 Aug 26;10(8):e0136669.

IF 3.057, punktacja MNiSW (lista A) 40, liczba cytowan: 14

Wchodzgce w sktad cyklu publikacji prace powstaty po uzyskaniu tytutu doktora nauk

medycznych.
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4.3 Omoéwienie celu naukowego cyklu prac i osiggnietych wynikow wraz z oceng ich

ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Strategicznym celem moich badan, ktére doprowadzity do zdefiniowania
habilitacyjnego osiggniecia naukowego, jego opracowania oraz praktycznego wykorzystania,
jest poznanie i zrozumienie mechanizmow molekularnych patogenezy guzow mazgu, a takze
innych patologii, u cztowieka. Przeprowadzone w ciggu ostatnich lat szerokie badania
genetyczne z wykorzystaniem metod biologii molekularnej i komdrkowej pozwolity na
zgromadzenie kluczowych informacji o procesie karcynogenezy nowotworéw osrodkowego
uktadu nerwowego [Woehrer et al. 2014]. Czes¢ z nich wykorzystano m.in. do opracowania
nowej klasyfikacji guzow mozgu [Louis et al. 2016].

Zrdznicowana ekspresja niektdrych gendw (np. czynnikdow wzrostu i ich receptoréw)
pozwala na okreslenie stopnia ztosliwosci tych nowotwordw oraz ich wykorzystanie
prognostyczne [Miiller et al. 2016, Lee et al. 2017]. Informacje te, chociaz wazne dla biologii
molekularnej mdzgu i uzyteczne w praktyce klinicznej, majg ograniczony potencjat
diagnostyczny i terapeutyczny ze wzgledu na nieswoisto$s¢ niektérych znacznikéw
(markerow) [Cihoric et al. 2017].

Kamieniem milowym na drodze do zrozumienia patogenezy guzéw madzgu, a takze
innych nowotwordw, byta realizacja projektu genomu cztowieka oraz poznanie jego
pierwszorzedowej struktury (sekwencji nukleotydowej) [Abascal et al. 2018]. Fakt ten
rozbudzit olbrzymie nadzieje na szybkie wykorzystanie wiedzy o genomie cztowieka w
medycynie, a w medycynie spersonalizowanej w szczegdlnosci. Ponadto genom cztowieka
stat sie réwniez podstawg innych ludzkich aktywnosci (Ryc. 1).

Poznanie sekwencji ludzkiego genomu uwidocznito szereg nowych faktéw, ktére
zmuszajg badaczy do gtebokiej refleksji i podejmowania nowych badan wszelkich patologii
cztowieka. Szacuje sie, ze tylko 2% ludzkiego genomu jest odpowiedzialne za kodowanie
biatek, natomiast 98% genomu to czes¢ nie kodujgca biatek [Lander et al. 2001, Frith et al.

2005].
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Riologia

Rycina 1. Schematyczne przedstawienie potgczenia poprzez podwdjng helise DNA poczgtkéw genetyki (Georg
Mendel) i biologii molekularnej (Francis Crick, James Watson) oraz sekwencji genomu cztowieka, bedgcej
podstawq obecnego postrzegania biologii cztowieka, jego zdrowia oraz wptywu na spoteczeristwo
[Barciszewska 2009].

Pokazano, ze genom cztowieka, mimo ze kodujacy tyle samo genéw biatkowych (ok.
20000) co chwast (Arabidopsis thaliana) czy owad (Drosophila melanogaster), musi posiadac
niezwykle precyzyjne i bardzo ztozone mechanizmy kontroli ich ekspresji znajdujgce sie w
niekodujacej (biatek) czesci genomu (Ryc. 2) [Abascal et al. 2018]. Ta wazna informacja
regulatorowa (kontrolna) ma charakter epigenetyczny i jest zapisana ponad (obok)
sekwencjg nukleotyddw kodujgcych biatka.

Wobec takiej dysproporcji rozmieszczenia informacji genetycznej, w czesci kodujgcej
biatka i nie ulegajgcej translacji, wydaje sie by¢ konieczne i uzasadnione, aby obok zmian
genetycznych w definiowaniu podtoza molekularnego wszelkich patologii uwzgledniac
rowniez procesy epigenetyczne. Ten gteboki problem naukowy stat sie réwniez tematem
medialnym, ktdérego przyktadem jest tytut prasowy: ,,DNA is not our destiny; it’s just a very
useful tool” z The Guardian (05.04.2018) oraz ksigzka Stevena Heinego: ,,DNA Is Not Destiny:
The Remarkable, Completely Misunderstood Relationship between You and Your Genes”
(data wydania: 18.04.2017). Zatem wazna jest wiec nie tylko sekwencja nukleotydéw w DNA
(czynnik genetyczny), ale réwniez jej modyfikacja (ornamentacja), ktorg stanowi metylacja

cytozyny DNA. Metylowana cytozyna w DNA stanowi element regulatorowy, kontrolujgcy
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ekspresje gendw oraz proces rozwoju i patologii organizmu. Zatem modyfikacja (metylacja)
DNA, a takze biatek histonowych (m.in. metylacja i acetylacja chromatyny) wraz z

niekodujacym RNA stanowig nowy obszar wiedzy, ktéry nazywa sie epigenetyka [Bird 2002].
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Rycina 2. Schematyczne poréwnanie wielkosci (%) czesci kodujqcej (czarne stupki) i niekodujqcej (biate stupki)
genomow Eukariota: Hs — Homo sapiens, Mm — Mus musculus, Ag — Anopheles gambiae, Dm — Drosophila

melanogaster, At — Arabidopsis thaliana, Ce — Caenorhabditis elegans, Sp Schizosaccharomyces pombe, Sc —
Sacharomyces cerevisiae, Ec — Encephalitozoon cuniculi [Barciszewska & Barciszewski 2009].

Badania epigenetyczne opisujg i wyjasniajg prawidfowy rozwdj organizmu, a takze
etiologie ztozonych choréb [Malzkorn et al. 2011, Armstrong et al. 2014]. Ten nowy kierunek
badawczy oferuje mechanistyczny pomost miedzy czynnikami genetycznymi i
Srodowiskowymi dziatajgcymi na zywg komorke. Epigenetyczna regulacja ekspresji genow
jest dynamicznym, reagujgcym i odwracalnym procesem, ktéry konstytuuje homeostaze
komoérki [Day et al. 2013].

Wtasnie epigenetyka jest obszarem wiedzy, gdzie lokuje sie moja aktywnosc
badawcza i osiggniecie habilitacyjne dotyczgce catkowitej metylacji DNA, przy pomocy
ktorego chce dotrze¢ do modzgu, poznawaé, zrozumieé, diagnozowaé oraz leczy¢ jego
patologie. Ten obszar moich dziatan nazywam epigenetyka médzgu, ktérej znak graficzny

(logo), pokazujacy metylowany DNA, widoczny jest na Ryc. 3.
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Rycina 3. Epigenetyka mozgu. Podwdjna helisa DNA z widocznymi grupami metylowymi stanowi klucz do
zrozumienia biologii molekularnej mézgu cztowieka oraz stworzenia podstaw medycyny translacyjne;.

Metylacja DNA jest jednym z gtéwnych elementédw szerokiego programu
epigenetycznego komorki eukariotycznej. Pod tym terminem rozumiemy 5-metylocytozyne
(m>C) (Ryc. 4), ale juz nie inne metylowane sktadniki DNA, takie jak N4-metylocytozyna, N3-
metylocytozyna czy N6-metyloadenozyna. W autoreferacie oraz w publikacjach uzywam dla
uproszczenia nazwy zasady heterocyklicznej DNA, 5-metylocytozyny, chociaz w istocie
analizowany jest nukleotyd tej zasady, 5-monofosforan cytydyny.

5-metylocytozyna jest znana od 1948 roku, ale jej nadrzedne, regulacyjne znaczenie
ujawnifo sie szczegdlnie dopiero po poznaniu sekwencji ludzkiego genomu [Landner et al.
2001]. m>C powstaje w reakgji przytaczenia grupy metylowej do wegla C5 cytozyny [Guz et
al. 2010, Horvath 2013]. Donorem grupy metylowej jest S-adenozylometionina (SAM) w
reakcji katalizowanej przez DNA metylotransferazy (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) [Lokk et al.
2014].

Odrebnoé¢ i swoistoé¢ mC jako znacznika epigenetycznego polega na tym, ze grupa
metylowa zwigzana jest z pierscieniem heterocyklicznym cytozyny stabilnym wigzaniem
kowalencyjnym wegiel-wegiel (C-C) (Ryc. 4), w odrdznieniu od innych modyfikacji, w ktérych
wystepuje o wiele stabsze wigzanie wegiel-azot (C-N) lub wegiel-tlen (C-O). Ze wzgledu na

duza trwatoé¢ wigzania C-C w m°C i brak swoistych enzyméw demetylujacych, proces
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usuwania grupy metylowej (demetylacji) odbywa sie poprzez utlenianie enzymatyczne z
udziatem enzymoéw TET (ang. Ten-Eleven Translocation), lub poprzez spontaniczne utlenianie
dziataniem reaktywnych form tlenu (ang. Reactive Oxygen Species, ROS) [Shen et al. 2014].
Obecno$¢ grupy hydrofobowej w m>C w sekwencji nukleotydowej wptywa na zmiane
wtasciwosci DNA i modulacje jego oddziatywan z biatkami. Zmiana poziomu metylacji DNA
(obnizenie — hipometylacja, lub podwyzszenie — hipermetylacja) ma istotne znaczenie w
inicjowaniu procesdw patologicznych u ludzi zwiekszajgc lub hamujac ekspresje swoistych
genow biatkowych [Gu et al. 2010]. Zatem odpowiedni poziom znacznika epigenetycznego,
m>C, w odpowiednim czasie i odpowiednim locus decyduje o rozwoju i zrédznicowaniu danej

komarki [Bird 2002].
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Rycina 4. Wzdr chemiczny 5-metylocytozyny z oznaczeniem kolejnych atomow wegla i azotu tworzgcych
pierscien pirymidynowy. Podstawnik metylowy przy weglu C-5 przytqczony jest wigzaniem wegiel-wegiel.

