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1. Imie i nazwisko

Aneta Balcerczyk

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

23.09.2005

26.06.2001

stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biofizyki nadany uchwatg Rady
Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska Uniwersytetu tdédzkiego z dnia
25 pazdziernika 2005; Tytut rozprawy doktorskiej: , Charakterystyka wybranych
zrodet reaktywnych form tlenu i elementédw bariery antyoksydacyjnej komédrek
$rédbtonka” — Promotor: Prof. dr hab. Mirostaw Soszynski; Rozprawa wyrdzniona
nagrodg Rektora Ut

dyplom ukonczenia stacjonarnych 5-letnich studiéw wyiszych (magisterskich)
na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu tddzkiego; tytut magistra biologii
w zakresie biofizyki; Tytut pracy magisterskiej: ,Rola biatka MRP1 w indukowaniu
opornosci na stres oksydacyjny” — Promotor: Prof. dr hab. Grzegorz Bartosz

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.08.2011 - do obecnie  adiunkt naukowo-dydaktyczny w Katedrze Biofizyki Molekularnej,

Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu tédzkiego

01.10.2008 - 31.07.2011  Senior Research Officer in Epigenetics in Human Health and Disease

Laboratory, Baker IDI Heart&Diabetes Research Institute, Melbourne,
Australia (01.01.2010 — 31.07.2011 — pracownik naukowy Epigenetics
in Human Health and Disease Laboratory, Baker IDI Heart&Diabetes
Research Institute; 01.10.2008 — 31.12.2009 — pobyt w jednostce
badawczej ramach stypendium programu “Kolumb” Fundacji na
Rzecz Nauki Polskiej)

01.11.2005 - 30.09.2008  adiunkt naukowo-dydaktyczny w Katedrze Biofizyki Molekularnej,

Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu tédzkiego

01.10.2005 - 31.10.2005  asystent naukowo-dydaktyczny w Katedrze Biofizyki Molekularnej,

Wydziatu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu tédzkiego
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4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego 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. nr 65, poz.
595, ze zm.):

(4a) Tytut osiggniecia naukowego

Potranslacyjne modyfikacje biatek histonowych w regulacji metabolizmu

komoérek srodbtonka naczyniowego

Osiggniecie naukowe stanowi cykl 9 publikacji z lat 2010-2016, ktérych sumaryczny IF (wg roku
publikacji) wynosi 73,004, a liczba punktéw MNiSzZW wynosi 360. Wskazany cykl publikacji byt
cytowany facznie 343 razy.

Oswiadczenia wspdtautoréw publikacji zawiera Zatacznik 4.

(4b) Wykaz autorskich publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe (autor/autorzy, tytut
publikacji, nazwa wydawnictwa, rok wydania)

Prace badawcze:
4b1.Balcerczyk A, Rybaczek D, Wojtala M, Pirola L, Okabe J, EI-Osta A. (2016) ,Pharmacological
inhibition of arginine and lysine methyltransferases induces nuclear abnormalities

and suppresses angiogenesis in human endothelial cells” Biochem Pharmacol 121:18-32.

IF = 4,581; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan =0

Moj wktad w powstanie wyzej wymienionej pracy polegat na opracowaniu jej koncepcji, wyborze
metodyki badan, wykonaniu wiekszosci oznaczen (analizie proliferacji HMEC-1, migracji, tworzenia
struktur kapilarnych na podtozu Matrigel™, badaniu uwalniania cytokin/chemokin regulujgcych
proces angiogenezy) i asystowaniu przy analizach immunocytofluorescencyjnych (przygotowywaniu
komdrek do inkubacji z wybranymi przeciwciatami), analizie i opracowywaniu wynikéw badar,
sformutowaniu wnioskow, przygotowywaniu pracy do druku i dyskusji z uwagami recenzentow. Maj
udziat procentowy szacuje na 70%.

4b2.0kabe J, Fernandez A, Ziemann M, Keating S, Balcerczyk A, El-Osta A. (2014) "Endothelial
transcriptome in response to pharmacological methyltransferase inhibition" ChemMedChem 9
(8):1755-62.

IF = 2,968; pkt. MNiSW = 30; Liczba cytowan =4

Moj wktad w powstanie wyzej wymienionej pracy polegat na: (i) opracowywaniu koncepcji pracy
dotyczgcej wptywu farmakologicznej inhibicji metylotransferaz lizynowych i argininowych
na metabolizm komdrek srddbtonka naczyniowego, (ii) planowaniu i wykonaniu doswiadczen
z udziatem AMI-1 i AMI-5 (hodowla komdrek; przygotowywanie probek RNA do sekwencjonowania —
izolacja RNA, przygotowanie bibliotek do sekwencjonowania NGS; przygotowanie prdobek cDNA
do potwierdzenia wynikéw z RNAseq, analiza poziomu metylacji H3K4, H3K9 w HMEC-1 poddanych
dziataniu inhibitorow AMI-1 i AMI-5 technikq Western blotting, poprzedzonq kwasowq izolacjq frakcji
biatek histonowych), (iii) przygotowywaniu stabilnych knockout’ow Set7 (HMEC-1 Set7KD), (iv)
interpretacji otrzymanych wynikow badan z panelu biochemicznego i po analizie bioinformatycznej
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wykonanej przez bioinformatykdw, (v) uczestniczeniu w przygotowywaniu manuskryptu do publikacji.
MOoj udziat procentowy szacuje na 25%.

4b3.Rafehi H, Balcerczyk A, Lunke L, Kaspi A, Ziemann M, Harikrishnan KN, Okabe J, Khurana I, Ooi J,
Khan AW, Du X-J, Chang L, Haviv |, Karagiannis TC, El-Osta A. (2014) “Vascular histone
deacetylation by pharmacological HDAC inhibition” Genome Research 24(8):1271-842014.

IF = 14,630; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 27

Mdj wktad w powstanie wyZej wymienionej pracy polegat na (i) uczestniczeniu w opracowywaniu
koncepcji pracy, (ii) planowaniu i wykonywaniu doswiadczer (hodowla komdrkowa; sprawdzanie
profilu acetylacji/metylacji biatek histonowych poddanych dziataniu inhibitoréw deacetylaz histonéw
- TSA i SAHA; przygotowaniu probek RNA i ChIP do sekwencjonowania NGS (RNAseq, ChlPseq);
przygotowaniu probek cDNA do zweryfikowania danych z RNAseq); scharakteryzowaniu profilu
przeciwzapalnego HMEC-1 pod wptywem farmakologicznej inhibicji HDACs; (iii) obrobce i interpretacji
otrzymanych wynikéw badan, (iv) uczestniczeniu w interpretacji wynikéw po analizie
bioinformatycznej oraz (v) uczestniczeniu w przygotowaniu manuskryptu. Moj udziat procentowy
szacuje na 30%.

4b4.Pirola L*, Balcerczyk A*, Tothill R, Haviv |, Kaspi A, Lunke S, Karagiannis TC, Ziemann M, Tonna S,
Kowalczyk A, Beresford-Smith B, Macintyre G, Kelong M, Hongyu Z, Jinfeng S, Zhu J, El-Osta A.
(2011) “Genome-wide analysis distinguishes hyperglycemia regulated histone acetylation and
DNA methylation signatures of primary vascular cells” Genome Research 21:1601-1615.
(*rownocenny udziat w powstawaniu pracy)

IF = 13,608; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 87

MG¢j wktad w powstanie wyzej wymienionej pracy polegat na (i) uczestniczeniu w opracowywaniu
koncepcji pracy, (ii) planowaniu i wykonywaniu doswiadczeri (hodowla komdrkowa; izolacja RNA
i przygotowywanie probek do analiz na mikromacierzach ekspresyjnych; przygotowywanie probek
ChlP do sekwencjonowania; potwierdzeniu wynikéw z sekwencjonowania NGS (dla wybranych
gendow) metodq Real-Time PCR), (iii) obrdbce i interpretacji wynikow badan, oraz (iv) uczestniczeniu
w przygotowaniu manuskryptu, a takze (v) odpowiadaniu na uwagi recenzentow (przygotowanie
probek DNA do analizy profilu metylacji metodq sekwencjonowania NGS (hodowla bakteryjna,
konwersja z wodorosiarczynem sodu). Méj udziat procentowy szacuje na 30%.

4b5.0kabe J, Orlowski C, Balcerczyk A, Tikellis C, Thomas MC, Cooper M, El-Osta A. (2012)
“Distinguishing Hyperglycemic Changes by Set7 in Vascular Endothelial Cells” Circ Res 110:1067-
1076.

IF =11,861; pkt. MNiSW = 50; Liczba cytowan = 63

Mdéj wktad w powstanie wyzej wymienionej pracy polegat na (i) planowaniu i wykonywaniu
doswiadczeri polegajgcych na wykazaniu roli metylotransferazy Set7/9 w aktywacji szlaku NFkB
(przygotowywaniu stabilnych knockout’dw z wyciszong ekspresjqg Set7 (system leniwirusowy)
oraz z nadekspresjq metylotransferazy (system adenowirusowy); charakterystyce biochemicznej
otrzymanych transfektantow — sprawdzanie ekspresji Set7 na poziomie mRNA (Real-Time PCR) i
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biatka (Western blotting); sprawdzaniu reakcji transfektantow na warunki hiperglikemiczne — analiza
ekspresji gendw ‘odpowiadajgcych’ na zmiany stezenia glukozy w medium zewngtrzkomorkowym),
(ii) obrobce i interpretacji wynikéw badan oraz (iii) uczestniczeniu w przygotowaniu manuskryptu.
M0dj udziat procentowy szacuje na 23%.

4b6.Keating ST, Ziemann M, Okabe J, Khan AW, Balcerczyk A, EI-Osta A. (2014) “Deep sequencing
reveals novel Set7 networks” CMLS 71(22):4471-86.

IF = 5,808; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan = 8

Moj wktad w powstanie wyZej wymienionej pracy polegat na (i) uczestniczeniu w opracowywaniu
koncepcji pracy, (ii) przygotowywaniu komdrek z wyciszonq ekspresjq Set7 (HMEC-1 Set7KD)
i scharakteryzowaniu otrzymanych KDs od strony biochemiczno-molekularnej (analiza ekspresji Set7
na poziomie mRNA i biatka, analiza krzywej wzrostu transfektantow/cyklu komdrkowego), (iii)
opracowywaniu wynikéw badan i (iv) uczestniczeniu w przygotowaniach pracy do druku. Méj udziat
procentowy szacuje na 20%.

Prace przeglagdowe:
4b7.Kwa FAA, Balcerczyk A, Licciardi P, El-Osta A, Karagiannis TC. (2011) “Chromatin modifying
agents — the cutting edge of anti-cancer therapy”. Drug Discovery Today 16:543-547.

IF = 6,828; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 19

Moj wktad w powstanie wyZej wymienionej pracy polegat na napisaniu wstepnej wersji
wprowadzenia do tematyki artykutu oraz rozdziatu dotyczgcego inhibitorow deacetylaz histonow,
a takze przygotowaniu schematu zwigzkow | uczestniczeniu w ostatecznym redagowaniu pracy
i ustosunkowywaniu sie do uwag recenzentow. Mdj udziat procentowy szacuje na 25%.

4b8.Balcerczyk A, Pirola L. (2010) “Therapeutic potential of activators and inhibitors of sirtuins”
Biofactors 36:383-393.

IF = 2,793; pkt. MNiSW = 20; Liczba cytowan = 32

Moj wktad w powstanie wyzej wymienionej pracy polegat na napisaniu rozdziatow 1-5 oraz
przygotowaniu schematdow, modyfikacji manuskryptu zgodnie z uwagami recenzentéow. Mdj udziat
procentowy szacuje na 80%.

4b9.Pirola L, Balcerczyk A, Okabe J, EI-Osta A. (2010) “Epigenetic links to diabetic complications”
Nature Rev. Endocrinol. 6:665-675.

IF =9,971; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 103

Mdj wktad w powstanie wyzej wymienionej pracy polegat na napisaniu rozdziatdw dotyczgcych
wptywu kontroli poziomu glukozy w przebiegu cukrzycy, opisaniu hipotezy kodu histonowego
oraz w uczestniczeniu przygotowywaniu schematow i pracy do ztozenia w czasopismie. Maoj udziat
procentowy szacuje na 25%.
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(4c) Omoéwienie celu naukowego ww. prac i uzyskanych wynikéw wraz z omodwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Wprowadzenie do tematyki badan

Mechanizmy epigenetyczne, odpowiedzialne na ,ksztatt epigenomu”, regulujace zjawisko
dziedziczenia pozagenowego, zostaly zrozumiane catkiem niedawno i nadal s3 obiektem
intensywnych badan. Kamieniem milowym w charakterystyce ztozonosci modyfikacji
epigenetycznych odgrywajacych kluczowa role w kontrolowaniu procesu ekspresji gendéw
i dziedziczenia pozagenowego, byto rozpoczecie badan z zaangazowaniem wysokoprzepustowego
sekwencjonowania NGS (ang. genome-wide Next Generation Sequencing). Niemniej jednak szereg
aspektéw funkcjonowania epigenomu, pozwalajgcych na lepsze zrozumienie wptywu $Srodowiska na
organizm cztowieka, procesu starzenia, czy niekontrolowane] ekspresji gendw wystepujacej w wielu
stanach chorobowych, pozostaje ciggle niewyjasnionych lub poznanych jedynie fragmentarycznie.

Potranslacyjne modyfikacje histonow rdzeniowych

Potranslacyjne modyfikacje biatek histonowych, obok metylacji DNA oraz dziatalnosci
niekodujacych RNA, ncRNA (ang. non-coding RNA), stanowig jeden z mechanizmdw epigenetycznych
regulujacych procesy reorganizacji struktury chromatyny.

Polegajag one na przytagczeniu do
histonow okreslonych grup
chemicznych i  dotycza  ogona _— f’f'
aminokwasowego (Rys. 1), frag- ’

mentu biatka bezposrednio nie

£7]
bAL R

zaangazowanhego w strukture i
49
nukleosomu - podstawowej jednostki U
strukturalnej chromatyny [Dawson Rys. 1. Schemat budowy rdzenia nukleosomu
i Kouzarides 2012; Feinberg 2007]. uwzgledniajgcy lokalizacje wybranych aminokwasow

ulegajgcych modyfikacjom potranslacyjnym
[Dawson i Kouzarides 2012].