Profil zawartoéci mC w DNA nie jest staly i ulega dynamicznym zmianom, ktére sa
indukowane przez czynniki Srodowiskowe i endogenne [Day et al. 2013]. Podczas
kancerogenezy, genom ulega jednoczesnie ogolnej hypometylacji, jak i regionalnej
hipermetylacji [Wang et al. 2017]. Konsekwencjg tego moze by¢é wyciszenie genow
supresorowych, utrata mechanizmow naprawy, aktywacja onkogendw, wzrost czestotliwosci
mutacji punktowych w obrebie zmetylowanych dinukleotydéw CpG i niestabilnosé
mikrosatelitarnego DNA [Day et al. 2013, Lokk et al. 2014]. Zaburzenia metylacji zwigzane sg
z wystepowaniem rdoznych zmian patologicznych i mogg zosta¢ wykorzystane w profilaktyce,

diagnostyce i terapii [Armstrong et al. 2014].
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Te obserwacje natychmiast wskazujg na celowos$é, a nawet koniecznos¢, badania
zmian zawartosci m>C w DNA w procesie nowotworzenia. Mozna zatem analizowa¢ poziom
catkowitej metylacji genomu i lokalnej metylacji niektorych genéw oraz ich wptyw na
powstawanie i zaawansowanie choroby nowotworowej [Mazor et al. 2015]. Oba procesy sg
wazne i mogg by¢ tematem badawczym oraz stanowi¢ podstawe do diagnostyki i terapii.
Zatem globalna demetylacja oraz specyficzna metylacja wybranych genéw byty obszarami
moich badan. Prowadzitam ocene lokalnych zmian metylacji wybranych genéw oraz ich
potencjat diagnostyczny i prognostyczny w nowotworach madzgu. Wyniki tych badan oraz
wptyw metylacji na aktywacje wybranych gendw zostaty omdéwione w pracach, ktérych
jestem wspotautorem [Majchrzak-Celinska et al. 2013, 2015a, 2015b, 2016]. Publikacje te s3
komplementarne i stanowig naturalne rozszerzenie oraz potwierdzenie moich prac
dotyczacych oceny catkowitej metylacji DNA przedstawionych jako habilitacyjne osiggniecie
naukowe.

Do bezposredniej analizy catkowitej zawartoici m’C w DNA moze by¢é
wykorzystywana  wysokosprawna  chromatografia  cieczcowa  (HPLC).  Separacje
deoksyrybonukleotyddw, w tym m>C, otrzymanych w wyniku enzymatycznej hydrolizy DNA,
uzyskuje sie na kolumnach chromatograficznych. Inng metodg analizy zawartosci 5-
metylocytozyn w hydrolizatach DNA jest wysokosprawna elektroforeza kapilarna (HPCE).
Czutos¢ obydwu metod mozna zwiekszy¢ przez ich sprzezenie ze spektrometrig mas [Bock et
al. 2010]. Warunkiem zastosowania tych technik jest dostepnos$¢ duzych (preparatywnych)

ilosci wysokiej jakosci genomowego DNA, co nie zawsze jest mozliwe (Tab. 1).

Tabela 1. Zestawienie metod globalnej oceny metylacji DNA i ilosci DNA niezbednej do wykonania danej analizy
[Soozangar et al. 2018].

Potrzebna ilos¢
Metoda
DNA (pg)
Immunodetekcja z wykorzystaniem swoistych przeciwciat 1-200
Spektrometria mas 10-100
HPLC z detekcjg elektrochemiczna lub fluorescencyjng 1-100
32p_postalabeling (znakowanie nastepcze) 1-10

Do szybkiej analizy metylacji DNA stosuje sie rowniez mikromacierze. W

mikromacierzach przeznaczonych do analizy metylomu dla kazdego dinukleotydu CpG

11
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tworzone sg dwie sondy oligonukleotydowe — jedna specyficzna dla sekwencji zmetylowanej,
druga — niezmetylowanej. Analizowany materiat po wyznakowaniu znacznikiem
fluorescencyjnym hybrydyzuje z sondami oligonukleotydowymi. Analizowany stopien
metylacji CpG oceniany jest jako stosunek sygnatow fluorescencyjnych pochodzacych od
zmetylowanych cytozyn, do sumy sygnatow cytozyn zmetylowanych i niezmetylowanych po
amplifikacji technikg taricuchowej reakcji polimerazy (PCR) i hybrydyzacji do tzw. macierzy
koralikowej (ang. bead array). Waha sie on w granicach od 0 (brak metylacji) do 1 (petna
metylacja) [Majchrzak et al. 2009, Bock et al. 2010, Morris & Beck 2015].

Dostepne sg rowniez metody oparte na sekwencjonowaniu nastepnej generacji (ang.
next generation sequencing, NGS). Wykorzystujg one modyfikacje DNA poprzez konwersje
cytozyny pod wptywem wodorosiarczanu sodu, trawienie DNA enzymem restrykcyjnym,
immunoprecypitacje 5-metylocytozyny, albo wigzanie grup metylowych przez biatka MSDK
(ang. Methylation-Specific Digital Karyotyping). Inne podejscie, jak MSAP-Seq (ang.
Methylation Sensitive Amplification Polymorphism Sequencing), oparta jest na
bezposrednim sekwencjonowaniu metodami nowej generacji (NGS) produktéw amplifikacji
fragmentow uzyskanych po hydrolizie metylo-zaleznymi enzymami restrykcyjnymi.
Zautomatyzowana analiza uzyskanych danych pozwala na globalng identyfikacje bardzo
duzej ilosci sekwencji, ktére podlegajag zmianom w metylacji DNA, a takze iloSciowg ocene
poziomu tych zmian. Mozliwe jest zastosowanie takze paneli celowanych, takich jak Methyl-
Seq, okreslajgcych stopied metylacji DNA w wybranych sekwencjach genomu o
udowodnionym wptywie metylacji na regulacje ekspresji genu. W celu okreslenia poziomu
metylacji DNA w obrebie catego genomu mozliwe jest przeprowadzenie analizy WGBS (ang.
Whole-Genome Bisulfite Sequencing), co pozwala na precyzyjne wygenerowanie metylomu i
przeprowadzenie analizy w skali genomowej [Yong et al. 2016]. Technika NGS daje wieksze
mozliwosci w przypadku badania transkryptomu ze wzgledu na wiekszg czutos$é, co
umozliwia wykrycie istotnych réznic w poziomie ekspresji wszystkich genéw. Ponadto,
ufatwia znalezienie nowych wariantéw transkrypcyjnych, poniewaz nie ogranicza sie jedynie
do sekwencji okreslonych sond. Metody macierzowe charakteryzujg sie nizszymi kosztami
oraz fatwiejszg analiza wynikéw [Shen & Waterland 2007]. Oba podejscia, stosowane
gtownie w laboratoriach badawczych, sg réwniez, chociaz rzadko, wykorzystane w praktyce

kliniczne;j.
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Dostepna jest olbrzymia ilo$¢ informacji wskazujacych, ze wiekszos¢ patologii u
cztowieka ma bezposredni zwigzek z modyfikacjami materiatu genetycznego wywotanymi
dziataniem ROS [Matschke et al. 2019]. Takiej modyfikacji mogg ulegaé wszystkie sktadniki
DNA, w tym réwniez m°C (Ryc. 5). Jest to niezwykle wazne, poniewaz m°C nie tylko tworzy
pare zasad typu Watsona-Cricka z guanozyng, ale ze wzgledu na swoiste witasciwosci jest
jednym z najwazniejszych regulatorow epigenetycznej kontroli ekspresji gendéw [Bohr 2002,
Bird 2002].

Bezposrednie metody pomiaru ROS w materiale biologicznym bytyby trudne do
zastosowania w praktyce klinicznej. Bardziej praktyczne i informatywne jest okreslanie
zawartosci produktéw reakcji sktadnikow komarki z ROS, w szczegdlnosci z «OH, najbardziej
reaktywnym rodnikiem tlenowym [Madugundu et al. 2014]. W moich badaniach do oceny
stopnia uszkodzenia DNA uzywatam obnizenia poziomu 5-metylocytozyny, gtéwnego
znacznika epigenetycznego, ktory w reakcji utleniania, réwniez z *OH, tworzy gtéwnie 5-
hydroksymetylocytozyne, furfurylocytozyne i karboksycytozyne, oraz inne pochodne (Ryc. 5).

Zrdoznicowana zawartos¢ modyfikowanych pochodnych cytozyny tworzy trudny
problem ich ilosciowej identyfikacji (Ryc. 5). W przypadku guzéw modzgu dostepnosc
analizowanej tkanki jest ograniczona, a wiec bezposrednia identyfikacja tych pochodnych
jest bardzo ztozona. Do rozpoznania tego problemu wykorzystatam wtasne przygotowanie
chemiczne i zastosowatam jedng z metod analizy sktadnikow kwaséw nukleinowych
[Grosjean et al. 2007], sprawdzong wczesniej (punkt 5.2.1.2). Jest to technika oparta o
bezposrednig ewaluacje analizowanego zwigzku w relacji z innymi sktadnikami DNA i dajgca
wynik procentowy, ktory tatwo skorelowac z okreslong patologig. Nie jest konieczne drogie
wyposazenie i stosowanie metod sztucznej inteligencji (ang. Artificial Intelligence, Al).