Wybrane reszty aminokwasowe ogondéw biatek histonowych moga ulega¢ m.in. acetylacji,
metylacji, fosforylacji oraz innym procesom wyszczegdlnionym w Tabeli 1. Modyfikacje te majg
istotne znacznie dla struktury chromatyny i powodujg jej reorganizacje, zaréwno (i) bezposrednio -
wptywajac na interakcje: histony-DNA, histon-histon, nukleosom-nukleosom, jak réwniez (ii)
posrednio — poprzez ich dziatanie informacyjne - zaistnienie jednej modyfikacji moze warunkowac
kolejng, jak rowniez inicjowac przytgczanie sie do zmodyfikowanych histonéw innych biatek
posiadajgcych potencjat do dalszego modyfikowania chromatyny. Dzieje sie tak np. w przypadku
trimetylacji lizyny 9 czy 27 histonu 3 (H3K9me3, H3K27me3). Do tak zmodyfikowanych lizyn chetnie
przytaczajg sie biatka posiadajgce w swej strukturze chromodomene, takie jak HP1
(ang. Heterochromatin Protein 1), powodujgc lokalng kondesacje chromatyny w danym obszarze.
Z kolei reszty aminokwasowe ogondw histonowych, ktdre ulegty acetylacji, sg preferencyjnie
rozpoznawane przez biatka zawierajgce bromodomene, np. kompleks biatkowy SWI/SNF
(ang. SWitch/Sucrose Non-Fermentable), dokonujgcy rearanzacji nukleosomoéw. Lokalne zmiany
poziomu kondensacji chromatyny wptywajg na dostep czynnikdow transkrypcyjnych do DNA,
a w konsekwencji na ekspresje gendw i procesy metaboliczne [Feinberg 2007; Handy i wsp. 2011;
Liu i wsp. 2015; Wierzbicki 2004; Zhang i wsp. 2015].


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867412007623#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867412007623#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867412007623#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0092867412007623#!
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Tabela 1. Modyfikacje potranslacyjne biatek histonowych i ich potencjalne znaczenie dla metabolizmu
komorki [Bannister i Kouzarides 2011, Bowman i Poirier 2015; Portela i Estller 2010; Ren i wsp. 2011;

Zhang i wsp. 2015].

Modyfikacja

Modyfikowana reszta
aminokwasowa

Znaczenie biologiczne modyfikacji

Acetylacja (ac)

Lizyna (K)

Aktywacja transkrypcji, replikacja DNA,
naprawa DNA, sktadanie chromatyny

Metylacja (me)

Lizyna (K): mel/me2/me3
Arginina (R): mel/me2s/me2a

Aktywacja/represja transkrypcji

Fosforylacja (p)

Seryna (S)
Treonina (T)
Tyrozyna (Y)

Aktywacja/represja transkrypcji, kondensacja
i segregacja chromosomow, naprawa DNA,
mitoza, apoptoza

Ubikwitynacja (ub)

Lizyna (K)

Aktywacja transkrypcji, mejoza

Sumoilacja (su)

Lizyna (K)

Represja transkrypcji

ADP-rybozylacja (ar)

Kwas glutaminowy (E)

Regulacja transkrypcji, relaksacja chromatyny,
naprawa DNA, apoptoza

Deiminacja (cit) Arginina (R) Regulacja transkrypcji
Regulacja transkrypcji,
Krotonylacja (cr) Lizyna (K) .g , ) yp_J
odpowiedz na uszkodzenia DNA
Biotynylacja (bio) Lizyna (K) Regulacja transkrypcji

Izomeryzacja prolin

Prolina (P): trans =% cis

Regulacja transkrypcji

Sposréd wyzej wymienionych modyfikacji (Tabela 1) najwiekszy wptyw na rearanzacje

chromatyny ma proces acetylacji i

metylacji

reszt aminokwasowych

(lizyn, lizyn/arginin;

odpowiednio) wolnych ogondéw biatek histonowych, (Rys. 2).

DNA Nukleosom

acetylacja, metylagja (?)

deacetylacja, demetylagja (?

Heterochromatyna

N

® Modyfikacje biatek histonowych

Euchromatyna

Rys. 2. Wptyw acetylacji i metylacji na konformacje chromatyny

[Adcock i wsp. 2006].

Acetylacja histonow

Acetylacja obejmuje swym dziataniem wszystkie 4 histony rdzeniowe nukleosomu: H2A, H2B,
H3 i H4; (Rys. 3). Proces ten jest katalizowany przez acetylotransferazy histonowe HATs
(ang. histone acetyltransferases) przenoszgce grupe acetylowg z acetylokoenzymu A na grupe
aminowga bocznego tancucha lizyny. Acetylacja neutralizuje dodatni tadunek lizyny, co powoduje
ostabienie oddziatywania DNA — histony i w konsekwencji prowadzi do rozluznienia struktury
chromatyny, utatwienia dostepu czynnikéw transkrypcyjnych do DNA oraz wielopodjednostkowych
komplekséw odpowiedzialnych za reorganizacje chromatyny np. SWI/SNF, ISWI, CHD czy Ino80,
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i aktywacji transkrypcji [Krasnov i wsp. 2016]. Odtgczenie grupy acetylowej (deacetylacja) odbywa sie
za posrednictwem deacetylaz histondw HDACs (ang. histone deacetylases). Globalnie,
deacetylacja biatek histonowych, skutkuje zwiekszeniem stopnia upakowania chromatyny
i korelowana jest z wyciszeniem transkrypcji, (Rys. 2) [Bannister i Kouzarides 2011; Portela i Estller
2010].
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Rys. 3. Miejsca acetylacji i metylacji ogondw aminokwasowych histondw rdzeniowych
[Adcock i wsp. 2006; Bannister i Kouzarides 2011].

Metylacja histonow: H3 i H4 (H3me, H4me)

Metylacja biatek histonowych polega na przytaczaniu reszt metylowych do lizyny i/lub
argininy w procesach katalizowanych przez metylotransferazy lizynowe/argininowe, odpowiednio
(ang. protein lysine methyltransferases (PKMTs)/protein arginine methyltransferases (PRMTs)).
Zasieg metylacji ogranicza sie do histonu H3 i H4, (Rys. 3). W odrdznieniu od acetylacji, metylacja
moze zaréwno stymulowac jak i hamowac proces transkrypcji, w zaleznosci od lokalizacji
aminokwasu w tancuchu oraz liczby przytagczonych grup metylowych (lizyna ulega mono-, di- lub tri-
metylacji - Kmel/Kme2/Kme3, arginina za$ maksymalnie moze by¢ dimetylowana - Rmel/Rme2).
Badania genomu technika NGS poprzez sekwencjonowanie prébek po immunoprecypitacji
chromatyny (ChIPseq) wykazaty, iz w obrebie miejsc promotorowych gendéw aktywnych
transkrypcyjnie, obserwuje sie wzmozong metylacje lizyny 4, 36 i 79, histonu 3 (H3K4me, H3K36me,
H3K79me). Modyfikacje wskazanych powyzej lizyn uwaza sie za markery aktywacji transkrypcji.
Natomiast metylacje lizyny 9, 27 histonu 3 (H3K9me, H3K27me) oraz lizyny 20 histonu 4 (H4K20me)
wskazuje sie jako markery wyciszenia transkrypcji — modyfikacje te obserwuje sie w regionach
promotorowych gendéw nieaktywnych transkrypcyjnie. Jednakze nie zawsze wzér metylacji histonéw
mozna odczytywaé jednoznacznie w kwestii aktywacji/wyciszenia transkrypcji. Liczne badania
wskazujg, iz metylacja w obrebie tej samej lizyny moze wigzaé sie z przeciwstawnymi dziataniami
wzgledem ekspresji genéw, Tabela 2. Podczas gdy trimetylacja lizyn 9 i 27 histonu 3 oraz 20 histonu 4
(H3K9me3, H3K27me3 i K4K20me3) jest zwigzana z represjg transkrypcyjng i/lub lokalnym
upakowaniem chromatyny (tworzeniem sie heterochromatyny) [Bannister i Kouzarides 2011; Barski
i wsp. 2007], monometylowanie tych aminokwaséw (H3K9me1, H3K27mel i K4K20mel) stwierdzono
gtéwnie w regionach euchromatynowych i zwigzanych z aktywacjg genéw [Barski i wsp. 2007;
Vakoc i wsp. 2006].
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Wyjatek od przytoczonych powyzej ,wzorcéw korelacji” zmetylowanych reszt lizyny
zwigzanych z aktywacjg/wyciszeniem procesu transkrypcji, obserwuje sie w genach, ktére regulujg
rozwdj komodrek macierzystych, w ktérych H3K4me3 i H3K27me3 wspdtistniejg jako "domeny
dwuwartosciowe", utrzymujac kluczowe geny odpowiedzialne za réznicowanie w stanach gotowych
do pdzniejszej aktywacji [Meissner i wsp. 2008].

Tabela 2. Charakterystyka struktur chromatyny uwzgledniajgca lokalizacje epigenetycznych
markeréw aktywacji/wyciszenia transkrypcji, warunkowanych acetylacjg i metylacjq biatek
histonowych [Bannister i Kouzarides 2011; Barski i wsp. 2007; Portela i Esteller 2010].

Euchromatyna Heterochromatyna

Niski poziom kondensacji, . . .
. Wysoki poziom kondensacji,
otwarta struktura, zwiekszona . .
Struktura ., ny zamknieta struktura, niedostepna
dostepnos¢ czynnikdw o .
dla czynnikéw transkrypcyjnych

j'>g. o transkrypcyjnych do DNA

% S Bogata w geny aktywne Bogata w sekwencje niekodujace
g % Sekwencja DNA & geny . .y g. ) ) 12

8 transkrypcyjnie i sekwencje powtarzalne

= 9 izdv nieak ” —

5 £ Nigdy nieaktywna transkrypcyjnie
S (h. konstytutywna) lub warunkowo

Aktywnos¢ Aktywna transkrypcyjnie aktywna transkrypcyjnie w
okreslonych fazach cyklu
komarkowego (h. fakultatywna)

Lo i Hiperacetylacja histonu 3i 4 Hipoacetylacja histonu 3i 4

o Acetylacja histonéw
o S (H3ac, H4ac) (H3ac, H4ac)
Fal ®)
] E H3K4me2, H3K4me3,
5 S Lo B H3K79me1l,; H3K27me2, H3K27me3, H3K9me?2,
S w Metylacja histonow o .

a W mniejszym stopniu: H3K9me3

H3K9mel, H3K27mel, H4K20

Uzyskiwane dane na temat roli postranslacyjnych modyfikacji histonédw w regulacji:
konformacji chromatyny > ekspresji genéw > metabolizmu, przyczynity sie do postawienia hipotezy
kodu histonowego [Lennartsson i Ekwall 2009]. Bez watpienia modyfikacje histondw sterujg réznymi
aspektami aktywnosci wybranych fragmentéw genomu, jednak wyodrebnienie uniwersalnego wzoru
modyfikacji histondw, ktéry determinowatby okreslong aktywnos¢ transkrypcyjng gendw, wydaje sie
by¢ bardzo trudne i mato prawdopodobne. Nie umniejsza to jednak znaczenia modyfikacji histonéw
w epigenetycznej maszynerii kontrolujgcej metabolizm zaréwno z poziomu fizjologicznego
jak i licznych stanéw patologicznych. S3 one bowiem waznymi markerami funkcji i stanu chromatyny.

Epigenetyka a funkcjonowanie srodbtonka naczyniowego

Jak podaja raporty Swiatowej Organizacji Zdrowia, pierwsze miejsce na liscie choréb
cywilizacyjnych zajmujg schorzenia ukfadu krazenia. Niejednokrotnie u podstaw zaburzen
funkcjonowania uktadu naczyniowo-sercowego lezy dysfunkcja srédbtonka naczyniowego, warstwy
komérek o grubosci okoto 0,5-1 um wyscietajgce wnetrze naczyn krwionosnych. Cate lata uwazano,
iz Srédbtonek jest rodzajem biernej bariery pomiedzy krwig a otaczajgcymi naczynie tkankami
[Cines i wsp. 1998]. Obecnie S$rédbtonek traktuje sie jako ,rozproszony organ endokrynny”
rozposcierajagcy sie na powierzchni okoto 7 m’ Jego zaangazowanie W szereg procesow
metabolicznych kluczowych dla funkcjonowania catego organizmu, m.in. angiogeneze, procesy
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krzepniecia krwi i fibrynolizy, regulacje wazomotoryki naczyn i ciSnienia krwi, reakcje zapalne
czy procesy odpornosciowe, warunkowane jest mnogoscig syntezowanych i wydzielanych przez niego
czynnikéw aktywnych biologicznie [Rohlenova i wsp. 2017], (Rys. 4).

PROKOAGULANTY

Czynnik V ANTYKOAGULANTY

Inhibitor Aktywatora Plazminogenu-1,2 (PAI-1, 2) Antytrombina Il (AT 1) »
Czynnik aktywujgcy plytki (PAF) Heparyno—podobny glikoazaminoglikan
Tromboplastyna Prostacyklina !

Tromboksan A2 (TXA2) Trombomodulina )

Czynnik von Willebranda (VWF) Tkankowy Aktywator Plazminogenu (TPA)

”

Koagulacja

CZYNNIKI AGIOGENNE

Nabtonkowy czynnik wzrostu (EGF)
Czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF)
Transformujacy czynnik wzrostu (TGF-B)
Plytkopochodny czynnik wzrostu (PDGF)
Naczyniowo-srédbtonkowy czynnik wzrostuj
(VEGF: VEGFA, VEGFB)

MEDIATORY STANU ZAPALNEGO
Leukotrieny, np. C4, D4, E4

Chemoatraktanty, np. CCL2, CCL8
Komodrkowe biatka adhezyjne: ICAM-1, VCAM-1
Interleukiny, np. IL-1,6,8

Kontrola wazomotoryki naczyn

e 'y

WAZODYLATATORY CZYNNIKI O DZIALANIU WAZOKONSTRYKCYJNYM
Srodbtonkowy czynnik hiperpolaryzujacy (EDHF) Enzym konwertujacy angiotensyne (ACE)
Tlenek azotu (NO*) Czynnik skurczowy pochodzenia srédbtonkowego (EDCF)
Prostacyklina (PGI2) Wolne rodniki, np. anionorodnik ponadtlenkowy
Prostaglandyna E2 (PGE2) Prostaglandyna (F2a)

Tromboksan A2 (TXA2)

Rys. 4. Przeglgd czynnikéw syntezowanych i wydzielanych przez srodbfonek naczyniowy,
warunkujgcych jego funkcjonowanie [Wojtala, Pirola, Balcerczyk 2016].

Ponad trzy dekady badan w dziedzinie epigenetyki ujawnity szereg mechanizméw regulacji
ekspresji gendw wynikajacych z oddziatywan czynnikéw $rodowiskowych, pozagenowych,
na organizm cztowieka, w tym réwniez na srdédbtonek [Fish i wsp. 2005; Fraineau i wsp. 2015; Park
i wsp. 2013]. Wyniki tych badan stanowig cenne Zrédto wiedzy dla zapobiegania/leczenia wielu
chordb uktadu krazenia, identyfikacji potencjalnych markeréw standw patologicznych, projektowania
nowych lekéw [Man i wsp. 2016; Matouk i Marsden 2008; Walace i wsp. 2017; Yan i wsp. 2010].

Szacuje sie, ze w okoto 50% ekspresja gendw jest regulowana przez mikroRNA (miR)
[Fraineau i wsp. 2015]. Badania z uzyciem mikromacierzy pozwolity na wyodrebnienie czasteczek,
ktorych ekspresja ulega modyfikacjom w réznego typu stanach patalogicznych, np. w cukrzycy — miR-
21, miR-27a, miR-27b, miR-126, miR-130a - wplywajagc m.in. na potencjat angiogenny
Srédbtonkowych komaorek progenitorowych (EPCs) [Meng i wsp. 2012], czy w chorobie wiencowej —
miR-221, miR-222 — modulujac odpowiedZz dojrzatych komdrek progenitorowych (ECFCs)
na warunki hipoksji, dziatanie TGF-B [Chang i wsp. 2014]. |dentyfikacja wyszczegdlnionych mikroRNA
rodzi szereg dalszych pytan, chociazby o specyficznos¢ czy mozliwosci manipulacji ekspresjg miRNA
w celu usuwania/minimalizowania zmian patologicznych w $rédbtonku i sktania do kolejnych analiz.

Badania wptywu metylacji/demetylacji DNA na ekspresje gendéw warunkujgcych
funkcjonowanie srédbtonka w duzej mierze oscyluja wokét srédbtonkowej syntazy tlenku azotu
(eNOS). W oparciu o analize metylacji promotora eNOS stwierdzono, ze poza wazing funkcjg
regulatora napiecia/relaksacji naczyi czy angiogenezy, enzym ten moze odgrywac kluczowg role
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w procesach réznicowania komaérek. Wykazano, ze farmakologiczna inhibicja metylacji DNA skutkuje
(i) podwyzszeniem ekspresji eNOS w komdrkach miesni gtadkich naczynia (VSMCs) [Chen i wsp. 2004;
Fish i wsp. 2005], oraz (ii) promuje réznicowanie mysich embrionalnych komorek macierzystych
(mESCs) do komoérek $rddbtonka [Banerjee i Bacanamwo 2010]. Zaangazowanie eNOS w proces
réznicowania potwierdzono réwniez w odniesieniu do komdrek ludzkich, wykazujgc ze demetylacja
eNOS oraz GATA-2, GATA-3 odwracalnie stymuluje réznicowanie ludzkich komérek macierzystych
(hESCs) do komadrek $rédbtonka [Lagarkova i wsp. 2008, Lagarkova i wsp. 2010]. Metylacja DNA
jak i potranslacyjne modyfikacje biatek histonowych sg szczegdlnie intensywnie analizowane z uwagi
na ich zaangazowanie w pamie¢ metaboliczng [Brasacchio i wsp. 2009; Mishra i wsp. 2016].
Oba wymienione powyzej typy modyfikacji epigenetycznych mogg z czasem staé sie nieodwracalne,
co ttumaczy dtugotrwate szkodliwe dziatanie pamieci metabolicznej, m.in. powiktania naczyniowe
w cukrzycy typu 2 (T2DM, ang. type 2 diabetes mellitus) nawet po poprawie kontroli glikemii
[Prattichizzo i wsp. 2015; Reddy i Natarajan, 2013].

Badania skupiajgce sie na maszynerii epigenetycznej odpowiedzialnej za potranslacyjne
modyfikacje biatek histonowych pokazujg jej olbrzymi wktad w regulacje metabolizmu komérek
Srédbtonka naczyniowego. W samych modyfikacjach wolnych ogonéw aminokwasowych biatek
histonowych upatruje sie swego rodzaju uniwersalnego kodu zawiadujgcego procesami transkrypcji.
Analizy prowadzone z zastosowaniem inhibitorow m.in. procesu acetylacji/metylacji wykazaty
zaangazowanie specyficznych enzymoéw (deacetylaz/metylotransferaz histonéw) w regulacje
kluczowych dla srédbtonka funkcji, determinujacych jego udziat w: angiogenezie [Balcerczyk i wsp.
2016; Diehl i wsp. 2007; Kaluza i wsp. 2011; Mottet i wsp. 2011], odpowiedzi na bodzce zapalne,
[Chen i wsp. 2001; Guarani i wsp. 2011], procesach wazorelaksacji [Rossig i wsp. 2002] czy adhezji
[Dreger i wsp. 2012]. Niemniej jednak konieczne sg dalsze badania w celu szczegétowego
scharakteryzowania potencjatu terapeutycznego wybranych elementéw maszynerii epigenetycznej,
w szczegblnosci dotyczacej potranslacyjnych modyfikacji biatek histonowych.

11
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Cele/zadania badawcze
Problematyka badan prowadzonych przeze mnie w ramach prezentowanej rozprawy
habilitacyjnej dotyczy  analizy  wptywu reorganizacji chromatyny  warunkowanej
acetylacjg/metylacjg reszt aminokwasowych ogonéw histonowych na wybrane funkcje komérek
srédbtonka naczyniowego. Podjete dziatania badawcze polegaty na:
(i) okresleniu roli metylotransferaz lizynowych i arginiowych w funkcjonowaniu komérek
srodbtonka,
(ii) scharakteryzowaniu transkrypcyjno-biochemicznego profilu s$rdédbtonka naczyniowego
w konsekwencji farmakologicznej inhibicji deacetylaz histondw,
(iii) zdefiniowaniu  odpowiedzi acetylomu s$rddbtonka  naczyniowego na  warunki
hiperglikemiczne.

Materiat badawczy

Materiat do badan stanowity komdrki sréddbtonka naczyniowego: (i) pierwotne, izolowane
z zyly pepowinowej HUVECs (ang. human umbilical vein endothelial cells); (ii) pierwotne, z aorty
HAECs (ang. human aortic endothelial cells); (iii) unieSmiertelnione, linia komdrkowa srédbtonka
mikronaczyniowego, HMEC-1 (ang. human microvascular endothelial cells) oraz myszy szczepu
C57BL/6.

Wyniki
I. Rola metylotransferaz lizynowych i arginiowych w funkcjonowaniu komdrek srodbtfonka,

ze szczeqolnym uwzglednieniem procesu angiogenezy

4b1. Balcerczyk A, Rybaczek D, Wojtala M, Pirola L, Okabe J, EI-Osta A. (2016) ,,Pharmacological inhibition of arginine and
lysine methyltransferases induces nuclear abnormalities and suppresses angiogenesis in human endothelial cells”
Biochem Pharmacol 121:18-32.

4b2. Okabe J, Fernandez A, Ziemann M, Keating S, Balcerczyk A, EI-Osta A. (2014) "Endothelial transcriptome in response

to pharmacological methyltransferase inhibition" ChemMedChem 9 (8):1755-62.
4b7. Kwa FAA, Balcerczyk A, Licciardi P, EI-Osta A, Karagiannis TC. (2011) “Chromatin modifying agents — the cutting edge
of anti-cancer therapy”. Drug Discovery Today 16:543-547.

Pierwsze doniesienia dotyczgce metylacji histondw i znaczenia e-N-metylacji lizyny pojawity
sie w roku 1964. Od tego czasu, postep wiedzy w zakresie biologii chromatyny dokonuje sie poprzez
charakterystyke poszczegdlnych metylotransferaz (ang. MTases) odpowiedzialnych za metylacje
wybranych lizyn/arginin, wigzac je z regulacjg procesu transkrypcji, a ostatnio przez zastosowanie
sprawdzonych metod sekwencjonowanie wysokiej przepustowosci w odniesieniu do genomu,
jaki i proteomu. W prezentowanych badaniach dokonano oceny zaangazowania biatkowych
metylotransferaz arginiowych i lizynowych (PRMTs i PKMTs) w regulacje metabolizmu komdérek
Srédbtonka mikronaczyniowego HMEC-1. Jako narzedzie do badan wykorzystano inhibitory AMI-1
i AMI-5, wykazujgce szerokie spektrum specyficznosci (AMI-1 hamuje gtéwnie aktywnos$¢ PRMTs,
podczas gdy AMI-5 — zaréwno PRMTs, jak i HKMTs), Tabela 3. Doniesienia literaturowe
charakteryzujgce specyficzno$é¢ zastosowanych inhibitorow zweryfikowano poprzez (i) analize
aktywnosci metylotransferazy Set7 (4b2), oraz (ii) analize metylacji wybranych reszt
aminokwasowych: H3K4mel/me2/me3, H3K9me3, H3K27me3, H3R17me2a — metodg Western
blotting, jak i immunocytofluorescencyjnie — H3K4me3, H3K9mM3, (4b2, 4bi1). Wyniki
przeprowadzonych eksperymentéow pokazaty, iz poddanie komdrek inkubacji z testowanymi
inhibitorami obniza poziom metylacji analizowanych reszt lizynowych i reszty argininowe;j,
jak réwniez hamuje aktywnos¢ Set7 PKMT (AMI-5, ale nie AMI-1).
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Tabela 3. Podsumowanie biochemicznych wtasciwosci AMI-1 i AMi-5 (4b1).

Inhibitor

AMI-1 (Arginine N-methyltransferase inhibitor-1)

AMI-5 (Arginine and lysine N-methyltransferase inhibitor-5)

IUPAC name and molecular weight
(MW)
Chemical formula

In vitro inhibitory potency on PRMTs
(targetand IC;)

In vitro inhibitor potency toward lysine
methyltransferases

Inhibitor potency in a cell culture
system

Inhibitory mechanism

Off-target or additional activities

7,7'-{ carbonylbis{azanediyl ) bis (4-oxidonaphthalene-2-
sulfonate ), sodium salt; MW: 592.4

Yeast Type | PRMT Hmtlp, 1G5 = 3.0 pM
Human PRMT1, IC,, = 8.8 pM
Does not inhibit Suv39H1/2 nor SET7, nor DOT1 at 303 uM

>50 pM (for 50% inhibition in a nuclear receptor reporter
gene assay)

Independent from competition with the S-adenosyl
--methionine binding site

Inhibits HIV-1 reverse transcriptase (1Gsp=5 pM)

2-(2,4,5,7-Tetrabromo-3-oxido-6-oxoxanthen-9-yl)benzoate
disodium salt; MW: 754.9

Yeast Type | PRMT Hmtlp, IC5; = 0.78 pM

Human PRMTI, ICy; = 1.4 pM

Does not inhibit Suv39H1/2 at 257 pM

Fully inhibits SET7 and DOT1 at 257 pM

1Csp= 50 uM (for >50% inhibition of histone H3 lysine 4
monomethylation in HMEC-1)

Competitive inhibitor of S-adenosyl L-methionine binding

Enables Oct4-induced reprogramming of mouse embryonic

Acts as antioxidant molecule, scavenging NADPH-oxidase- fibroblasts

derived superoxide

Z poziomu funkcjonalnego stwierdzono, iz zaburzenie profilu metylacji histonéw, dziataniem
AMI-1/AMI-5, powoduje istotne zmiany w konformacji chromatyny, o ktérych wnioskowano
w oparciu o wyniki analiz immunofluoresencyjnych. Badano rozmieszczenie (lokalizacje) i ilo$¢ dwéch
izoform biatka heterochromatynowego HP-1 (ang. heterochromatin protein-1): a i y. Izoforma HP-1a
preferencyjnie znakuje heterochromatyne cetromerowa, zas izoforma HP-1y wigze sie zaréwno z
frakcja heterochromatyny jak i euchromatyny w jadrze komdrkowym, (4b1). Intensywnosc
fluorescencji komdrek wyznakowanych przeciwciatami anty-HP-1la, byta znacznie wieksza pod
wptywem inkubacji z inhibitorami (zaréwno 200 uM AMI-1, jak i 80 uM AMI-5). Wyniki te sugeruja,
iz zmiana profilu metylacji biatek histonowych, wywotana dziataniem inhibitoréw, daje sygnat
do przemodelowania konformacji chromatyny i wiekszego jej upakowania. Wyniki te korelujg
z barwieniem komodrek analogiem tymidyny, 5-etynylo-2'-deoksyurydyng (EdU), ktére wykazato
zwiekszong ilos¢ EdU we frakcji heterochromatyny, po inkubacji z AMI-1 i AMI-5, (4b1).

Epigenetyczne przemodelowanie struktury chromatyny, —
wywotane zaburzeniem aktywnosci metylotransferaz znalazto

swoje  odzwierciedlanie na  poziomie transkryptomu. 90

Sekwencjonowanie RNA wykonana technikg NGS (RNAseq),

wykazato rozlegte zmiany w ekspresji szeregu gendéw, Rys. 5.