Metoda oznaczania catkowitej zawartoéci m>C w DNA, kt6ra zastosowatam w swoich
badaniach, polega na enzymatycznej hydrolizie DNA, nastepczym znaczeniu radioaktywnym
fosforem [y*’P] (*’P-postlabeling) nukleotydéw oraz ich rozdziale chromatograficznym na
cienkiej warstwie celulozy (ang. thin layer chromatography, TLC). Jest ona uzyteczna do
analizy niewielkich ilosci materiatu biologicznego dostepnych w praktyce klinicznej (jak
probki krwi obwodowej i fragmenty guzow mdzgu). Jest to duza zaleta w poréwnaniu z
metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej, ktéra wymaga drogiego sprzetu i
znacznych ilosci DNA. Znaczenie nastepcze jest klasyczng technikg wykorzystywang w

badaniach kwaséw nukleinowych oraz bardzo informatywng, gdyz pozwala ocenié czystosc i
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jako$¢ preparatu DNA oraz obecnosci domieszek RNA. Stosujgc to podejscie wykazatam
bezposredni zwigzek pomiedzy poziomem metylacji genomowej i nowotworami mozgu, a
takze innych narzadéw. Metoda ta pokazuje, ze na podstawie zawartoici m°C mozna

réoznicowac guzy moézgu oraz inne patologie (prace H1-H3).
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Rycina 5. Produkty reakcji demetylacji 5-metylocytozyny (m5C). Oprécz wielu modyfikowanych pochodnych
cytozyny powstajq rowniez tymina i cytozyna, gtdwne sktadniki DNA [opracowanie wtasne].

Jak wspomniatam wczesniej, poza metylacja DNA, do mechanizmow epigenetycznych
zaliczamy roéwniez modyfikacje histonédw [Sawan & Herzeg 2010] oraz dziatanie
niekodujgcych RNA (ncRNA), w tym microRNA (miRNA) [Catalanotto et al. 2016]. Ocena
mozliwosci wykorzystania miRNA w diagnostyce nowotworéw madzgu wchodzi rowniez w
zakres moich zainteresowan badawczych. W pracach nie wchodzgcych w sktad osiggniecia
habilitacyjnego, ktérych jestem autorem lub wspdétautorem, zostaty oméwione miRNA, ktdre

mogg by¢ znacznikami glejakow [Piwecka et al. 2015, Barciszewska 2016] (punkt 5.2.4.1).
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Przedstawiona metoda oceny globalnej metylacji DNA odpowiada catkowicie filozofii
BBB (ang. from Bed to Bench and Bed again), czyli analizie danych i materiatéw klinicznych
oraz ich ewaluacji w laboratorium badawczym, celem uzyskania nowych jakosci, mozliwych
do zastosowania w praktyce klinicznej, jak rowniez stanowi wktad w rozwdj neurochirurgii
molekularnej. Metoda ta ma szereg zalet, jest: prosta, tania, nie wymaga wysoce
specjalistycznej aparatury, moze by¢ wprowadzona natychmiast do diagnostyki klinicznej, a

takze wykorzystana w innych obszarach, jak weterynaria i rolnictwo.

Cele badawcze

Przedstawiony przeze mnie jako habilitacyjne osiggniecie naukowe cykl 3 publikacji, ktore

pokazuja:

a) wykorzystanie oceny ilosciowej 5-metylocytozyny w DNA do charakterystyki guzéw
mazgu i innych nowotwordw,

b) ocene catkowitej metylacji DNA zaréwno w aspekcie lokalnym (tkanka guza), jak i na
poziomie organizmu (krew obwodowa),

c) przeniesienie oceny patologii na poziom epigenetyczny,

d) ocene efektéw leczenia guzéw mdzgu poprzez monitorowanie zawartosci m>C.
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Omowienie cyklu prac

Praca H1.

Barciszewska AM, Nowak S, Naskret-Barciszewska MZ.

The degree of global DNA hypomethylation in peripheral blood correlates with that in
matched tumor tissues in several neoplasia.

PLoS One. 2014 Mar 20;9(3):€92599.

IF 3.234, punktacja MNiSW (lista A) 40, liczba cytowan: 8

Guzy mozgu sg szczegblnym typem nowotwordw ze wzgledu na swojg lokalizacje.
Najczestsze typy tych nowotwordw, ze wzgledu na swdj charakter wzrostu (szybki —
przerzuty, i naciekajgcy otoczenie — wysokoztosliwe glejaki, lub bardzo wolny — oponiaki)
objawiajg sie najczesciej w stadium zaawansowanym, znacznie ograniczajgcym lub wrecz
uniemozliwiajagcym ich efektywne leczenie [Woehrer et al. 2014]. Na podstawie aktualnej
wiedzy patologicznej i cech molekularnych nie jest fatwo przewidzie¢ zachowanie
nowotworu, wdrozy¢ zindywidualizowang terapie lub przeprowadzi¢ diagnostyke na
poziomie subklinicznym. Do oceny obecnosci, postepdéw leczenia i ew. nawrotow
nowotworéw mozgowia uzywa sie powszechnie metod radiologicznych — tomografii
komputerowej i rezonansu magnetycznego. Badania te posiadajg jednak swoje ograniczenia
w zakresie charakterystyki wykrywanych patologii, jak i wysokich kosztéw, narazenia
pacjenta na dziatanie srodkéw kontrastujgcych i promieniowania jonizujgcego, a takze w
zakresie dostepnosci, zasadniczo limitujgc ich wykorzystanie. Ponadto do oceny
histopatologicznej, jak rdéwniez stopnia zfosliwosci nowotworu, ew. markeréw
molekularnych, konieczne jest uzyskanie fragmentu guza, drogg biopsji lub resekcji.

Dlatego konieczne jest lepsze zrozumienie mechanizmdéw patogenetycznych, aby
zapewni¢ platforme do badan klinicznych. Skuteczne leczenie kazdej patologii, w tym
nowotworowej, wymaga szybkiego i precyzyjnego rozpoznania, najlepiej na jak
najwczesniejszym etapie choroby. Stad pojawia sie koniecznos$¢ poszukiwania nowych
biomarkeréw, ktdére pozwolg na diagnoze, a takze na monitorowanie procesu leczenia.
Rowniez materiat biologiczny, w ktérym mozna oceni¢ obecnos¢ markera, powinien by¢

stosunkowo tatwo dostepny, dla zapewnienia powtarzalnos¢ badania. Oprdécz tkanki
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nowotworowe;j jest to krew obwodowa (petna, niekoniecznie z wyodrebnionym cfDNA [ang.
circulating free DNA]) [Qin et al. 2016, Volik et al. 2016].

W obecnej pracy badania skupity sie na ocenie korelacji catkowitej metylacji DNA
wyizolowanego z guzow modzgu i z krwi obwodowej u pacjentdw z nowotworami mozgowia.
W omawianym artykule analizowatam 183 osoby z guzem mézgu w wieku od 22 do 77 lat.
Oceniatam catkowita zawarto$¢ genomowego m°C w ekstrahowanym DNA z tkanki
nowotworowej i probek krwi obwodowej u tych samych pacjentéw. Okazato sie, ze
zawartoé¢ m>C w dopasowanych parach tkanki nowotworowej i prébki krwi dobrze koreluja
ze sobg, jak i z danymi patologicznymi. Poziom m>C w DNA z obu probek u tych samych
pacjentow byt bardzo podobny, jesli nie identyczny (wspotczynnik korelacji 0.9). Ten wynik
jest uderzajgcy i nigdy nie byt wczesniej obserwowany dla guzow mézgu, a takze dla innych
choréb. W pordéwnaniu dla tkanki nowotworowej krew obwodowa jest bardzo pozagdanym
zrodtem biomarkeréw ze wzgledu na jej dostepnosc.

Moja analiza sugeruje, ze zawarto$¢ m>C w DNA krwi obwodowej mozna wykorzystaé
bezposrednio jako narzedzie diagnostyczne w neuroonkologii. Ponadto potwierdzitam, ze
poziom m>C w DNA z guza mézgu (i krwi tego samego pacjenta) ujemnie koreluje ze
stopniem ztosliwosci guza. Oznacza to, ze rosngcej demetylacji towarzyszy wzrost stopnia
ztosliwosci. Np. u pacjentéw z gwiazdziakiem wtdkienkowym (stopien Il wg WHO) zawartos$¢
m>C w DNA (R) wynosi okoto 1.5, ale juz dla gwiazdziaka anaplastycznego (WHO I1) tylko 1,
natomiast glejak wielopostaciowego (WHO 1V), charakteryzuje sie wartosciami R ponizej 0.5.
Dla poréwnania, ostatnio opublikowana klasyfikacja guzéw osrodkowego uktadu nerwowego
bazuje na klasach metylacji DNA okreslonych przy pomocy mikromacierzy i wykorzystuje
techniki sztucznej inteligencji do przyporzadkowania guzéw do okreslonych klas [Capper et
al. 2018], co jest duzo bardziej ztozone niz moje podejscie.

Pokazanie, ze catkowita metylacja DNA w prébce krwi obwodowe] koreluje z
metylacja w tkance nowotworowej moézgu jest faktem absolutnie przetlomowym w
neurochirurgii molekularnej. Jest to otwarcie drogi do szybkiej i wczesnej diagnostyki
schorzenia, nawet przed pojawieniem sie objawow klinicznych czy zmian w badaniach
obrazowych, jak réwniez do rozwoju badan oceniajgcych stopnien izolacji mdézgowia lub
nowotwory narzgdowe jako obraz choroby catego organizmu.