Zgodnie z przewidywaniami zaobserwowano zdecydowanie M1 _AEs el
20
wiekszy wpltyw na transkryptom HMEC-1 inhibitora AMI-5, I I it
hamujacego aktywnosé obu typéw metylotransferaz, zaréwno ! 1 6
lizynowych jak i argininowych, (4b2). Pod wptywem AMI-5 L ! =
106

stwierdzono zmiany w ekspresji 4 573 gendw. Wsrdd nich
sie 106 ktorych  ekspresja  byta
modyfikowanych réwniez inhibitor AMI-1. Jednakze
kierunek zmian w poziomie ekspresji gendw nie zawsze byt zbiezny dla obu inhibitoréw (Rys. 5).

Rys. 5. Posumowanie rezultatow

znalazto genow,

sekwecjonowania RNA, (4b2).
przez

Analiza bioinformatyczna pokazata zmiany w poziomie ekspresji szeregu enzymoéw
epigenetycznej maszynerii odpowiedzialnej za modyfikowanie statusu metylacji biatek, zaréwno
metylotransferaz jak i demetylaz, ktore nie byty wczesniej wskazywane w literaturze jako cele dla
AMI-1 czy AMI-5, Tabela 4. Stwierdzony obraz moze by¢ konsekwencjg wtornych efektéw
wywieranych przez testowane inhibitory i interakcji pomiedzy poszczegdlnymi elementami
maszynerii epigenetycznej. Czasem bowiem aktywnos$¢ jednego enzymu warunkowana jest

aktywnoscig innego, jak to ma miejsce np. w przypadku metylotransferaz Set7, EZH2, G9a.
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Tabela 4. Zmiany ekspresji enzymow regulujgcych poziom metylacji reszt lizynowych i argininowych
w komdrkach HMEC-1 pod wptywem AMI-1/AMI-5, (4b2).

AMI- AMI-5
Gene ENSG ID™ prl FC et FCe Description
Arginine methyltransferase
PRMT1 00000126457.16 017 —1.14 79x107" —1.26 Protein arginine N-methyltransferase 1
PRMT2 00000160310.12 0.94 —1.02 0.12 —1.07 Protein arginine N-methyltransferase 2
PRMT3 00000185238.8 0.98 —1.00 o010 +1.10 Protein arginine N-methyltransferase 3
CARM1 00000142453.7 0.93 —1.02 23x107° —-113 Coactivator-Associated arginine methyltransferase 1
PRMTS 00000100462.11 0.58 —1.08 70x10° —1.14 Protein arginine N-methyltransferase 5
PRMTE 00000198890.5 0.39 +1.14 0.05 —1.14 Protein arginine N-methyltransferase 6
PRMT7 00000132600.12 0.81 —1.06 20x10° —1.23 Protein arginine N-methyltransferase 7
PRMT10 00000164169.8 091 +1.04 0.29 +1.08 Protein arginine N-methyltransferase 10
H3K4 methyltransferase
SETD7 00000145391.7 0.99 —1.00 0.8 +1.00 SET domain containing 7
MLL3 00000055609.13 0.84 +1.05 0.36 +1.05 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 3
MLL4 00000105663.9 0.78 —1.06 88x107" —135 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 4
MLLT 00000118058.15 0.81 +1.05 0.83 —-1.01 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 1
SMYD3 00000185420.14 0.85 —1.06 0.14 -1 SET and MYND domain-containing 3
SETMAR 00000170364.8 0.94 —1.04 0.02 +1.24 SET domain and mariner transposase fusion
WHSCILT 00000147548.11 0.91 +1.03 0.19 +1.06 Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1-like 1
SETTA 00000099381.12 0.82 —1.05 56x107° —1.14 SET domain-containing 1a
SETIB 000001397185 0.66 —1.09 0.04 —-113 SET domain-containing 1b
H3K4 demethylase
LSD1 00000004487.10 0.90 —1.03 0.48 —1.04 Lysine-specific demethylase 1
LSD2 00000165097.8 0.55 +1.12 0.06 +1.13 Lysine-specific demethylase 2
KDMSA 00000073614.7 0.92 +1.03 0.25 +1.06 Lysine-specific demethylase 5A
KDMS5D 00000012817.10 0.91 +1.05 0.73 —1.05 Lysine-specific demethylase 5D
KDMSB 0000011713911 0.61 +1.08 0.87 +1.01 Lysine-specific demethylase 5B
KDMSC 00000126012.7 0.87 —1.04 57x107" —1.32 Lysine-specific demethylase 5C
[a] Ensembl gene identifier (ENSG ID); [b] Adjusted P value; [c] FC: fold change.

Analiza GSEA (ang. gene set enrichment

analysis) z wykorzystaniem zdefiniowanych
zestawow genow, pozwolita na
wyszczegblnienie szlakow sygnatowych

potencjalnie modyfikowanych zahamowaniem

aktywnosci metylotransferaz lizynowych
i argininowych przez AMI-1/AMI-5. W$réd nich
znalazto sie szereg proceséw warunkujgcych
podstawowe funkcje komérek srddbtonka,
w tym angiogeneze (procesy istotne
z punktu widzenia angiogenezy/waskulogenezy
zaznaczono w Tabeli 5 kolorem czerwonym).
Dalsze badania na poziomie biochemicznym
potwierdzity wyniki analiz bioinformatycznych
RNAseq oraz wptyw AMI-1/AMI-5 na tworzenie
struktur kapilarnych in vitro, (4b1). Proces
angiogenezy jest niezwykle wazny
z fizjologicznego punktu widzenia, szczegdlnie
sie uktadu

ma olbrzymie

na etapie formowania

krwionosnego, ale réwniez
znaczenie w patologii wielu schorzen, m.in.
chorobach nowotworowych i przerzutowaniu.
Umiejetne kontrolowanie zdolnosci komodrek

$rédbtonka do tworzenia nowych naczyn,

Tabela 5. Lista szlakow sygnatowych potencjalnie
modyfikowanych dziataniem AMI-1/AMI-5, (4b2).
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poprzez modulowanie metylacji kluczowych dla angiogenezy czynnikdw, moze w istotny sposéb
przyczynic sie do zwiekszenia efektywnosci leczenia wielu chordb.

Wykorzystujgc komoérki Srédbtonka mikronaczyniowego HMEC-1 jako model badawczy,
dokonano analizy wszystkich etapdw procesu angiogenezy in vitro: proliferacji, migracji i zdolnosci
HMEC-1 do tworzenia struktur kapilarnych, w obecnosci inhibitoréw AMI-1/AMI-5, (4b1). Stosujgc
stezenia inhibitorow, ktére nie powoduja zmian w przezywalnosci komoérek (test redukgcji
resazuryny), a wptywajg na poziom metylacji wybranych reszt aminokwasowych, stwierdzono istotne
zmiany na kazdym z analizowanych etapéw procesu angiogenezy. Wykorzystujac technike cytometrii
przeptywowe] stwierdzono, ze 72 h inkubacja HMEC-1 z 200 uM AMI-1/80 uM AMI-5 zwieksza
subpopulacje komérek w fazie Go/G; cyklu komdrkowego. Analize cyklu komoérkowego uzupetniono
barwieniem komodrek (poddanych uprzednio inkubacji z inhibitorami AMI-1/AMI-5) 5-etynylo-2'-
deoksyurydyng (EdU), co umozliwito monitorowanie przebiegu replikacji DNA w fazie S. Poza
typowymi parametrami charakterystycznymi dla fazy S (jednolicie wybarwionym jadrem
komérkowym; silnym homogennym znakowaniem - specyficznym dla wczesnej fazy S; heterogennym
znakowaniem frakcji heterochromatynowej) stwierdzono takze istotne rdinice w fakultatywnej
frakcji heterochromatyny. Zaréwno 24 h jak i 72 h inkubacja komérek z inhibitorami metylotransferaz
spowodowaty nasilenie procesu agregacji heterochromatyny widoczne w postaci zwiekszenia
intensywnosci fluorescencji EdU, jak i jej ilosci (wyrazonej jako indeks znakowania). Efekt tworzenia
sie agregatéw byt znacznie lepiej widoczny dla wydtuzonego czasu inkubacji z testowanymi
zwigzkami. Poza zaburzeniem procesu proliferacji komorek srddbtonka, stwierdzono znaczne
uposledzenie zdolnosci migracyjnych HMEC-1 w aspekcie obnizonej aktywnosci metylotransferaz
argininowych (dziataniem AMI-1) oraz jednoczesnie argininowych i lizynowych (dziataniem AMI-5).
Test mimikujacy in vitro uszkodzenie-naprawe naczynia (ang. wound-healing) pokazat, ze aktywnos¢
metylotransferaz jest istotnym czynnikiem regulujgcym ten proces, Rys. 6. Efekt zahamowania
migracji HMEC-1 byt stezeniowo-zalezny i znacznie lepiej widoczny dla komadrek poddanych dziataniu
AMI-5 (dla najwyiszego stezenia AMI-5 (80 uM) stwierdzono zahamowanie migracji o okoto 80%
wzgledem kontroli — HMEC-1; a w przypadku komoérek pierwotnych HUVEC o okoto 50% wzgledem
kontroli). Analiza tworzenia struktur kapilarnych wykonana na wysokobiatkowym podtozu Matrigel™,
pokazata wrecz 100% zahamowanie procesu, w przypadku komdrek poddanych inkubacji z 80 uM
AMI-5 (w ramach kontrolowania zywotnosci komérek wykonano barwienie roztworem
acetoksymetylokalceiny (ang. calcein AM)), Rys. 6. Nizsze stezenia inhibitoréw réowniez znaczaco
uposledzaty zdolnosci HMEC-1 do tworzenia kapilar, co pokazata nie tylko mikroskopowa,
ale i parametryczna analiza wykonana przy uzyciu programu Imagel.

e

Nuclear bridges
formation

Inhibition of
capillary-like
network formation

Inhibition of
endothelial cell
migration

]

Rys. 6. Konsekwencje farmakologicznego zahamowania aktywnosci metylotransferaz lizynowych i argininowych
dziataniem AMI-1/AMI-5 dla komdrek srédbtonka naczyniowego HMEC-1.
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Angiostatyczny efekt zwigzany z zahamowaniem aktywnosci metylotransferaz prébowano
wyjasni¢ na poziomie transkrypcyjnym dokonujgc analizy poziomu ekspresji szeregu czynnikéw
znanych z literatury jako regulatory procesu angiogenezy. Badania te nie daty jednak jednoznacznych
wskazéwek dla zaproponowania potencjalnego mechanizmu wyjasniajgcego zmiany metabolizmu
komoérek $rodbtonka pod wptywem AMI-1/AMI-5. Angiostatycznemu efektowi AMI-1/AMI-5,
jakkolwiek interesujgcemu z punktu widzenia angiogenezy patologicznej, przy wydtuzonej inkubacji
(72 h) towarzyszyty zmiany w jagdrze komdrkowym, w postaci zwiekszonej ilosci mikrojgder oraz
tworzenia sie mostéw nukleoplazmowych (Rys. 6), swiadczgce o niestabilnosci chromosomowej
i genotoksycznosci badanych zwigzkéw, (4b1).

Podsumowanie ()
Badania przeprowadzone w ramach prezentowanej rozprawy habilitacyjnej wskazujg, ze:
(i) Aktywnos$é metylotransferaz argininowych/lizynowych jest czynnikiem limitujagcym proces
angiogenezy (in vitro) na wszystkich jego etapach: (i) proliferaciji, (ii) migracji, (iii) tworzenia
struktur kapilarnych.

Il. Analiza profilu funkcjonalnego srodbfonka naczyniowego w konsekwencji farmakologicznej

inhibicji deacetylaz histonow

4b3. Rafehi H, Balcerczyk A, Lunke L, Kaspi A, Ziemann M, Harikrishnan KN, Okabe J, Khurana I, Ooi J, Khan AW, Du X-J,
Chang L, Haviv |, Karagiannis TC, El-Osta A. (2014) “Vascular histone deacetylation by pharmacological HDAC
inhibition” Genome Research 24(8):1271-842014.

4b7. Kwa FAA, Balcerczyk A, Licciardi P, EI-Osta A, Karagiannis TC. (2011) “Chromatin modifying agents — the cutting edge
of anti-cancer therapy”. Drug Discovery Today 16:543-547.

4b8. Balcerczyk A, Pirola L. (2010) “Therapeutic potential of activators and inhibitors of sirtuins” Biofactors 36:383-393.

Funkcjonujgcy powszechnie paradygmat dotyczacy wptywu acetylacji  histonéw
na chromatyne i ekspresje gendw gtosi, ze proces ten powoduje rozluznienie struktury chromatyny
i zintensyfikowanie proceséw transkrypcji wymuszone tatwiejszym dostepem czynnikéw
transkrypcyjnych do DNA. Zahamowanie aktywnosci deacetylaz histonéw, z zatozenia powinno
generowac taki wtasnie obraz: globalng acetylacje i towarzyszacy jej wzrost ekspresji gendw.

[mﬁrtiglf}rrvsiﬁfﬁed} Jednak badania przeprowadzone na komdrkach srédbtonka

aorty HAECs, (Rys. 7) przy wykorzystaniu wysoko-

ChiPseg l \ przepustowego sekwencjonowania nowej generacji (NGS),
’mmﬁﬁf CpGseq LOF;::;’:: nie do konca potwierdzajg prezentowang powyzej hipoteze,
AntH3KOme3 (4b3). Do analizy acetylomu komorek $rédbtonka aorty

\ l / wykorzystano tichostatyne A (TSA) oraz SAHA (kwas

Analysis on Illumina suberanilohydroksamowy), inhibitory specyficzne wzgledem
Genome Analyzer Il . . ,
I i Il klasy deacetylaz histonéw (HDACs). SAHA, znany
rowniez pod nazwg Vorinostat/Zolinaza, jako pierwszy

inhibitor HDACs zostat dopuszczony przez amerykanskag
Map sequence to genome

Agencje Zywnoéci i Lekdw (FDA) do wykorzystania w terapii

przeciwnowotworowej, (4b7).
Confirmation by Real-Time PCR

) Analiza Western blotting ekstraktu biatkowego po
Rys. 7. Schemat analiz NGS wykonanych

' izolacii. 2 usvei Jeciwei
w ramach charakterystyki acetylomu kwasowej izolacji, uzyciem przeciwciat m.in. na

HAECs, modyfikowanego dziataniem TSA. acetylowang lizyne 9i 14 (H3K9/K14ac) pozwolita na wybdr
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stezen inhibitoréw, ktére efektywnie hamowaty deacetylazy (500 nM — TSA, 20 uM — SAHA).
Jednoczesnie, w prébkach lizatdw poddanych dziataniu inhibitoréw HDACs, stwierdzono istotny
wzrost poziomu metylacji H3K4me3, oraz niewielki H3K9me3 - modyfikacji wskazywanych
w literaturze jako markery aktywacji i wyciszenia transkrypcji, odpowiednio. ,Wielowgtkowe”
sekwencjonowanie wysokoprzepustowe (Rys. 7): RNA (RNAseq), préobek po immunoprecypitacji
chromatyny (ChlPseq) oraz DNA (CpGseq) obrazujgce zmiany w metylacji DNA, zgromadzito potezng
baze danych pozwalajagcg na analize korelacji pomiedzy zmianami w <ekspresji gendéw <>
acetylacji/metylacji histondw <> metylacji DNA >.