W pracy schematycznie pokazatam rowniez wyniki wtasne catkowitej metylacji (R) w

probkach krwi obwodowej uzyskane przeze mnie dla guzow modzgu, raka piersi i jelita
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grubego, nadcisnienia tetniczego i innych patologii oraz grup kontrolnych (Praca H1, Ryc. 6).
Wyraznie wida¢, ze poziom catkowitej metylacji w DNA obniza sie przy nawet ,tagodnych”
patologiach w porédwnaniu z grupg kontrolng oraz w zaleznosci od wieku (grupa kontrolna).

Powszechnie wiadomo, ze kazda analiza i wszelkie testy powinny by¢ oparte na
natywnym materiale biologicznym. Tkanki i krew do diagnostyki molekularnej musza by¢
pobierane i przechowywane w dobrze zdefiniowanych i optymalnych warunkach. W
omawianej pracy (Praca H1) pokazatam, jak istotny dla metylacji DNA jest sposdb obrébki
pobranej tkanki. Pobrany fragment niskoztosliwego guza (oponiak, WHO [) zostat podzielony
na 3 czesci. Jedna zostata natychmiast zamrozona, druga poddana obrébce w formalinie i
parafinie (ang. formalin-fixed parafin embeded, FFPE; jest to standardowy sposéb
przygotowania tkanki do badan histopatologicznych), a trzecia pozostawiona na 3 godziny w
temperaturze pokojowej. Wyniki jednoznacznie pokazujg, ze im wiekszy jest stopien
ekspozycji na dziatanie czynnikdow zewnetrznych (np. temperatura), tym wieksze obnizenie
metylacji w DNA. Dla tego samego guza zamrozonego natychmiast po pobraniu poziom
metylacji (R) wynosit ok. 2.0, dla tkanek FFPE nieco ponad 1.0, natomiast dla tkanek
pozostawionych w temperaturze pokojowej — ok. 0.5 (Praca H1, Ryc. 4). Dotychczas w
literaturze nie przedstawiono takiej zaleznosci. Stagd wazny jest sposdb pobierania tkanek
do badan metylacji. Badane tkanki po pobraniu muszg byé natychmiast zamrazane (-80°C).
Wydaje sie, ze szeroko dostepne bloczki parafinowe majg ograniczone zastosowanie do
badan metylacji DNA i RNA, chociaz mogg by¢ wykorzystywane do innych badan
cytologicznych [Shen et al. 2014].

Obserwowana demetylacja DNA w tkankach nowotworowych oraz krwi obwodowej
pozwala zaproponowac hipoteze, ze waznym czynnikiem molekularnym w rozwoju guzéw
mozgu jest stres oksydacyjny manifestujgcy sie spontanicznym utlenianiem DNA poprzez

reakcje z ROS [w przygotowaniul.

Praca H2.

Barciszewska AM.

Global DNA demethylation as an epigenetic marker of human brain metastases.
Biosci Rep. 2018 Sep 25. pii: BSR20180731.

IF 2.899, punktacja MNiSW (lista A) 20, liczba cytowan: 0
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Celem tej pracy byto wykazanie uzytecznosci catkowitej metylacji DNA do

rozpoznawania i klasyfikacji przerzutow nowotworowych do mozgu.
Przerzuty do mdzgu s3 najczestszymi guzami wewnatrzczaszkowymi u dorostych. Zwykle
pochodzg z: raka ptuc i piersi, czerniaka, raka jasnokomoérkowego nerki i nowotworéow
przewodu pokarmowego. Rokowanie w przypadku przerzutéw do mozgu jest zte, a klasyczne
leczenie tgczace chirurgie i radioterapie powinno by¢ silnie wspierane metodami
molekularnymi. Jednak ich skuteczne zastosowanie zalezy od gtebokiego zrozumienia nie
tylko genetycznego, ale takze epigenetycznego tfa choroby. Przyczyni sie to do wczesniejszej
i lepszej diagnozy oraz skutecznego leczenia, a takze zindywidualizowanej oceny wynikow
klinicznych i rokowania.

W tej pracy przedstawitam wyniki analizy catkowitej metylacji DNA (R) u 139
pacjentéw operowanych z powodu guzéw przerzutowych mdzgowia, w wieku od 32 do 77
lat. Dla 45 pacjentow wykonano poréwnanie metylacji DNA we krwi obwodowej. Najwiekszg
grupe pacjentédw stanowili chorzy z rakiem ptuca (70.5%), nastepnie z rakiem jelita grubego i
czerniakiem skory (po 5.7%), oraz rakiem piersi (5.0%).

Pokazatam, ze zawartos¢ 5-metylocytozyny w DNA (R) z przerzutéw do madzgu
zmienia sie w szerokim zakresie (Praca H2, Ryc. 3), pokrywa sie z poziomem we krwi (Praca
H2, Ryc. 5), i koreluje ze zmniejszeniem stopnia zréznicowania nowotworu (Praca H2, Ryc. 4).
Najnizsze globalne wartosci metylacji DNA (R<0.6) obserwowano w raku skory, pecherza
moczowego i endometrium. Koreluje to z obserwacjami klinicznymi czerniaka, ktory jest
guzem najtatwiej przerzutujgcym do modzgu. Jednak przerzuty do médzgu z raka
endometrium, najczestszego nowotworu ginekologicznego, wystepujg rzadko, a ich
obecnos¢ u tych pacjentek oznacza bardzo zte rokowanie. Dlatego mozemy przypuszczac, ze
przerzuty do modzgu wystepujg w najbardziej ztosliwych z tych guzdéw, co znajduje
odzwierciedlenie w gtebokiej demetylacji DNA. Zaobserwowatam tez stosunkowo wysoka
metylacie DNA w grupie przerzutow z raka jajnika (>1.0). Ten nowotwodr jest zwykle
wykrywany w zaawansowanym stadium i ma stosunkowo zte rokowanie, ale przerzuty do
mozgu s3 rzadkie. Rak jajnika przerzutuje na wczesnym etapie rozwoju, czesto zanim
zostanie zdiagnozowany, co koreluje z wysokim stopniem catkowitej metylacji DNA.

Najwiekszg analizowang przeze mnie podgrupg byli pacjenci z przerzutami z raka
ptuca. Dla tej grupy wykazatam, ze stopien demetylacji DNA koreluje ze zmniejszeniem

stopnia zrdéznicowania nowotworu. Dobrze zrdinicowane guzy (G1l) wykazujg wyzsza
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zawartoé¢ m>C w DNA niz stabo zréznicowane (G3). Ta obserwacja koreluje z wczeéniejsza,
pokazang dla guzéw pierwotnych mdzgowia (Praca H1) [Zukiel et al. 2004]. Ponadto, dla
analizowanej grupy guzéw przerzutowych mozgowia, potwierdzitam korelacje wartosci R
(obrazujacej catkowitg metylacje w DNA) dla tkanki nowotworowej i krwi obwodowej u tych
samych pacjentéw. Wspdtczynnik korelacji wyniost 0.69.

Wyniki badan zawarte w tej pracy wskazujg, ze genomowa metylacjia DNA moze

stanowi¢ uzyteczng informacje do wykrywania i réznicowania przerzutéw w mozgu.

Praca H3.

Barciszewska AM, Gurda D, Gtodowicz P, Nowak S, Naskret-Barciszewska MZ.
A New Epigenetic Mechanism of Temozolomide Action in Glioma Cells.

PLoS One. 2015 Aug 26;10(8):e0136669.

IF 3.057, punktacja MNiSW (lista A) 40, liczba cytowan: 14

Glejak wielopostaciowy (glioblastoma, GBM) jest najczesciej wystepujgcym i
najbardziej agresywnym pierwotnym nowotworem osrodkowego uktadu nerwowego u ludzi
dorostych. W chwili obecnej standardem postepowania w przypadku GBM jest maksymalnie
doszczetna resekcja guza z nastepczg radioterapig i chemioterapia. Temozolomid (TMZ) jest
doustnym alkilujgcym chemioterapeutykiem, istotnie zwiekszajgcym stopien przezycia

pacjentéw z GBM [Stupp et al. 2005] (Ryc. 6).
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Rycina 6. Struktura chemiczna temozolomidu.
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Jednakze, pomimo wysokiego potencjatu terapeutycznego TMZ, ciggle obserwuje sie
progresje i nawroty choroby. Leki alkilujgce niszczg DNA poprzez tworzenie pochodnych
metylowych zasad kwasdw nukleinowych [Fisher et al. 2007]. TMZ reaguje z DNA dajac
wsréd produktéw okoto 70% N7-metylowanej guaniny (m’G) i 9% N3-metylowanej adeniny
(m>A). Tak zmodyfikowane skfadniki DNA moga ulega¢ naprawie w mechanizmie wycinania
zasad (ang. base-excision repair, BER). Bardzo interesujgcym faktem jest, ze O6-
metyloguanozyna (0°mG), uwazana za gtéwny mechanizm dziatania leku, stanowi jedynie 5%
produktdw reakcji TMZ z DNA. Ochronne dziatanie O6-metyloguanozyno-metylotransferazy
(MGMT) w komodrkach nowotworowych jest bezposrednig przyczyng opornosci na TMZ.
MGMT szybko usuwa modyfikacje (demetylacja) w pozycji O6 guanozyny i zmniejsza efekt
cytotoksyczny leku [Hegi et al. 2005]. Celem moich badan nie byto oznaczanie ilosciowe 06
guanozyny w DNA po dziataniu TMZ, ale analiza wptywu TMZ na komaorke (stres oksydacyjny)
poprzez analize zawartoéci m°C, gtéwnego markera epigenetycznego. TMZ indukuje stres
komdrkowy i nadprodukcje ROS, ktére reagujac z DNA modyfikuja jego sktadniki, w tym m>C.
Poziom uszkodzenia DNA, obrazowany przez zmiane catkowitej metylacji DNA, jest zalezny
od czasu dziatania i stezenia podanego leku. Osiggajgc okreslony stopien uszkodzenia DNA,
wyrazony zmniejszeniem globalnej metylacji w DNA, komaérki GBM ulegajg apoptozie.

Badania wykonatam na liniach komodrkowych (linie ludzkich glejakéw: U138MG,
U118MG, T98G, linia ludzka raka szyjki macicy: Hela, linia szczurza glejaka: C6) traktowanych
réznymi stezeniami TMZ (100, 250, 500 and 1000 uM) w réznych okresach czasu (3, 12, 24 i
48 h). Przy wzrastajacych stezeniach TMZ indukowat istotne zwiekszenie zawartoéci m>C w
DNA w krétkim czasie ekspozycji (do 24h), ale w dawce najwyzszej (1000 uM) we wszystkich
przedziatach czasowych obserwowano istotng hipometylacje. Hipometylacja byta
obserwowana w catym zakresie nizszych stezen TMZ w dtuzszym okresie czasu (48 h) (Praca
H3, Ryc. 4). Zauwazytam réwniez zwiekszenie udziatu komorek w fazie G2/M (prowadzacej
do apoptozy) przy dtuzszej ekspozycji i wyzszym zakresie stezern TMZ (Praca H3, Ryc. 5).

Unikalng nowoscig pokazang w niniejszej pracy, jest epigenetyczny mechanizm
dziatania TMZ poprzez wptyw na zmiany poziomu catkowitej metylacji DNA. Przy globalnych
zmianach metylacji moze nastgpi¢ wzrost jej poziomu, ktéry wskazuje na aktywacje DNA
metylotransferazy, oraz wyciszanie roinych zmetylowanych gendw. Jest wielce

prawdopodobne, ze obserwowane obnizenie poziomu m>C powoduje, ze geny supresorowe,
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dotychczas zmetylowane i nieaktywne, ulegajg ekspresji, co powoduje pozytywna

odpowiedZ na leczenie. Wyniki tych badan sugerujg rozwazenie modyfikacji dotychczas

prowadzonej terapii.

Najwazniejsze, pionierskie wnioski wynikajgce z cyklu prac, ktére poza moimi pracami nie

zostaty przedstawione w literaturze swiatowej, przedstawiajqg sie nastepujaco:

1.

Stopieri catkowitej metylacji (m°C) DNA jest odwrotnie proporcjonalny do stopnia
ztosliwosci lub zréznicowania nowotworéow mazgu.

Catkowita metylacja DNA w tkance nowotworowej koreluje z metylacjg DNA w prébkach
krwi obwodowej u tego samego pacjenta.

Poziom catkowitej metylacji DNA klasyfikuje stopiert zaawansowania danej patologii.
Catkowita metylacja DNA jest dobrym wskaZnikiem jakosci materiatu genetycznego do
badan molekularnych.

Metoda oceny catkowitej metylacji w DNA jest szybka, prosta, powtarzalna, dostepna,
mozliwa do implementacji, ma duzg wartos¢ informacyjna i dobry bilans ekonomiczny.
Gtéwne dziatanie terapeutyczne temozolomidu odbywa sie na poziomie
epigenetycznym, poprzez zmiane poziomu m>C w DNA w zaleznoséci od dawki leku i
czasu ekspozyciji.

Wyniki uzyskane w trakcie analizy catkowitej metylacji DNA znajdujg potwierdzenie w

badaniach specyficznej metylacji wybranych genéw (punkt 5.2.2).

Mozliwosci wykorzystania osiggnietych wynikéw:

1.

Zastosowanie analizy catkowitej metylacji w DNA z krwi obwodowej do wczesnego i
nieinwazyjnego diagnozowania guzéw mdzgu oraz monitorowania procesu leczenia.
Ocena skutecznosci prowadzonej terapii na poziomie epigenetycznym.

Nowa klasyfikacja nowotworéw osrodkowego uktadu nerwowego uwzgledniajgca
poziom catkowitej metylacji w DNA.

Monitorowanie jakosci probek DNA dla badan molekularnych.
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Podsumowanie i perspektywy

Catkowity poziom m°C w DNA ma duzy potencjat informacyjny i moze mieé¢ szerokie
zastosowanie kliniczne. Moja metoda pozwala ocenic stopief uszkodzenia DNA w sposdb
globalny i catosciowy. Prezentowany projekt jest nowatorski w zakresie Swiatowym,
odnoszac dane kliniczne do zawartoéci m°C i znajdujgc uzasadnienie na poziomie
epigenetycznym. Wyniki prowadzonych badan przyczyniajg sie do lepszego zrozumienia
molekularnych podstaw patogenezy, jak réwniez dziatania lekdw. Uzyskane informacje moga
by¢ przydatne przy okreslaniu mozliwosci obecnych i kreowaniu nowych metod
terapeutycznych.

Moje wyniki, prezentowane w pracach stanowigcych osiggniecie habilitacyjne oraz w innych
pracach z mojego dorobku naukowego, tworzg pole do przysztych badan w neuroonkologii
molekularnej i mogg prowadzi¢ do opracowania nowych metod diagnostycznych w praktyce

klinicznej.
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5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1 Analiza bibliometyczna dorobku naukowego z wytaczeniem cyklu prac stanowigcych

,0siggniecie naukowe” sporzadzona w dniu 15 kwietnia 2019 roku przez Dyrektora

Biblioteki Gtéwnej Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu:

Jestem autorem lub wspadtautorem 25 publikacji petnotekstowych (w tym 12 z IF), 3
artykutow pogladowych oraz 3 rozdziatéw ksigzkowych.

e Jestem pierwszym, drugim lub ostatnim wspotautorem 12 z 25 prac oryginalnych.

e Sumaryczny Impact Factor (IF) powyzszych prac: 35.467 (punktacja MNiSW 319)

e Dodatkowo 1 publikacja petnotekstowa w suplemencie czasopisma

e Catkowity Impact Factor razem z cyklem prac stanowigcych osiggniecie naukowe

wedtug listy Journal Citation Reports (JCR) wynosi 44.657 (punktacja MNiSW 419)

e Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (All Collections): 263
(stan na dzien 27.04.2019: 266, 243 bez autocytowan)

¢ Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 10

e Autor lub wspdtautor 38 opublikowanych doniesien zjazdowych, w tym 20 na

konferencjach miedzynarodowych i 18 na zjazdach krajowych.

5.2 Tematyka prac badawczych nie wchodzgcych w sktad osiggniecia habilitacyjnego

Poza cyklem prac dotyczgcym catkowitej metylacji DNA w guzach mdzgu, bedgcych
podstawg do ubiegania sie o stopied doktora habilitowanego, mdj dorobek naukowy
przedstawia réwnolegte badanie globalnej i swoistej metylacji w wybranych genach glejakow
dajgc facznie petniejszy obraz epigenetyki mdézgu. Ponadto badatam catkowitg metylacje
DNA w procesie starzenia sie, w nadcisnieniu tetniczym i nowotworach pozaczaszkowych,
znajdujac zalezno$¢ demetylacji DNA od stopnia nasilenia choroby. Poszukuje dowoddéw
molekularnych wskazujgcych na mechanizm karcynogenezy. Prace te rozpoczetam od analizy
modyfikowanych nukleozyddw (proste pochodne nukleotydowe, addukty) jako

potencjalnych markeréw nowotworzenia.
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5.2.1 Analiza modyfikowanych sktadnikow DNA w guzach mozgu u cztowieka

5.2.1.1 Analiza wielkoczgsteczkowych adduktow DNA

Poczatkowym nurtem moich badan byta analiza czynnikow modyfikujagcych DNA. Moga
one pochodzi¢ z wielu Zrédet endogennych (utlenianie w mitochondriach) oraz egzogennych
(jak zywnos¢ czy srodowisko). Reakcje tych zwigzkow (np. weglowodoréw aromatycznych) z
DNA prowadzg do adduktéw DNA, ktére zaburzajg ekspresje gendw. Wykorzystujgc
pierwotne zastosowanie metody znakowania nastepczego fosforem 32p (postlabelling)
posiadane tkanki z guzéw moézgu przeanalizowatam na obecnos¢ nieznanych modyfikacji w
DNA. Najwiekszg liczbe nowo powstatych potaczen (addukty DNA) stwierdzitam w przypadku
glejakdw wielopostaciowych i guzow przerzutowych (guzy wysokoztosliwe), a najmniejszg dla
oponiakdéw (guzy w przewazajgcym stopniu o niskiej ztosliwosci). Byly to gtdwnie pochodne
guaniny z podstawnikami aromatycznymi przy grupie aminokwasowej przy weglu 2.
Réznorodnos¢ oraz intensywnos¢ sygnatow chromatograficznych wyraznie koresponduje ze
ztosliwoscig guzow madzgu. Nie stwierdzitam zadnej zaleznosci od wieku i ptci pacjentow.
Niewielkie rdzinice jakie obserwuje sie w mapie adduktéow DNA dla poszczegdlnych
pacjentéw z tym samym rodzajem guza moze by¢ uzalezniona od osobniczo zmiennej
wydolnosci mechanizmow detoksykacji substancji chemicznych i naprawy DNA w tkankach
docelowych. Nie udato sie wyselekcjonowa¢ jednego swoistego adduktu dla guzéw mézgu.