Sekwecjonowanie transkryptomu (RNAseq) pokazato, ze zahamowanie aktywnosci deacetylaz
histondw pochodnymi kwasu hydroksamowego, TSA i SAHA, powoduje zmiany w ekspresji okoto 30%
gendw (mniej wiecej w réwnym procencie ulegajgcych wzmozonej/obnizonej ekspres;ji,
14,5% vs 12,6 %, odpowiednio). Analiza poziomu acetylacji (H3K9/K14ac ChlIPseq) i metylacji (H3K4
ChlPseq) w obrebie regionéw promotorowych genéw (analizowano fragmenty +/- 2 500 pz,
od miejsca inicjacji transkrypcji) przeprowadzona w odniesieniu do poziomu ekspresji genéw testem
Fishera wykazata, ze obnizona ekspresja gendéw z wiekszym prawdopodobienstwem zwigzana jest
z obnizonym poziomem acetylowanej lizyny 9/14 (H3K9/14ac), jak i trimetylowanej lizyny 4
(H3K4me3) — iloraz szans (OR, ang. odds ratio) dla poszczegdlnych modyfikacji wynosit 2,47 i 3,41,
odpowiednio, Tabela 6. Analogiczna analiza przeprowadzona dla gendw o podwyzszonym poziomie
ekspresji pokazata korelacje z podwyiszonym poziomem acetylowanej lizyny 9/14 oraz
trimetylowanej lizyny 4 histonu H3 dla analizowanych fragmentéw DNA (OR dla poszczegdlnych
modyfikacji wynosit 4,8 i 6,25; odpowiednio), Tabela 6.

Tabela 6. Analiza statystyczna obrazujgca korelacje pomiedzy ekspresjqg gendw a wybranymi modyfikacjami
epigenetycznymi (H3K9/K14ac, H3K4me3), indukowanymi dziataniem TSA.

Histone P-value® Odds ratio® Decreased mRNA expression

TH3K9/14ac 4.64 x 10 * 0.39 Increased H3K9/14ac less likely to occur in down-regulated genes
1H3K9/14ac 9.38 x 1077 2.47 Decreased H3K9/14ac more likely to occurin down-regulated genes
TH3K4me3 9.80 x 10~ '* 0.17 Increased H3K4me3 less likely to occur in down-regulated genes
|H3K4me3 520 x 1072 3.41 Decreased H3K4me3 more likely to occur in down-regulated genes
Histone P-value® Odds ratio® Increased mRNA expression

TH3K9/14ac 1.76 x 1072'® 4.80 Increased H3K9/14ac more likely to occur in up-regulated genes
1H3K9/14ac 3.04 X 1021 0.26 Decreased H3K9/14ac less likely to occur in up-regulated genes
TH3K4me3 0 6.59 Increased H3K4me3 more likely to occur in up-regulated genes
|H3K4me3 3.75 %102 0.25 Decreased H3K4me3 less likely to occur in up-regulated genes

?Calculated using Fisher’s exact test of differentially regulated genes and histone modification.
POdds ratio < 1 indicates an inverse correlation.

H3K9/14ac

I 1)

Ponadto analiza danych z H3K9/K14ac ChlPseq pokazata, ze
zwiekszong acetylacje histondéw obserwowano dla fragmentéw DNA
(+/- 2 500 pz od miejsca inicjacji transkrypciji), ktére przez stymulacjg
komoérek TSA, charakteryzowaty sie niskim poziomem modyfikacji
lizyny 9/14 (kwadrat 1, Rys. 8.). Natomiast fragmenty DNA
hiperacetylowane przed zahamowaniem aktywnosci HDACs, po

1
H

fold change log2
N OoON A

1 i v
20 -16 -14
Tag proportion
prezentowaty nizszy poziom acetylacji (kwadrat IV, Rys. 8). Dane te Rys. 8. Zmiany poziomu
wskazujg, iz zahamowanie aktywnosci deacetylaz histondw przez  geetylacji w HAECs indukowane
TSA indukuje nie tylko reakcje acetylacji, ale i deacetylacji reszt dziataniem TSA, (4b3).
lizynowych biatek. W prébach wyjasniania mechanizmu deacetylacji indukowanego zahamowaniem
deacetylaz klasy | i Il przez TSA, positkowano sie wynikami analiz transkryptomu, ktére wykazaty

szereg zmian w ekspresji ko-regulatoréw procesu transkrypcji, Tabela 7. Na liScie enzyméw
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maszynerii epigenetycznej, ktérych ekspresja ulegta zmianie pod wptywem TSA, znalazto sie szereg
deacetylaz jak i acetylotransferaz histonéw, m.in. CREBBP i EP300.

Tabela 7. Zmiany ekspresji ko-regulatoréw procesu transkrypcji, (4b3).

Gene expression changes Modification at TSS Name and description
Gene Accession Adj. P-value FC H3K9/14ac  H3K4me3  CpGm Description
HDACS NM_001015053 2.03 x 10" +5.21 l 1 nc Histone deacetylase 5
HDAC3 NM_003883 6.02 x 1072 +4.96 ! 1 nc Histone deacetylase 3
HDACIT1 NM_024827 2.38 %10 : +2.33 | 1 nc Histone deacetylase 11
HDACT NM 004964 1.59 % 10 +2,11 1 1 ne i
HDAC? NM_015401 1.64 x 10 —2.58 1 nc nc Histone deacetylase 7
KAT2A NM_021078 4.94 x 107 -0.95 1 nc nc Histone acetyltransferase 2A
KATZ2B NM_003884 2.29 x 102 -0.75 ! nc nc Histone acetyltransferase 2B
KATS NM_006388 9.34 % 10 3 -2.91 1 nc nc Histone acetyltransferase 5
KATGB NM 012330 7.67 x10°%  —291 I} nc nc Histone acetyltransferase 6B

N 46 511 <10 ™ —2.99 1 nc nc CREB binding protein

EP300 NM_001429 1.12 x 103 —1.68 1 nc nc E1A binding protein p300
NCOA6 NM_014071 8.83 x 10 -2.25 1 nc nc Muclear receptor coactivator 6
NCOAS NM_020967 1.93 %107 -2.39 1 nc nc Nuclear receptor coactivator 5
NCOA2 NM_006540 1.82 % 10°° —2.62 ! nc nc Nuclear receptor coactivator 2
SMYD2 NM_020197 2.69 x 10 " -3.56 1 nc nc SMYD family member 2
SMYD3 NM_001167740 1.46 x 107 +2.69 ! nc nc SMYD family member 3
SMYDS NM_006062 3.74 x 1077 —-2.53 1 nc nc SMYD family member 5
SUV3I9HT NM_003173 5.45 x 107" —3.81 ! nc nc Suppressor of variegation 3-9 homolog 1
SUV420H1 NM_017635 6.29 x 107" -2.27 l nc nc Suppressor of variegation 4-20 homolog 1
NSD1 NM_172349 7.43 x 10°'¢ -3.78 1 nc nc Muclear receptor binding SET domain protein 1
SETD1B NM_015048 271 %107 —4.26 ! nc nc SET domain containing 18
SETD? NM_030648 4.16 x 1028 —6.06 1 nc nc SET domain containing 7

(1) Increased, (| ) decreased, (nc) no change conferred by TSA stimulation, (FC) fold change, (CpGm) CpG methylation.

Analiza GSEA ujawnita silne powigzanie acetylotransferazy EP300 z deacetylacjg histondéw
w obrebie regiondw promotorowych gendw, co zasugerowato, iz deacetylacja histondw i idacy za nig
spadek ekspresji gendw, mogg byé zwigzane z obnizeniem wigzania acetylotransferazy do DNA.
Aby zweryfikowaé bioinformatyczne prognozowanie na = B = + TSA
temat roli EP300 i CREBBP w procesie deacetylacji histonéw - = & & G646
indukowanym przez TSA, wykonano eksperyment z uzyciem g w= H3AC
inhibitora kompleksu EP300/CREBBP, C646. Zaangazowanie — == H4Ac
acetylotransferaz EP300/CREBBP w acetylacje lizyn histonéw
3 i 4 potwierdzono przez Western blotting, (Rys. 9). NG eE—- H3
Analiza Real-Time PCR pozwolita na wyszczegdlnienie Rys. 9. Wptyw C646 na acetylacje H3 i H4

gendw, ktérych ekspresja jest warunkowana aktywnoscig powodowang obecnosciq TSA, (4b3).

kompleksu EP300/CREBBP. Zahamowanie aktywnosSci acetylotransferaz 2 2.5 B OMSO
dziataniem C646 spowodowato obnizenie ekspresji: BMX, PALMD, IL-6, B 20 B TsA
BRG1, NOS3, NEFH, H2AFV, NOX4, natomiast wzrost ekspresji: IL-8, IRS2, g 1.5

STAC2. Immunoprecypitacja chromatyny majgca na celu sprawdzenie @

ekspresji gendéw EP300/CREBBP-zaleznych w obecnosci i nieobecnosci E 1o

inhibitora deacetylaz histondow, potwierdzita wczesniejsze podejrzenia § 0.5

o zaangazowaniu kompleksu acetylotransferaz w proces deacetylacji 0-

3 @
=
&

indukowany dziataniem TSA, Rys. 10. W przypadku gendw, ktore

| STAC2

ulegaty deacetylacji pod wptywem TSA (BMX, IL-6), stwierdzono obnizone
wigzanie CREBBP do DNA, skutkujgce obnizeniem ekspresji gendw na
poziomie mMRNA. Natomiast ekspresja STAC2, w obrebie ktérego

Decreased
acetylation
Increased

acetylation

zidentyfikowano poprzez H3K9/Kl14ac ChIPseq wzmozong acetylacje Rys. 10. Analiza wiqzania

indukowang dziataniem TSA, nie ulegata zmianie, wskazujac na brak zmian CREBBP do DNA
w wigzaniu CREBBP do DNA pod wptywem TSA, Rys. 10. Analiza modyfikowanego dziataniem
bioinformatyczna danych z RNAseq (GSEA) pokazata, ze geny ktérych TSA w HAECs, (4b3).

18



dr Aneta Balcerczyk Zatgcznik 2A_Autoreferat

poziom ekspresji jest modyfikowany w najwiekszym stopniu zwigzane sg z podstawowymi funkcjami
Srdédbtonka naczyniowego: angiogenezg i odpowiedzig komadrek na reakcje zapalng, Tabela 8.

Tabela 8. Ekspresja srodbtonkowo-specyficznych genow modyfikowanych dziataniem TSA, (4b3).

Increased gene expression Modification at TSS Description

Gene Accession Adj. P-value FC H3K9/14ac  H3K4me3  CpGm Endothelial and other cell functions

STC1 NM_003155 259 x 107" 42291 1 1 nc Blocks TNF permeability |

CRISPLD2 NM_031476 148 x 107" 42229 1 1 nc LP3-binding protein regulates endotoxin

| function

CKB NM_001823 8.15 x10 :;; +694.6 1 t nc Required for thrombin receptor signaling

TNFSF9 NM_003811 3.26 x 10 +177.3 1 1 nc ﬁm

AQP3 NM_004925 6.51 x10°” +98.4 1 1 nc Negative regulator of endothelial
differentiation

CELSR2 NM_001408 1.09 x10°* +46.2 i 1 nc [ Cadherin/EGF contact medlatedl
communication

SORT1 NM_002959 316 x 107 +17.5 nc 1 nc i i

EFNA3 NM_004952 3.69 x10°%° +41.4 nc 1 nc Regulation of angiogenesis and VEGFA
signaling

MAPKSIP1 NM_005456 3.18 x10°% +36.5 1 1 nc MAPK-pathway, type 2 diabetes candidate

CPA4 NM_001163446  3.68 x 10°*® +18.9 1 1 nc Histone hyperacetylation pathway (transcript
variant 2)

DUSP4 NM_004419 1771072 +14.4 1 t nc [ TNF induced regulation and MAPK-pathway]

CPA4 NM_016352 3.97 x107%¢ +18.3 1 1 nc Histone hyperacetylation pathway (transcript
variant 1)

HIFO NM_005318 415 x10°% +13.7 nc 1 nc Nucleosome structure

BAIAP2 NM_017450 3.96 x 10°*2 +28.2 1 1 nc [ Negative regulator of angiogenesis |

Decreased gene expression Modification at TSS Description

Gene Accession Adj. P-value FC H3K9/14ac  H3K4me3  CpGm Endothelial and other cell functions

PALIMD NM_017734 1.11 < 10 "; ~76.1 ! ! nc Membrane dynamics

TNFSF4 NM_003326 1.98 x 10°® -60.1 ! ! nc ytokine

CLECT4A NM_175060 4.34x10°® -32.4 ! nc nc Pro-angiogenic

NRP1 NM_003873 1.30 x 1077 -24.1 ! nc nc VEGFA-stimulation, endothelial cell migration )

NNMT NM_006169 1.74 X 10 :2 -28.4 ! nc nc S-adenosyl methionine, methyl r

BMX NM_001721 3.23x 10 38.9 ! nc nc i i i

HMGA2 NM_003483 9.19 x 10°% -29.0 ! nc nc Angiogenesis

BMX NM_203281 1.09 x 10°% —-38.3 ! nc nc T i f A (transcript vari.

suLT181 NM_014465 210x10°% ~23.9 ! nc nc RORA mediated inflammation |

TRIM22 NM_006074 6.48 % 10 :(‘) -19.2 Il nc nc Endothelial cell activation and inflammation |

HTR1B NM_000863 5.76 x 10 -21.3 ! nc nc

ILTIRLT NM_003856 2.64 x 1074 -12.8 ! nc nc Angiogenesis and vascular permeabili

BCL6B NM_181844 1.39 X 1074® -13.3 l nc nc iates -signaling in angiogenesis

TNFRSFI0D  NM_003840 454 x 10748 -10.7 i ! nc “superamily member

(1) Increased, (|) decreased, (nc) no change conferred by TSA stimulation, (FC) fold change, (CpGm) CpG methylation.

Przeprowadzony panel badan biochemicznych jednoznacznie wskazat, iz zahamowanie
aktywnosci deacetylaz histonéw dziataniem Trichostatyny A, indukuje przeciwzapalny profil
aktywnosci komodrek srodbtonka HAECs. Stwierdzono: (i) obnizong adhezje limfocytéw U937
do aktywowanych lipopolisacharydem (100 ng/ml LPS) komodrek srédbtonka aorty; (ii) zmniejszong,
w obecnosci inhibitora deacetylaz histonéw — 500 nM TSA produkcje reaktywnych form tlenu,
zasymulowang przez aktywacje szlaku biatkowej kinazy C (PMA, 100 ng/ml, 12h); (iii) silng redukcje
uwalnia mediatoréw stanu zapalanego, m.in. IL-6, CCL2, IL-25, IL-13, II-16, IL-27, CXCL-11, CXCL12,
przez komérki, ktére poddano preinkubacji z TSA a nastepnie inkubacji z LPS, (dot blot) — wyniki te
potwierdzono na poziomie mRNA z zastosowaniem TNF-a do jako stymulatora odpowiedzi zapalne;j,
stwierdzajac (iv) obnizenie ekspresji cytokin/chemokin stanu zapalnego (IL-6, IL-8, CCL-2, VCAM-1,
CXCl-1) indukowanego TNF-a (10 ng/ml, 6h) przez zastosowanie preinkubacji z 500 nM TSA, (4b3).

Podsumowanie (1l)
Badania przeprowadzone w ramach prezentowanej rozprawy habilitacyjnej wskazujg, ze:
(i) Inhibicja HDACs powoduje nadmierng acetylacje genomu, ale réwniez indukuje
deacetylacje histonéw, najprawdopodobniej poprzez ostabienie wigzania acetylotransferaz
histondéw,
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(ii) Zahamowanie aktywnosci deacetylaz histondw determinuje przeciwzapalny profil komoérek
srédbtonka naczyniowego.

1ll. Acetylacja i metylacja wybranych reszt lizynowych biatek histonowych w requlacji odpowiedzi

komdrek srodbtonka naczyniowego aorty (HEACs) na warunki hiperglikemiczne
4b4. Pirola L*, Balcerczyk A*, Tothill R, Haviv |, Kaspi A, Lunke S, Karagiannis TC, Zieman M, Tonna S, Kowalczyk A,
Beresford-Smith B, Macintyre G, Kelong M, Hongyu Z, lJinfeng S, Zhu J, EI-Osta A. (2011) “Genome-wide analysis

distinguishes hyperglycemia regulated histone acetylation and DNA methylation signatures of primary vascular cells”
Genome Research 21:1601-1615. (*réwnocenny udziat w powstawaniu pracy)

Okabe J, Orlowski C, Balcerczyk A, Tikellis C, Thomas MC, Cooper M, El-Osta A. (2012) “Distinguishing Hyperglycemic
Changes by Set7 in Vascular Endothelial Cells” Circ Res 110: 1067-1076.

Keating ST, Ziemann M, Okabe J, Khan AW, Balcerczyk A, El-Osta A. (2014) “Deep sequencing reveals novel Set7
networks” CMLS 71(22):4471-86.

Pirola L, Balcerczyk A, Okabe J, EI-Osta A. (2010) “Epigenetic links to diabetic complications” Nature Rev. Endocrinol.
6: 665-675.

4b5.
4b6.

4b9.

Niewtasciwa dieta oraz przedtuzajace sie stany hiperglikemiczne sg jednymi z najwazniejszych
czynnikdw wskazywanych w etiologii cukrzycy typu 2 oraz zwigzanych z nig mikro- i makro-
naczyniowych powiktan, ktére stanowig gtdwng przyczyne zachorowalnosci i $miertelnosci
na choroby uktadu krazenia. Badania kliniczne prowadzone w latach 90-tych w ramach projektu DCCT
(ang. Diabetes Control and Complications Trial) i ich kontynuacja w programie EDIC (ang.
Epidemiology of Diabetes Interventions and Complications) wykazaty, ze monitorowanie poziomu
cukru zmniejsza ryzyko komplikacji naczyniowych prowadzacych do wystgpienia m.in. retinopatii
cukrzycowej czy nefropatii. Jednocze$nie coraz szersze grono naukowcdw w oparciu
o prowadzone badania zaréwno kliniczne jak i podstawowe, podkresla role pamieci metabolicznej
i modyfikacji epigenetycznych jako czynnikéw sprawczych dysfunkcji uktadu krazenia, (4b9).

Badania przeprowadzone w ramach niniejszej primary HAECs

normoglycemia/hyperglycemia

H3K9/K14/Vl\ mRNA

methyl-CpG

rozprawy habilitacyjnej stanowig probe odpowiedzi na

pytania dotyczace roli epigenetycznej maszynerii

stymulowanej gtdwnie procesami acetylacji i metylacji

wybranych reszt lizynowych histonu 3, w odpowiedzi l
ChlIP-Seq Array

komdrek $rédbtonka naczyniowego na  warunki CpG-Seq
hiperglikemiczne, Rys. 11. Analizowany ukfad l
eksperymentalny  stanowity  pierwotne  komérki l

bioinformatic analyses

Srdédbtonka naczyniowego aorty (HAECs) poddane 48 h l
inkubacji 'z 30 mM (HG;
hiperglikemiczne) lub 5,5 mM glukozg (LG; warunki

glukoza warunki

assay validation

standardowe Rys. 11. Schemat analiz wykonanych w ramach

(4b4).
Wyskoprzepustowe sekwecjonowanie NGS majgce na

normoglikemiczne, spetniane przez

charakterystyki fragmentu epigenomu HAECs,

medium do hodowli komoérek),

w warunkach hiperglikemicznych, (4b4).

celu zobrazowanie profilu acetylacji histonu 3 komérek LG HG
H3K9M4 lati
érédbtonka aorty, bazujace na modyfikacji lizyny 9 i 14 —— acetylation

SR S H4 acetylation

(H3K9/K14ac ChlPseq), wykazato iz podwyzszone
stezenie  glukozy powoduje  wzrost acetylacji SRR 13 unmodified
K9/K14 w 5076 regionach i spadek w 4698. Rys. 12. Poziom acetylacji wybranych lizyn

Zmian w profilu acetylacji wybranych reszt lizynowych
histonéw (H3K9/K14ac, H4ac) nie udato sie potwierdzi¢

histonu H3 i H4 w warunkach
normo- i hiper- glikemicznych, (4b4).
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-log,, p value

NIDDM

diabetes I

endocrine system disorder |
hypertension [m——"
cardiovascular disorder | :

autoimmune disease |

metabolic disorder |

genetic disorder l

immunological disorder [smmmm—"

rhematoid arthritis |
coronary artery disease |
atherosclerosis |»
rhematic disease |
arthritis |
connective tissue disorder
skeletal/muscular disorder |
IDDM s :

Rys. 13. Klasyfikacja gendw ulegajgcych
hiper- lub hipo- acetylacji pod wptywem

podwyzszonego stezenia glukozy (30 mM)

w aspekcie stanow patologicznych

przebiegajgcych z ich zaangazowaniem. Analize

wykonano przy uzyciu oprogramowania

b 06 GO 29 ¥9 €S LS 65 P8 ZLL 16 6L P8 2S 68 88 S9 Sauab jo-ou

Ingenuity Pathway. (NIDDM, IDDM — cukrzyca

typu 1, 2; odpowiednio), (4b4).

na poziomie biatka. Zastosowana do tego celu

technika Western blotting okazata sie by¢
niewystarczajgco czuta, Rys. 12.

Analiza funkcjonalna genéw ulegajgcych hiper-/hipo-
acetylacji pod wptywem 30 mM Glc, klasyfikujgca
modyfikowane geny w zaleznosci od ich
zaangazowania w przebieg rdinego typu stanow
patologicznych, pokazata iz sposrod 17
wyszczegoblnionych zaburzen, 7 odnosi sie do uktadu
krgzenia. Na liscie znalazty sie m.in. cukrzyca
typu 2 jak i 1),
i nadcisnienie, Rys. 13. Geny, ulegajgce hiperacetylacji
w warunkach hiperglikemii (HMOX-1, NQO1, ADRB2,
PTPRF, SMAD3, CFLAR, DUSP1),

w analizie funkcjonalnej pod katem zaangazowania

(zaréwno miazdzyca

zidentyfikowano

w sygnaling komérkowy (Ingenuity Pathway Analysis)

jako zwigzane z regulacja procesu
i aktywacja szlaku NFkB.

Technika mikromacierzy ekspresyjnych wykorzystana

apoptozy

do analizy transkryptomu w warunkach hiperglike-
micznych pokazata zmiany w ekspresji 137 gendw,
z czego 78 ulegato wzmozonej ekspresji, (4b4).

W przewazajgcej ilosci przypadkdéw wzrost ekspresji

skorelowany byt z hiperacetylacjg H3K9/K14. 180 ns AR,

Najwieksze zmiany zaobserwowano w przypadku: %‘_ :Zz P -g‘_ 89001

IL-8, HMOX-1, CCL-2, ICAM-1 - genéw ;i'g - §'§ 60004
wskazywanych w literaturze jako zaangazowane <= 60/ < 2 4000

w odpowiedZz komodrki na podwyziszone stezenie T osof: E 2000

glukozy, Rys. 14. Sekwencjonownie DNA majace na 0;‘8«?@ & -v"\ & ¥ WP
celu zobrazowanie zmian w metylacji wysp CpG pod S Koy & o &

wpltywem 30 mM glukozy wykazato hipermetylacje

regiondw DNA — 5 000 pz od miejsca inicjacji
transkrypcji, jak rowniez pozwolito na dokonanie

ekspresja
gendéw >>> acetylacja histonéw (H3K9/K14ac) >>>

analiz poréwnawczych w temacie:

Rys. 14. Poziom ekspresji wybranych genéw (Real-
Time PCR) w odpowiedzi komdrek srédbfonka
na warunki hiperglikemiczne (HG — czarne stupki;
LG — biate stupki), n = 3, *p < 0,05, **p < 0,01,
test t-Studenta, (4b4).

metylacia DNA, w odpowiedzi komérek s$rédbtonka

Rozmiar modyfikacji

aorty na warunki hiperglikemiczne.

indukowanych przez 30 mM glukoze nie byt az tak spektakularny

jak w przypadku uzycia inhibitoréw deacetylaz histonéw (TSA, SAHA, 4b3), gdzie zmiany w poziomie
analizowanych elementéw epigenomu byty kilku-, kilkunastokrotne wzgledem kontroli, niemniej

jednak uzyskane dane pozwolity na stwierdzenie, ze hiperglikemia ,kontroluje” aktywacje gendéw

poprzez stymulowanie procesu acetylacji histonéw, niezaleznie powodujgc zmiany w poziomie

metylacji DNA i obnizenie ekspresji gendw (stwierdzono, ze powodowane hiperglikemig obnizenie

poziomu metylacji genomu jest

raczej skorelowane z hipoacetylacjs H3K9/K14,

za$ geny

charakteryzujgce sie wysokim poziomem acetylacji raczej wykazujg odwrotng korelacje z poziomem

metylacji wysp CpG).
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Z poziomu zmian w profilu metylacji, modyfikacje cytozyny w obrebie wysp CpG nie byty
jednymi jakie stwierdzono a zainspirowaty do kolejnych badan nad rolg metylotransferazy Set7
w odpowiedzi komérek na stres wywotany warunkami hiperglikemicznymi, (4b5). Enzym ten jest
odpowiedzialny za monometylacje lizyny 4 histonu 3 (H3K4mel), ale réwniez szeregu biatek
niehistonowych takich jak p53, pRB, czy DNMT1 [Pradhan i wsp. 2009; Esteve i wsp. 2009], (4b9).
Stwierdzone zmiany w profilu metylacji DNA pod wptywem podwyzszonego stezenia glukozy (454),
posrednio zaznaczyly prawdopodobienstwo zaangazowania Set7 w analizowany parametr, z uwagi
na wptyw metylotransferazy Set7 na aktywnos¢ DNMT1. Ponadto nasze wczes$niejsze badania
wykazaty interakcje Set7 z regionem promotorowym podjednostki p65 czynnika transkrypcyjnego
NFkB [Brasacchio i wsp. 2009], regulujacego odpowiedz komdrki na czynniki o charakterze zapalnym,
rowniez warunki hiperglikemiczne. Analiza profilu ekspresji komérek HAEC poddanych dziataniu
30 mM glukozy, wykonana technikg mikromacierzy, pokazata zmiany w wielu genach potencjalnie
kontrolowanych aktywacjg p65, m.in. CCL-2, IL-8, czy ICAM-1, (4b4). Dalsze badania skupiajgce sie na
okresleniu roli metylotransferazy Set7 w odpowiedzi $rédbtonka na warunki hiperglikemiczne
przeprowadzono wykorzystujgc komorki z (i) nadekspresjg biatka (HMEC-1 FLAG-Set7) oraz (ii)
transkrypcyjnie wyciszonym enzymem (HMEC-1 Set7KD), Rys. 15a. Analiza ekspresji gendw, ktorych
liczba kopii ulegta zmianie pod wptywem podwyzszonego stezenia glukozy (30 mM), pokazata
iz aktywnos$¢ metylotransferazy Set7 jest czynnikiem silnie modulujgcym ich poziom juz w warunkach
normoglikemicznych  (mRNA, Real-Time PCR), Rys. 15b. W przypadku warunkéw
hiperglikemicznych stwierdzono, ze obecnos¢ Set7 jest kluczowa dla wywotania reakcji
(zmian w ekspresji) IL-8 i HMOX-1, co wykazano na modelu HMEC-1 z wyciszong ekspresjg
metylotransferazy, Rys. 15c, (4b5).