Wyniki tych badan zostaty opublikowane w nastepujacych pracach:

e  Barciszewska A-M, Gawronska |, Zukiel R, Nowak S, Barciszewska MZ.
The application of qualitative analysis of DNA bulky adducts in the diagnosis of brain
tumours.
Polish J Chem 2003; 77, 1607-1614
IF 0.528, MINiSW 8, liczba cytowan: 0
«  Barciszewska A-M, Nowak S, Zukiel R, Barciszewska MZ.
Aromatyczne addukty DNA w guzach madzgu.
Neuroskop 2007; 9, 62-66
MNiSW 2
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5.2.1.2 Analiza metylowanej cytozyny w DNA

Guzy nowotworowe mozgowia, ich podtoze molekularne oraz opracowanie nowych
metod diagnostycznych i terapeutycznych sg od poczatku mojej pracy naukowej gtownym
tematem moich badan. Wysoko ztosliwe glejaki (ang. high grade gliomas, HGG) s3g
najczestszymi pierwotnymi guzami mozgu charakteryzujagcymi sie szczegdlnie wysoka
inwazyjnoscig. Szybko prowadzg do uszkodzenia mdzgu manifestujgcego sie ubytkowymi
objawami neurologicznymi. Ich najbardziej ztosliwg postaé, jakg jest glioblastoma,
charakteryzuje sredni czas przezycia chorego do kilkunastu miesiecy, co nie ulegto istotnej
zmianie w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat pomimo postepu technologicznego w
neurochirurgii, radioterapii oraz wprowadzenia nowych chemioterapeutykow. Jest to wynik
niezwyktej zdolnosci do samorzutnego przenikania i rozprzestrzeniania sie komorek glejaka
w mozgu, co czyni je wyjatkowo odpornymi na dotychczasowe metody lecznicze.

Zasadniczym celem moich wczesniejszych badain byta analiza wystepowania
modyfikowanych zwigzkdw w DNA mogacych zosta¢ wykorzystane jako markery
molekularne. Prowadzitam badania zawartoéci m>C w DNA z ograniczonej iloci materiatu
biologicznego moggcej mie¢ zastosowanie diagnostyczne. Przeprowadzitam ewaluacje
catkowitego (genomowego) poziomu metylacji DNA w tkankach guzéw pacjentow
operowanych z powodu nowotworu mozgu. Dla niewielkich kohort pacjentow zauwazytam
zaleznos¢ metylacji DNA w guzach mdzgu od stopnia ztosliwosci choroby nowotworowe;.
Wyniki byty zachecajace do dalszych badan i zostaty opublikowane w pracach wymienionych

ponize;j.

e  Zukiel R, Nowak S, Barciszewska A-M, Gawronska I, Keith G, Barciszewska MZ.
A simple epigenetic method for the diagnosis and classification of brain tumors.
Mol Can Res 2004; 2, 196-202
IF 4.813, MNiSW 16, liczba cytowan: 19

e NowakS, Zukiel R, Barciszewska A-M, Barciszewski J.

The diagnosis and therapy of brain tumors.
Folia Neuropathologica 2005; 43, 193-196
IF 0.346, MNiSW 10, liczba cytowan: 4
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Barciszewska A-M, Nowak S, Zukiel R, Gawronska |, Barciszewska MZ.

Analiza catkowitej zawartosci 5-metylocytozyny w DNA z tkanek i krwi pacjentéw z
guzami mdzgu.

Neuroskop 2005; 7, 39-43

MNiSW 2

Barciszewska A-M, Nowak S, Zukiel R, Gawroniska |, Barciszewska MZ.

Wptyw przechowywania tkanki nowotworowej na zawartos¢ 5-metylocytozyny w DNA
guzéw mozgu.

Neuroskop 2006; 8, 160-162

MNiSW 2

Barciszewska A-M, Nowak S, Zukiel R, Gawronska |, Barciszewska MZ.

Swoista metylacja cytozyny w DNA jako znacznik ztosliwosci guzéw médzgu u cztowieka.
Neurol Neurochir Pol 2008; 42, 118-122

Barciszewska A-M, Nowak S, Gawronska |, Barciszewska MZ.

Diagnosis of Brain Tumors Through Global Specific DNA Methylation Analysis.

W: Erdmann VA, i inni (Eds.)

» Therapeutic Ribonucleic Acids in Brain Tumors”, Springer 2009; 141-156

MNiSW 7

Barciszewska A-M, Nowak S, Gawroniska |, Barciszewska M.

Molecular Diagnostics of Brain Tumours by Measuring the 5-Methylcytosine Level in
Their DNA.

W: Abujamra A. L. (Ed.)

“Brain Tumors - Current and Emerging Therapeutic Strategies”. InTech 2011, 37-52
MNiSW 5

5.2.2 Zmiany specyficznej metylacji DNA wybranych genow w guzach mozgu

Gtéwnym tematem tych badan byta ocena proceséw patologicznych (w szczegdlnosci

guzow modzgu) przez pryzmat zmian epigenetycznych w postaci catkowitej metylacji DNA.

Jednakze istotne jest rowniez komplementarne spojrzenie na zmiany specyficznej metylacji

konkretnych genow, ktore mogtyby stuzy¢ jako proste narzedzia do celowanej diagnostyki i
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ewentualnie terapii. W tym zakresie wspotpracuje z zespotem Katedry Biochemii
Farmaceutycznej UMP (Prof. dr hab. med. W. Baer-Dubowska, dr n. med. A. Majchrzak-
Celinska). Do analizy DNA tkanek nowotworowych wykorzystywaliSsmy metode
metylospecyficznego PCR (MS-PCR) oraz pirosekwencjonowania.

Wykazalismy, ze zaburzona metylacja promotorow gendw MGMT, RASSF1A, p15INK4B i
p14ARF w wolnym krgzgcym DNA w osoczu jest porownywalna z tg stwierdzong w tkankach
nowotworowych, co potwierdza moje, opisane wczesniej, obserwacje dotyczgce poziomu
catkowitej metylacji. Ponadto zaproponowalismy zestaw gendw, ktérych zmiany profilu
metylacji pozwalajg na zrdznicowanie glejakdw wysokiego i niskiego stopnia ztosliwosci.
Zaobserwowalismy istotne zmiany metylacji gendw kodujgcych antagonistow Sciezki
sygnatowej Wnt, oraz mozliwy wptyw metylacji jednego z nich, SFRP1, na krétsze przezycie
pacjentéw z glejakami, co moze w dalszej perspektywie skutkowaé zdefiniowaniem nowego
markera prognostycznego. StwierdziliSmy réowniez istotng zalezno$¢ metylacji genu RUNX3 i
stopnia ztosliwosci najczestszych guzow wewnatrzczaszkowych, oponiakow. Wyniki tych

badan zostaty opublikowane w ponizszych pracach:

e  Majchrzak-Celinska A, Paluszczak J, Kleszcz R, Magiera M, Barciszewska A-M, Nowak S,
Baer-Dubowska W.
Detection of MGMT, RASSF1A, p15INK4B, and p14ARF promoter methylation in
circulating tumor-derived DNA of central nervous system cancer patients.
J Appl Genet. 2013; 54, 335-344
IF 1.902, MNiSW 20, liczba cytowan: 24

e  Majchrzak-Celinska A, Paluszczak J, Szalata M, Barciszewska A-M, Nowak S, Kleszcz R,
Sherba A, Baer-Dubowska W.
The methylation of a panel of genes differentiates low-grade from high-grade gliomas.
Tumor Biol. 2015; 36, 3831-3841
IF 2.926, MNiSW 30, liczba cytowan: 13

e Majchrzak-Celinska A, Paluszczak J, Szalata M, Barciszewska A-M, Nowak S, Baer-
Dubowska W.
DNA methylation analysis of benign and atypical meningiomas: correlation between

RUNX3 methylation and WHO grade.
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J Cancer Res Clin Oncol. 2015; 141, 1593-1601
IF 3.141, MNiSW 25, liczba cytowan: 10

e Majchrzak-Celinska A, Stocinska M, Barciszewska A-M, Nowak S, Baer-Dubowska W.
Wnt pathway antagonists, SFRP1, SFRP2, SOX17, and PPP2R2B, are methylated in
gliomas and SFRP1 methylation predicts shorter survival.
J Appl Genet. 2016; 57, 189-197
IF 1.655, MNiSW 20, liczba cytowan: 13

5.2.3 Ocena zmian catkowitej metylacji DNA w innych patologiach

5.2.3.1 Catkowita metylacja DNA w nowotworach piersi i jelita grubego

We wspotpracy z Oddziatem Chirurgii Onkologicznej | Wielkopolskiego Centrum
Onkologii w Poznaniu (Prof. dr n. med. Dawid Murawa, prof. dr hab. med. Pawet Murawa)
zastosowalisSmy metode oceny catkowitej metylacji DNA do oceny nowotworow piersi i jelita
grubego. Poziom metylacji cytozyny w DNA u pacjentéw z rakiem piersi dobrze koreluje ze
ztosliwoscig nowotwordw. Ponadto, po raz pierwszy zaobserwowano zwiekszong metylacje
DNA pacjentow z rakiem piersi leczonych réznymi chemioterapeutykami, nie bedgcymi
czynnikami metylujgcymi. Sugeruje to aktywacje enzymu metylotransferazy DNA, a w
konsekwencji metylacje i wyciszenie ekspresji gendw naprawy DNA. Obserwacja ta wskazuje
na mozliwos¢ wykorzystania catkowitej metylacji DNA w diagnostyce klinicznej i
monitorowaniu leczenia raka piersi i jelita grubego. Potwierdza tez uniwersalnosé

zastosowania tej oceny w onkologii. Praca zostata opublikowana.

e Barciszewska A-M, Murawa D, Gawronska |, Murawa P, Nowak S, Barciszewska MZ.
Analysis of 5-methylcytosine in DNA of breast and colon cancer tissues.
IUBMB Life 2007; 59, 1-6
IF 2.316, MNiSW 27, liczba cytowan: 15
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5.2.3.2 Zmiany catkowitej metylacji DNA w nadcisnieniu tetniczym