& 4;-3'* Rys. 15. Analiza odpowiedzi komodrek srodbtonka
e;?:ﬁ.":i;.‘iyﬁ mikronaczyniowego HMEC-1 na srodowisko

Ser? oo il hiperglikemiczne (30 mM glukoza, 48 h) w warunkach
GAPDH i zmiennej aktywnosci metylotransferazy Set7: podwyzszonej

poprzez transfekcje komdrek FLAG-Set7i wyciszonej za
pomocq specyficznej sekwencji shRNA — Set7KD. (a) Poziom
ekspresji metylotransferazy Set7 w komdrkach z wyciszongq
przez shRNA ekspresjq biatka - Set7KD oraz z nadekspresjq

enzymu FLAG-Set7. W obu przypadkach kontrole stanowity
komorki transfekowane wektorem pozbawionym sekwencji
kodujgcej oznaczone jako: non-target, vector, odpowiednio;

L]
& ot P
&

SetTHD FLAG-Se17

(b) Profil ekspresji genow aktywowanych przez podwyzszone

steZzenie glukozy, w komodrkach z obnizong ekspresjqg

L]
i
o

HMICIX Set7 (wykres z lewej strony; Set7KD) oraz w komdrkach
Z nadekspresjq  Set7 (wykres z prawej  strony;

HMA beye
-
-

FLAG-Set7). Analize wykonano w warunkach hodowli

s

'
(S

(normoglikemicznych); n = 3, *p < 0,05, **p < 0,005,
***p < 0,0001, test t-Studenta; (c) Poziom ekspresji

an-nmlr

L S 30 B 30 imM) gendw w odpowiedzi na warunki hiperglikemiczne
montiiget BeTRD  non-target SETKD O 9

w komérkach o obnizonej ekspresji metylotransferazy Set7;
n=3,%*p<0,05 **p <0,005, test t-Studenta, (4b5).
Kontrolowanie ekspresji IL-8 i HMOX-1 przez metylotransferaze Set7 w odpowiedzi komérek
Srédbtonka naczyniowego na warunki hiperglikemiczne to nie jedyna forma aktywnosci Set7 jaka
stwierdzono w kwestii zaangazowania enzymu w metabolizm HMEC-1. Analiza profilu ekspresji
gendw komodrek po transkrypcyjnym wyciszeniu Set7 (4b6), wykonana przez sekwencjonowanie
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mRNA, pokazata globalne podwyiszenie ekspresji gendéw regulujgcych m.in. procesy adhezji,
proteolizy, organizacji cytoszkieletu. Z kolei stwierdzono spadek ekspresji szeregu gendw
klasyfikowanych do szlakéw: odpowiedzi komérek na czynniki prozapalne, czy regulacji cyklu
komdrkowego, co potwierdzono w panelu badan biochemicznych (Rys. 16), przeprowadzajac
cytometryczng analize cyklu komodrkowego (Rys. 16b) i wykonujac krzywg wzrostu komodrek
z wyciszong ekspresjg metylotransferazy Set7 (Rys. 16a).

a . b _ -
1x10° 7 - * g EY
nonT b nonT N Set7KD
% 8x1054 —* Set7KD * g ]
(8] 5 -
“6 SX1O T 2‘“2 7 w
@ g H
g 40 3g o 3
5 M2
c  2x105 4 g {m
L
0 T L L) 1
0 2 4 6 8 e -
d 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 200 1000
ays FL2-Area FL2-Ares

Rys. 16. Wptyw metylotransferazy Set7 na proliferacie komdrek srodbfonka mikronaczyniowego HMEC-1.
Analiza poréwnawcza: (a) krzywych wzrostu komdrek kontrolnych (nonT) i komdrek z wyciszonq ekspresjq
enzymu (Set7KD), (b) histogramow cyklu komdrkowego. Analize statystyczng przeprowadzono dla n = 3,
*p < 0,05, test t-Studenta (4b6).

Transkrypcyjne wytgczenie aktywnosci Set7 w komodrkach HMEC-1 (HMEC-1 Set7KD), poza
spowolnieniem proliferacji przygotowanych knockoutdw, Rys. 16a, w znaczgcym stopniu wptyneto na
proces angiogenezy, co sugerowaty wczesniej wykonane analizy transkryptomu, (4b6), a potwierdzajg
obecnie prowadzone przeze mnie badania (Rys. 17), majace na celu zidentyfikowanie mechanizmu
odpowiedzialnego za regulacje tworzenia struktur kapilarnych, warunkowanego aktywnoscig
metylotransferazy Set7.

a c 100 -
.
T 80 4
© o
5 3 *
£¢ 60
]
2x 40
20
nonT Set7/9 KD
0 — i
b nonT Set 7/9 KD
a.u. a.u.
250 - 12000
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6000 - *

100

® * 4000 -
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= t 2000 - *
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Nb Nb
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Junctions branches segments capillaries lenght lenght

Rys. 17. Wptyw wyciszenia ekspresji metylotransferazy Set7 na proces angiogenezy komdrek srodbtonka
mikronaczyniowego in vitro: (a) tworzenie sieci struktur pseudokapilarnych na podfozu Matrigel™, (b — analiza
parametryczna analizowanego procesu w oprogramowaniu Imagel) oraz (c) migracje komdrek. Analize
statystyczng przeprowadzono dla n = 3, *p < 0,05, test t-Studenta (dane niepublikowane).
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Podsumowanie (1)
Badania przeprowadzone w ramach prezentowanej rozprawy habilitacyjnej wskazujg, ze:

(i) Zmiany funkcjonalne zachodzace w s$réodbtonku pod wptywem warunkéw
hiperglikemicznych (aktywacja profilu prozapalnego) s3 mediowane przez acetylacje
histonéw, ale wydajq sie by¢ limitowane aktywnoscig metylotransferazy Set7,

(ii) Metylotransferaza Set7 jest istotnym regulatorem metabolizmu komérek srédbtonka
naczyniowego.

Whioski

- Analizowane modyfikacje potranslacyjne biatek histonowych, acetylacja i metylacja, z uwagi
na swoéj potencjat do modulowania konformacji chromatyny (z poziomu modyfikacji ogondéw
aminokwasowych biatek histonowych), determinujgcy dostep czynnikéw transkrypcyjnych do DNA,
sg niezwykle istotnymi czynnikami regulacji metabolizmu komérkowego.

- Przeprowadzone badania wskazujg na potencjat terapeutyczny jaki tkwi w umiejetnym
kontrolowaniu wybranych elementéw maszynerii epigenetycznej odpowiedzialnej
za metylacje/acetylacje biatek histonowych i podkreslajg koniecznosé dalszych analiz.
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych
(5a) Dziatalnos¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Swojg przygode z naukg rozpoczetam na Il roku studidw magisterskich, w ramach
Studenckiego Kota Naukowego Mtodych Biofizykdw (1997-2001), skupiajac sie na badaniu transportu
substratéw biatek ABC: kalceiny, fluoresceiny i jej pochodnych (BCECF, CF) przez btone erytrocytu.
Wyniki tych doswiadczen poszerzone o badania na ssaczych komdrkach z nadekspresjg biatek ABC
ukazaty sie w Journal of Membrane Biology, 2003. Rozpoczete podczas studiéw badania w dziedzinie
opornosci wielolekowej, bedacej jedng z przyczyn niepowodzen terapii przeciwnowotworowych
kontynuowatam w pracy magisterskiej, zgtebiajgc zaangazowanie biatka MRP1 w ochrone komdrek
przed stresem oksydacyjnym, nieodtgcznym elementem tlenowego metabolizmu komérki FRR, 2003.
Po obronie magisterium podjetam studia doktoranckie na Ut w ramach Stacjonarnego Studium
Biochemiczno-Biofizycznego. Moja uwaga skupiona byta na homeostazie redoks komérek srédbtonka
naczyniowego i zjawisku stresu oksydacyjnego w aspekcie dziatania lekéw przeciwzapalnych z grupy
glukokortykoidow. W 2005 roku, z wyrdznieniem obronitam rozprawe doktorskg. W swojej pracy
naukowej zajmowatam sie réwniez analiza mechanizmdw stresu oksydacyjnego i metodami jego
detekcji oraz dziatania antyoksydantéw, wykazujagc m. in. przydatnos¢ sondy DAF-FM do detekcji
metabolitéw tlenku azotu (FRBM, 2005), czy tez udziat labilnej puli zelaza w utlenieniu 2’,7’,-DCF
w komorkach (FRR, 2007).

Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora:

i) artykuty naukowe

1. Balcerczyk A, Soszynski M, Bartosz G. (2005) “On the specificity of 4-amino-5-methylamino-
2',7 '-difluorofluorescein as a probe for nitric oxide” Free Radic. Biol. Med. 39:327-335.

IF = 4,971; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan = 82

2. Balcerczyk A, Soszynski M, Rybaczek D, Przygodzki T, Karowicz-Bilinska A, Maszewski J, Bartosz
G. (2005) “Induction of apoptosis and modulation of production of reactive oxygen species in
human endothelial cells by diphenyleneiodonium” Biochem. Pharmacol. 69:1263-1273.

IF = 3,617; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan = 23

3. Balcerczyk A, Grzelak A, Soszynski M, Bartosz G. (2004) “Pro-oxidative effects of Tempo
in systems containing oxidants” Redox Report. 9:153-159.

IF = 1,724; pkt. MNiSW = 20; Liczba cytowan = 3

4. tuczak K, Balcerczyk A, Soszynski M, Bartosz G. (2004) “Low concentration of oxidant and nitric
oxide donors stimulate proliferation of human endothelial cells in vitro” Cell Biol. Int. 28: 483-
486.

IF = 1,015; pkt. MNiSW = 15; Liczba cytowan = 49

5. Balcerczyk A, tuczak K, Soszynski M, Bartosz G. (2004) “Prooxidative effects of TEMPO
on human erythrocytes” Cell Biol. Int. 28:483-486.

IF = 1,015; pkt. MNiSW = 15; Liczba cytowan = 3
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10.

Rychlik B, Balcerczyk A, Klimczak A, Bartosz G. (2003) “The role of multidrug resistance protein 1
(MRP1) in transport of fluorescent anions across the human erythrocyte membrane”
J. Membrane Biol. 193: 89-90.

IF = 2,200; pkt. MNiSW = 20; Liczba cytowan = 25

Balcerczyk A, Bartosz G. (2003) “Thiols are Main Determinants of Total Antioxidant Capacity
of Cellular Homogenates” Free Radical Research 37:537-541.

IF = 2,740; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan = 36

Balcerczyk A, Rychlik B, Kruszewski M, Burchell B, Bartosz G. (2003) “MRP1-transfected cells
do not show increased resistance against oxidative stress” Free Radical Research 37:189-195.

IF = 2,740; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan =9

Balcerczyk A, Grzelak A, Janaszewska A, Jakubowski W, Koziol S, Marszalek M, Rychlik B,
Soszynski M, Bilinski T, Bartosz G. (2003) “Thiols as major determinants of the total antioxidant
capacity” Biofactors 17:75-83.

IF = 1,850; pkt. MNiSW = 20; Liczba cytowan = 21

Grzelak A, Balcerczyk A, Mateja A, Bartosz G. (2001) “Hemoglobin can nitrate itself and other
proteins” Biochim Biophys Acta 1528:97-100.

IF = 4,663; pkt. MNiSW = 30; Liczba cytowan = 35

ii) doniesienia konferencyjne

1.

Balcerczyk A, Koziot S, Bartosz G. (XXXX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Lublin,
19-23 wrzesnia 2005) — “Specifity of reaction of fluorogenic probes for detection of reactive
oxygen and nitrogen species H,DCF and DAF-FM”. Prezentacja ustana 11.1.

Balcerczyk A, Robaszkiewicz A, Putaski t, Soszynski M, Bartosz G. (IX Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biologii Komorki, tddz, 15-17 wrzesnia 2005) — “Influence of glucocorticoids
on the antioxidant defense of endothelial cells”. Folia Histochemica et Cytobiologica 43 (Suppl.
1), pp. 93.

Balcerczyk A, Putaski t, Soszynski M, Kieda C, Bartosz G. (15th IUBAP, 15th EBSA International
Biophysics Congress, Montpellier le Corum, Francja, 27 sierpnia — 1 wrzesnia 2005) — “Profile
of expression of peroxiredoxins in human endothelial cells treated with glucocorticoids”.
European Biophysics Journal with Biophysics Letters 6 (34), P-305, pp. 658.

Balcerczyk A, Rychlik B, Rybaczek D, Soszyrski M, Bartosz G. (30" FEBS Congress, 9" IUBMB
Conference, Budapeszt, Wegry, 2-7 lipca 2005) — “Effects of glucocorticoids on proliferation and
apoptosis induced by hydrogen peroxide in endothelial cells”. The FEBS Journal 272 (1),
K3-00P, pp. 481.

Balcerczyk A, Soszyriski M, Bartosz G. (5" Parnas Conference — Molecular Mechanism of Cellular
Signalling, Kijow, Ukraina, 26-29 kwietnia 2005) — “Specificity of DAF-FM as a probe for nitric
oxide”.

Balcerczyk A, Soszynski M, Bartosz G. (15th EARCR Meeting, Murten, Szwajcaria, 21-25 kwietnia
2005) — “Prooxidative effect of ferrocyanide and Tempo on erythrocyte”.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Balcerczyk A, Soszynski M, Bartosz G. (Free Radical School 2004 “Free radicals and diseases:
gene expression, cellular metabolism and pathophysiology”, Spetses, Grecja, 20 sierpnia —
1 wrzesnia 2004) — “Effect of transient serum deprivation on proliferation of human endothelial
cells”.

Balcerczyk A, Soszynski M, Rybaczek D, Bartosz G. (Xl Conference of Polish Biophysical Society,
Wroctaw, 15-17 wrzesnia 2004) — "Relation between proapoptotic action of
diphenyleneiodonium and redox homeostasis of human endothelial cells”. Current Topics
Biophysics 2004, 28 (Suppl A), pp. 17.