Wychodzac poza obszar badawczy onkologii nawigzalismy wspodtprace z Katedra
Farmakologii Klinicznej UMP (prof. dr hab. med. Anna Jabtecka, dr med. Iwona Smolarek)
celem podjecia badan globalnej metylacji w réznym stopniu zaawansowania nadcisnienia
tetniczego. Zauwazylismy, ze wartosci catkowitej metylacji DNA (R) byty nizsze niz u ludzi
zdrowych, oraz ze korelowaty ze stopniem nasilenia nadci$nienia. Sredni poziom metylacji
(wartosci R) wynosity: 1.80 (grupa kontrolna), 1.29 (stadium | nadcisnienia tetniczego), 0.99
(stadium Il nadci$nienia tetniczego). Poziom m°C w DNA pacjentéw z istotnym nadci$nieniem
tetniczym byt niezalezny od czynnikow klinicznych i biochemicznych. Wyniki badan zostaty

opublikowane.

e Smolarek I, Wyszko E, Barciszewska A-M, Nowak S, Gawronska |, Jablecka A,
Barciszewska MZ.
Global DNA methylation changes in blood of patients with essential hypertension.
Med Sci Monit. 2010; 16, CR149-CR155
IF 1.699, MNiSW 20, liczba cytowan: 73

5.2.3.3 Ocena zmian metylacji DNA w procesie starzenia

We wspdtpracy z wybitnym biogerontologiem, prof. Sureshem 1. S. Rattanem, z
Department of Molecular Biology and Genetics Uniwersytetu w Aarhus w Danii badatam
zmiany zawartosci 5-metylocytozyny w DNA w procesie starzenia analizujgc seryjnie
pasazowane ludzkie fibroblasty skéry na réznych etapach ich replikatywnej dtugosci zycia.
Zaobserwowalismy znaczacy spadek metylacji DNA podczas starzenia sie komorkowego in
vitro. Najwyzsze poziomy m>C stwierdziliémy w komdrkach mtodych. Potwierdza to hipoteze
dziatania wieku (czasu, ekspozycji na endo- i egzogenne uszkodzenia) na poziom globalnej
metylacji w DNA i wiekszg czestos¢ wystepowania choréb w zaleznosci od wieku pacjenta.
Zatem mozna stwierdzi¢ obnizenie poziomu metylacji z wiekiem oraz, ze metylacja DNA jest
dobrym czynnikiem monitorujgcym ten proces. Nalezy pamieta¢ ze poziom metylacji w

komérkach zdrowych jest znacznie wyzszy niz w chorych. Nasze wyniki sg podobne
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opublikowanych wczesniej [Holliday, J Gerontol A Biol Sci Med Sci 2004;59:B568-B572;
Holliday, Biochemistry (Mosc). 2005;70:500-504; Lu Q et al., Ageing Res Rev 2006;5:449-467;
Finkel et al., Nature. 2007;448:767-774].

e  Barciszewska MZ, Barciszewska A-M, Rattan SIS.
TLC-based detection of methylated cytosine: application to aging epigenetics.
Biogerontology 2007; 8, 673-678
IF 3.547, MNiSW 32, liczba cytowan: 20

5.2.4 Technologie RNA

5.2.4.1 Ekspresja mikroRNA w guzach glejowych

Jak napisatam wczesniej epigenetyczna kontrola ekspresji gendw obejmuje metylacje
DNA, modyfikacje histonéw oraz niekodujgce kwasy nukleinowe (RNA). Jednym z nich sg
mate niekodujgce RNA. MicroRNA (miRNA) s3 to najmniejsze funkcjonalne czgsteczki RNA o
dtugosci okoto 22 nukleotyddéw. Ulegaja ekspresji we wszystkich organizmach
wielokomoérkowych. Ich podstawowg funkcjg jest udziat w potranskrypcyjnej regulacji
ekspresji genow poprzez blokowanie translacji lub indukowanie specyficznej degradacji
docelowych mRNA [Denli et al., Nature. 2004;432:231-235]. Wiekszo$¢ miRNA u zwierzat, w
tym réwniez u cztowieka jest odpowiedzialna za inhibicje translacji. Na podstawie analizy
potencjalnych miejsc wigzania miRNA w regionach 3'-UTR szacuje sie, ze regulacja z udziatem
miRNA moze dotyczy¢ ok. 30% ludzkich gendéw kodujgcych biatka [Cho, Mol Cancer.
2007;6:60]. Ogromny potencjat regulatorowy miRNA wynika z faktu, ze kazda czgsteczka ma
mozliwos¢ modulacji ekspresji wielu gendéw biatkowych a jednoczesnie mRNA kodujacy
pojedyncze biatko moze by¢ celem dla wielu réznych miRNA.

Podobnie jak czynniki transkrypcyjne, ktorych repertuar w réznych typach komarek
jest rézny, miRNA rowniez wykazujg ztozone profile ekspresji specyficzne dla konkretnych
tkanek, etapu rozwoju lub stadium réznicowania [Lee & Ambros, Science 2001;294:862-864].
miRNA odgrywaja szczegdlng role w rozwoju i funkcjonowaniu centralnego uktadu

nerwowesgo.
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Procesy patologiczne prowadzgce do powstawania i wzrostu nowotwordw majg swoje
zrodto w zmianach genetycznego programu komodrek. W ogdélnym zarysie proces
nowotworzenia polega na regresji zréznicowanych, nie ulegajgcych szybkiej proliferacji
komérek do stanu przypominajgcego niezréznicowane komorki macierzyste. Komorki te
charakteryzujg sie wieloma cechami, ktére pozwalajg na ich szybki wzrost i namnazanie. Na
poziomie molekularnym tkanka prawidtowa i nowotworowa cechujg sie diametralnie
réznymi profilami ekspresji gendw zaréwno kodujacych biatka, jak i ncRNA.

Zmienione nowotworowo komérki charakteryzujg sie wyraznymi réznicami ekspresji
miRNA zaréwno ilosciowymi, jak i jakosciowymi [Medina & Slack, Cell Cycle 2008;7:2485-
2492]. Globalny poziom ekspresji miRNA w komdrkach nowotworowych jest nizszy niz w
zdrowej tkance, jednak poszczegdlne miRNA moga wykazywac znacznie podwyzszone lub
obnizone poziomy [Lu et al., Nature 2005;435:834-838]. Identyfikacja poszczegdlnych miRNA
jako potencjalnych czynnikow regulatorowych zwigzanych z procesem nowotworowym
opiera sie przede wszystkim na pordwnaniu ekspresji miRNA w zdrowych i zmienionych
nowotworowo komodrkach. Unikalne profile miRNA pozwalajg na rozrdznienie rdznych
podtypow nowotwordw charakteryzujgcych sie odmiennymi cechami i czesto wymagajacych
zastosowania odmiennych strategii terapeutycznych.

We wspotpracy z Instytutem Chemii Bioorganicznej PAN badalismy globalny profil
miRNA tkanek glejaka ztosliwego przy uzyciu mikromacierzy miRNA, gtebokiego
sekwencjonowania i metaanalizy. Zidentyfikowalismy potencjalne miRNA zwigzane z
progresja glejaka Il stopnia do glejaka IV. Zaproponowalismy zestaw 35 miRNA ktérych
ekspresja jest najczesciej zaburzona w GBM, jak réwniez 30 miRNA moggcych zostac¢ uznane
za nowe biomarkery GBM. Wyniki badan zostaty opublikowane w pracy eksperymentalnej
wymienionej ponizej.

Podsumowania dotychczasowych ustalen w zakresie mozliwosci wykorzystania miRNA

jako biomarkerow w wysokoztosliwych glejakach dokonatam w pracy pogladowe;j.

*  Piwecka M, Rolle K, Belter A, Zywicki M, Michalak M, Barciszewska A-M, Nowak S,
Naskret-Barciszewska MZ, Barciszewski J.
Comprehensive analysis of microRNA expression profile in malignant glioma tissues.
Mol Oncol. 2015; 9, 1324-1340
IF 5.367, MNiSW 40, liczba cytowan: 22
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*  Barciszewska A-M.
microRNAs as efficient biomarkers in high grade gliomas.
Folia Neuropathol 2016; 54, 369-374
IF 1.093, MNiSW 20, liczba cytowan: 27

5.2.4.2 Zastosowania interferencyjnego RNA w terapii glejakow

Prof. dr hab. Stanistaw Nowak, Kierownik Katedry i Kliniki Neurochirurgii i
Neurotraumatologii UMP spowodowat, ze Klinika nalezy do grupy nielicznych osrodkow
cechujacych sie nowoczesnym molekularnym podejsciem do leczenia wysoko ztosliwych
nowotworéw modzgu [Rolle et al.,, Cancer Biol Ther 2010;9:396-406]. Zaprojektowano i
wdrozono eksperymentalng technologie leczenia glejakébw OUN. Polega ona na
wprowadzeniu dwuniciowego RNA (dsRNA) komplementarnego do biatka macierzy
pozakomérkowej tenascyny-C (TN-C) bezposrednio do lozy pooperacyjnej.

W 2009 roku zostatam wtaczona w prace zespotu majgce na celu mozliwosci
zastosowania technologii RNAi do wyciszania ekspresji mRNA aB-krystaliny (CRYAB). Biatko
to jest czynnikiem anty-apoptotycznym zidentyfikowanym w komdrkach nowotworéw
ztosliwych. Analizy immunohistochemiczne w skrawkach glejakéw oraz innych typow guzéw
mdzgu (oponiaki, nerwiaki, struniaki) wskazujg na specyficzng aktywacje i nadekspresje aB-
krystaliny w wysokoztosliwych guzach glejowych. oaB-krystalina zostata rdéwniez
zidentyfikowana jako czynnik ulegajacy znaczacej nadprodukcji w glejaku wielopostaciowym
w odrdznieniu do gwiazdziakdw nizszego stopnia ztosliwosci biologicznej (WHO 1) w
wysokoskalowych analizach proteomicznych badajgcych globalng ekspresje biatek. Wstepne

wyniki badan zostaty opublikowane.

e Piwecka M, Rolle K, Wyszko E, Barciszewska A-M, Nowak S, Barciszewski J.
aB-krystalina jako nowy cel terapeutyczny w glejakach ztosliwych.

Neuroskop 2011; 13, 55-63
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5.2.5 Analiza przypadkow klinicznych

W moim dorobku znajdujg sie réwniez prace analizujgce szeroko rézne jednostki
chorobowe w aspekcie klinicznym — opisy przypadkdow, analizy epidemiologiczne i oceny
mozliwych prognostykdw terapeutycznych. Tematyka tych prac, poza guzami modzgu,
obejmuje réwniez patologie naczyn mozgowych (tetniaki i ich powiktania) oraz urazy
czaszkowo-modzgowe. Jakkolwiek nie opublikowane w czasopismach z IF, stanowig one
zaréwno materiat edukacyjny, jak réwniez podstawe do rozszerzenia i pogtebienia analizy w

ramach projektow badawczych.

* Barciszewska A-M.
Analiza kliniczna nowotworéw madzgu.
Neuroskop 2002; 4, 22-26
e Sokot B, Barciszewska A-M, Brzezicki G, Gaca M, Jankowski R.
Czynniki ryzyka rozwoju wodogtowia po operacjach z powodu peknietego tetniaka
maozgu.
Nowiny Lekarskie 2003; 72, 371-376
MNiSW 2
e Zukiel R, Nowak S, Jankowski R, Piestrzeniewicz R, Barciszewska A-M.
Uszkodzenie mdzgu jako nastepstwo fali cisnieniowej po wybuchu.
Neuroskop 2008; 10, 9-22
MNiSW 2
*  Majewski T, Barciszewska A-M, Nowak S.
Wieloletnie przezycie po usunieciu przerzutu czerniaka do mézgu. Opis przypadku.
Neuroskop 2008; 10, 115-119
MNiSW 2
e Juszkat R, Nowak S, Barciszewska A-M, Stanistawska K.
Catkowite wytaczenie z krazenia tetniaka odcinka Al tetnicy przedniej mézgu po
implantacji samorozprezalnego stentu Leo Plus bez uzycia spiral.

Neuroskop 2011; 13, 73-77
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e Pawlicka K, Barciszewska A-M, Rolle K, Barciszewski J.
Diagnozowanie i leczenie guzow mazgu u ludzi.

Wszechswiat. Pismo Przyrodnicze. 2018; 119, 16-23

5.2.6 Bioimpedancja w patologiach wewnqtrzczaszkowych

W ramach prac w studenckim kole naukowym przy Katedrze i Klinice Neurochirurgii i
Neurotraumatologii UMP (opiekun kota: prof. dr hab. med. Roman Jankowski) bratam udziat
w pracach zespotu badajgcego mozliwos¢ zastosowania oceny bioelektrycznej
bioimpendancji moézgu do nieinwazyjnego pomiaru nadci$nienia wewnatrzczaszkowego.
Uzyskane przez nas wyniki potwierdzity skutecznos¢ tej metody do szybkiej diagnostyki

patologii wewnatrzczaszkowych.

e Sokot B, Barciszewska A-M, Jankowski, R.
Badania bioelektrycznej bioimpedancji mozgu u chorych z ekspansywnymi procesami
wewnatrzczaszkowymi.
Neuroskop 2004; 6, 155-160
MNiSW 2

5.2.7 Genetyka kliniczna

W ramach prac w studenckim kole naukowym przy Katedrze i Zaktadzie Genetyki
Medycznej UMP (opiekun kota: dr n. med. Andrzej Kochanski, aktualnie prof. dr hab. n. med.,
Kierownik Zespotu Nerwowo-Miesniowego w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego PAN) bratam udziat w kilku projektach dotyczgcych
analizy klinicznej i molekularnej réznych choréb uwarunkowanych genetycznie. Oprocz
wiedzy klinicznej i doswiadczenia laboratoryjnego badania te daty mi poglad na duze
skomplikowanie procesu patogenezy chordéb i konieczno$¢ precyzyjnego okreslenia ich

etiologii dla szybszej diagnostyki i lepszej terapii.
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e Murawa D, Budny B, Barciszewska A-M, Zielonka D, Reperowicz K, Badura M, Malec A.
Choroba Dejerine-Sottas — opis przypadku.
Nowiny Lekarskie 2000; 69, 277-280
MNiSW 1

* Kochanski A, Lofgren A, Jedrzejowska H, Ryniewicz B, Czarny-Ratajczak M, Barciszewska
A-M, Samocko J, Hausmanowa-Petrusewicz |, De Jonghe P, Timmerman V, Latos-
Bielenska A.
A novel connexin 32 missense mutation (E208G) causing Charcot-Marie-Tooth disease.
Hum Mutat 2001; 17, 157
IF 6.134, MNiSW 19, liczba cytowan: 2

5.2.8 Filozoficzne aspekty biologii i medycyny

Poglady na to co wyrdznia cztowieka sposrdd innych istot zywych zmieniaty sie
znaczgco W ciggu stuleci. Wielce atrakcyjna wydaje sie proba zdefiniowania czym jest
cztowiek na poziomie gendw, mocno wspomagana wiedzg antropologiczng oraz nowymi
trendami filozoficznymi. Nie sposob unikng¢ rowniez odpowiedzi na pytanie jaka jest
prawdziwa natura unikalnosci cztowieka. Mozemy z tatwoscia i duzym
prawdopodobienstwem stwierdzi¢, ze w istotny sposéb réznimy sie od rzeczy, roslin i
zwierzat. Z podobng tatwoscia mozemy powiedzie¢ czym lub kim nie jestesmy. Powazne
trudnosci zaczynajg sie natomiast wtedy, gdy pragniemy okresli¢ kim jestesmy. Jako filozof,
W ponizszej pracy probowatam zdefiniowaé wtasciwosci, ktére umozliwiajg pojeciowe
przekroczenie tej trudno uchwytnej, ulotnej, trudno definiowalnej granicy pomiedzy
cztowiekiem jako gatunkiem biologicznym (ang. man) a istotg osiggajagcg poziom
Swiadomosci zwany cztowieczenstwem (ang. human).

W aspekcie biologicznym odniostam sie do mojego dotychczasowego doswiadczenia
w zakresie chemii i epigenetyki. Jak wspomniatam wczesniej, genom cztowieka w 98% sktada
sie z sekwencji nie kodujgcych biatek. Aby cztowiek istniat czasem trzeba gen powtdrzyg,
naprawi¢, lub wyciszyé, a inny gen uaktywni¢. Te indywidualne rdznice stanowig o
odrebnosci i niepowtarzalnosci kazdego cztowieka, i o nich na poziomie molekularnym

decyduje regulacja epigenetyczna, a na poziomie osobniczym, kultura.
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Wartos¢ przezycia jest wpisana genetycznie w strukture kazdego zywego organizmu. Ale
cztowiek i prawdopodobnie tylko cztowiek nadbudowat nad tym system wartosci moralnych i
etycznych dotyczacych nie tylko rzeczy $wiata fizycznego i stosunkéw miedzy nimi, ale wielu
innych cztowieczych rzeczywistosci, na przyktad spotecznej, moralnej, estetyczne;j i religijnej.
Ludzie osiggajg swoje cztowieczenstwo poprzez socjalizacje i w zaleznosci od warunkéw, w
jakich dorastajg. | wtasnie wptyw otoczenia, a w sensie biologicznym — otaczajgcego
Srodowiska, jest elementem taczgcym oba aspekty cztowieczeristwa.

W niniejszej pracy przedstawitam analize genetycznych i epigenetycznych
uwarunkowan wptywajacych na rozwdj cztowieka oraz decydujacych o jego istocie.
Informacje i fakty biologiczne oraz rys ewolucyjny pokazatam w szerszej przestrzeni

filozoficznej.

e  Barciszewska A-M, Barciszewski J.
Epigenetyka cztowieczenstwa.
W: Figlerowicz M (Ed.)
,,0d syntezy chemicznej do biologii syntetycznej”, Poznanski Osrodek Wydawnictw
Naukowych PAN 2009; 33-62
MNiSW 3

5.2.9 Historia biologii i medycyny

Historia nauki, a w zakresie moich zainteresowan biologii i medycyny w szczegdlnosci,
pokazuje nie tylko opisy danych odkryé, ale rowniez catos¢ procesu poznawczego
prowadzacego do ustalenia konkretnych faktéw naukowych. Jest réwniez fascynujgcym
obrazem wptywu zaleznosci ludzkich, ekonomicznych, organizacyjnych, kulturowych i
geograficznych na proces badawczy. Moje badania na tym obszarze opublikowatam w
temacie prob celowanego leczenia neurochirurgicznego oraz pierwszych obserwacji w
zakresie lokalizacji mdézgowej, jak rowniez opisatam jak ksztattowata sie wiedza o ekspresji

materiatu genetycznego.
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e Zukiel R, Nowak S, Jankowski R, Piestrzeniewicz R, Barciszewska A-M.
Historyczna kazuistyka neurochirurgiczna. Czesc lll.
Neuroskop 2007; 9, 19-33
MNiSW 2
*  Barciszewska A-M.
Historia odkrycia DNA i zasad regulacji jego ekspresiji.

Arch Hist Filoz Med 2009; 72, 46-56
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