Balcerczyk A, Przygodzki T, Soszynski M, Bartosz G. (Summer Meeting SFRR-Europe “Reactive
oxygen species and antioxidants”, £édz, 2-5 lipca 2004) — “Glucocorticoids do not stimulate
human endothelial cells HUVEC-ST to reactive oxygen species production”, pp 95.

Balcerczyk A, Soszynski M, Przygodzki T, Bartosz G. (29th FEBS Congress, Warszawa, 26 czerwca —
1 lipca 2004) — “Modulation of reactive oxygen and nitrogen species in human endothelial cells
by DPI”. The FEBS Journal 271 (1), 2004, P4.1-42, pp 139.

Balcerczyk A, Grzelak A, Koziot S, Rychlik B, Bartosz G. (6th Workshop on EPR Applications in
Biology and Medicine, Krakdw, 5-10 pazdziernika 2004) — “Formation of reactive oxygen species
in extracellular media”.

Majak J, Jakubowski W, Balcerczyk A, Niedzielski P, Walkowiak B. (Summer School: Biomedical
applications of carbon surfaces, Wysowa, 21-25 wrzesnia 2004) — “Changes in antioxidative
capacity of fibroblast after contact with selected biomaterials”, pp. 19.

Soszynski M, Klimczak A, Grzelak A, Balcerczyk A, Bartosz G. (4th International Conference on
Peroxynitrite and Reactive Nitrogen Species in Biology and Medicine, Konstanz, Germany, 27-31
lipca 2004) — “Peroxynitrite as a hemolytic agent and its possible mechanism of action”, pp. 8.

Balcerczyk A, Soszynski M, Bartosz G. (XXXIX Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
Gdansk, 16-20 wrzesnia 2003) — “Prooxidative effects of Tempo in reactions with oxidants and
glutathione”. Acta Biochimica Polonica 50 (1), 2003, pp. 46.

Balcerczyk A, Grzelak A, Bartosz G. (XXXVIIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
Wroctaw, 18-22 wrzesnia 2002) — “Prooksydacyjny wptyw Tempo na erytrocyt”.

Balcerczyk A, Rychlik B, Bartosz G. (XXXVIIl Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
Wroctaw, 18-22 wrzesnia 2002) — “Biatka opornosci wielolekowej a stres oksydacyjny”.

Balcerczyk A, Grzelak A, Janaszewska A, Jakubowski W, Koziot S, Marszatek M, Rychlik B,
Soszynski M, Bartosz G. (NATO Advanced Workshop “Thiols in the Regulation of Cellular
Metabolism”, Pisa, Italy, 10-13 kwietnia 2002) — “Thiols as major determinants of the total
antioxidant capacity”.

Rychlik B, Balcerczyk A, Klimczak A, Bartosz G. (X Zjazd Polskiego Towarzystwa Biofizycznego,
Lublin, 2-4 wrzesnia 1998) — "Transport fluoresceiny i jej pochodnych przez btone krwinki
czerwonej”.
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(5b) Kontynuacja pracy naukowej — po uzyskania stopnia doktora

W roku 2005 i 2006 zostatam laureatkg programu ‘START’ dla Mtodych Naukowcdw, FNP. Po
jego zakonczeniu skupitam sie nad mozliwoscia odbycia stazu podoktorskiego. Uzyskujac
3-miesieczne stypendium z HFSPO, wyjechatam do Baker IDI Heart&Diabetes Institute w Melbourne,
do laboratorium Prof. Assam El-Osta, do ktérego wrécitam na diuzszy pobyt, juz jako stypendystka
FNP, w ramach programu Kolumb. Mé&j pobyt na Antypodach trwat tagcznie 3 lata. W tym czasie
zajmowatam sie gtéwnie badaniem mechanizmu epigenetycznej pamieci metabolicznej. Model do
badan stanowity gtdwnie komérki srédbtonka naczyniowego (ECs; ang. endothelial cells) poddane
warunkom hiperglikemii, za$ do analiz in vivo wykorzystywano — myszy ApoE KO. Dynamike zjawisk
epigenetycznych analizowatam z wykorzystaniem techniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS)
w odniesieniu do metylacji DNA i acetylacji lizyn: 9 i 14 histonu 3 (H3K9/K14ac), ktére to modyfikacje
sg uznawane za markery aktywacji ekspresji gendw. Badania te ujawnity dodatnig korelacje pomiedzy
ekspresjg gendw a poziomem acetylacji H3K9/K14 i odwrotny efekt w odniesieniu do poziomu
metylacji wysp CpG w warunkach hiperglikemicznych (Genome Res., 2011; Diabetes, 2008). Ponadto
wykazaty, ze stymulacja ECs podwyzszonym stezeniem glukozy (30 mM vs 5 mM), globalnie, prowadzi
do aktywacji ekspresji genéw, zas korelacja pomiedzy zaobserwowanymi zmianami acetylacji H3
i metylacji DNA w obrebie regionéw promotorowych gendéw, moze by¢ traktowana jako jedna
z przestanek do stwierdzenia patologii w srddbtonku. Kolejne badania pokazaty, ze epigenetyczna
regulacja odpowiedzi komérek srédbtonka na stres indukowany przez warunki hiperglikemiczne, jest
czesciowo regulowana przez metylotransferaze Set7 (Circ. Res. 2012, Diabetes 2008).

Obecnie epigenetyczna regulacja funkcji srédbtonka, warunkowana poziomem metylacji
wybranych reszt lizynowych i argininowych biatek histonowych, stanowi méj gtdwny nurt badan.
Doswiadczenie jakie zdobytam w dziedzinie epigenetyki podczas stazu wykorzystatam ubiegajac sie
o finansowanie projektow badawczych (Opus, luventus Plus). Poznanie wptywu metylacji na funkcje
Srédbtonka moze istotnie przyczyni¢ sie do identyfikowania dysfunkcji srddbtonka
naczyniowego/schorzen uktadu naczyniowo-sercowego. Metody jakie wykorzystuje w swojej pracy
badawczej obejmujg dziedzine biochemii/biologii molekularnej/epigenetyki: wyciszanie ekspres;ji
gendéw przy wykorzystaniu shRNA w komodrkach pierwotnych jak i immortalizownych, badanie
cytotoksycznosci, spektrofotometryczna ocena parametréw homeostazy redoks, analiza ekspres;ji
gendw na poziomie mRNA/biatka (Real-Time PCR/WB/barwienia immumocytofluorescencyjne),
badanie interakcji biatko-biatko poprzez immunoprecypitacje biatka (IP) i biatko-DNA poprzez
immunoprecypitacje chromatyny (ChlP), sekwencjonowanie genome-wide (NGS — ChIPseq, RNAseq),
W mniejszym stopniu - badanie metylacji DNA w modyfikacji wodorosiarczynem sodu (intensywnie
w okresie stazu podoktorskiego).

Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora:

i) artykuty naukowe

1. Wojtala M, Macierzynska-Piotrowska E, Rybaczek D, Pirola L, Balcerczyk A. (2017)
»,Pharmacological and transcriptional inhibition of the histone G9a methyltransferase suppresses
proliferation and modulates redox homeostasis in human microvascular endothelial cells”
Pharmacological Research (doi: 10.1016/j.phrs.2017.10.014.)

IF = 4,482; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan =0
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10.

11.

Papiewska-Pajak |, Balcerczyk A, Stec-Martyna E, Koziotkiewicz W, Boncela J. (2017) ”Vascular
endothelial growth factor-D modulates oxidant-antioxidant balance of human vascular
endothelial cells” Journal of Cellular and Molecular Medicine 2017 21(6):1139-1149.

IF = 4,014; pkt. MNiSW = 35; Liczba cytowan = 0

Majerczyk J, Grandys M, Duda K, Zakrzewska A, Balcerczyk A, Kotodziejski £, Szymoniak-Chochot
D, Smolenski RT, Bartosz G, Chtopicki S, Zotadz JA. (2017) “Moderate-intensity endurance
training preserves endothelial glycocalyx layer in humans” Experimental Physiology 102(1):70-
85.

IF = 2,818; pkt. MNiSW = 30; Liczba cytowarn =0

Wojtala M, Pirola L, Balcerczyk A. (2017) “Modulation of the vascular endothelium functioning
by the dietary components, the role of epigenetics” Biofactors 2;43(1):5-16.

IF = 3,236; pkt. MNiSW = 30; Liczba cytowan = 2

Balcerczyk A, Rybaczek D, Wojtala M, Pirola L, Okabe J, EI-Osta A. (2016) ,Pharmacological
inhibition of arginine and lysine methyltransferases induces nuclear abnormalities
and suppresses angiogenesis in human endothelial cells” Biochem Pharmacol 121:18-32.

IF = 4,581; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan =0

Majerczak J, Duda K, Chtopicki S, Bartosz G, Balcerczyk A, Zakrzewska A, Smolenski RT, Zotadz JA.
(2016) , A single bout of strenuous physical exercise does not disturb glycocalyx integrity
in young, healthy men” Physiological Research 20;65(2):281-91.

IF = 1,293; pkt. MNiSW = 20; Liczba cytowan =1

Rybaczek D, Musiatek MW, Balcerczyk A. (2015) ,Caffeine-induced premature chromosome
condensation results in the apoptosis-like cell death in root meristems of Vicia faba” PLoS One
10(11):e0142307.

IF = 3,234; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan = 4

Balcerczyk A, Gajewska A, Macierzynska-Piotrowska E, Pawelczyk T, Bartosz G, Szemraj J. (2014)
,Enhanced antioxidant capacity and anti-ageing biomarkers after diet micronutrient
supplementation” Molecules 19:14794-14808.

IF = 2,416; pkt. MNiSW = 30; Liczba cytowan = 8

Keating ST, Ziemann M, Okabe J, Khan AW, Balcerczyk A, El-Osta A. (2014) “Deep sequencing
reveals novel Set7 networks” CMLS 71(22):4471-86.

IF = 5,808; pkt. MNiSW = 40; Liczba cytowan = 8

Okabe J, Fernandez A, Ziemann M, Keating S, Balcerczyk A, El-Osta A. (2014) "Endothelial
transcriptome in response to pharmacological methyltransferase inhibition" ChemMedChem 9
(8):1755-62.

IF = 2,968; pkt. MNiSW = 30; Liczba cytowan =4

Rafehi H, Balcerczyk A, Lunke L, Kaspi A, Ziemann M, Harikrishnan KN, Okabe J, Khurana |, Ooi J,

Khan AW, Du X-J, Chang L, Haviv |, Karagiannis TC, El-Osta A. (2014) “Vascular histone
deacetylation by pharmacological HDAC inhibition” Genome Research 24(8):84271-842014.
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

IF = 14,630; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 27

Balcerczyk A, Bartosz G, Drzewinska J, Piotrowski L, Pulaski L, Stefek M. (2014) ” Antioxidant
action of SMelEC2, the low-basicity derivative of the pyridoindole stobadine, in cell free
chemical models and at cellular level”. Interdiscip Toxicol. 7(1):27-32.

IF = 0; pkt. MNiSW = 0; Liczba cytowan =1

Rafehi H, Ververis K, Balcerczyk A, Ziemann M, Ooi J, Hu S, Kwa FA, Loveridge SJ, Georgiadis GT,
El-Osta A, Karagiannis TC. (2012) “Investigation of the biological properties of Cinnulin PF in the
context of diabetes: mechanistic insights by genome-wide mRNA-Seq analysis”. Pathobiol Aging
Age Relat Dis. 2. doi: 10.3402/pba.v2i0.11905. Epub 2012 Feb 22.

IF = 0; pkt. MNiSW = 0; Liczba cytowan =5

Okabe J, Orlowski C, Balcerczyk A, Tikellis C, Thomas MC, Cooper M, El-Osta A. (2012)
“Distinguishing Hyperglycemic Changes by Set7 in Vascular Endothelial Cells” Circ Res 110:1067-
1076.

IF = 11,861; pkt. MNiSW = 50; Liczba cytowan = 63

Licciardi PV, Kwa F.A, Ververis K, Di Costanzo N, Balcerczyk A, Tang ML, EI-Osta A, Karagiannis T.
(2012) “Influence of natural and synthetic histone deacetylase inhibitors on chromatin”
Antioxidant Redox Signal. 15;17(2):340-54

IF =7,189; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowarn = 8

Rafehi H, Smith AJ, Balcerczyk A, Ziemann M, Ooi J, Loveridge S.J, Baker E.K, El-Osta A,
Karagiannis TC. (2011) “Investigation into the biological properties of the olive polyphenol,
hydroxytyrosol: mechanistic insights by genome-wide mRNA-Seq analysis” Genes Nutr 7:343-55.

IF = 2,507; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan = 17

Pirola L*, Balcerczyk A*, Tothill R, Haviv I, Kaspi A, Lunke S, Karagiannis TC, Zieman M, Tonna S,
Kowalczyk A, Beresford-Smith B, Macintyre G, Kelong M, Hongyu Z, Jinfeng S, Zhu J, El-Osta A.
(2011) “Genome-wide analysis distinguishes hyperglycemia regulated histone acetylation and
DNA methylation signatures of primary vascular cells” Genome Research 21:1601-1615.
*rownocenne wspotautorstwo

IF = 13,608; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 87

Kwa FAA, Balcerczyk A, Licciardi P, EI-Osta A, Karagiannis TC. (2011) “Chromatin modifying
agents — the cutting edge of anti-cancer therapy”. Drug Discovery Today 16:543-547.

IF = 6,828; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 19

Pirola L, Balcerczyk A, Okabe J, EI-Osta A. (2010) “Epigenetic phenomena links to diabetic
complications” Nature Rev. Endocrinol. 6:665-675.

IF =9,971; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 103

Balcerczyk A, Pirola L. (2010) “Therapeutic potential of activators and inhibitors of sirtuins”
Biofactors 36:383-393.

IF = 2,793; pkt. MNiSW = 20; Liczba cytowan = 32
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21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

Taha HM, Skrzypek K, Guevara |, Nigisch A, Mustafa S, Grochot-Przeczek A, Ferdek P, Was H,
Kotlinowski J, Kozakowska M, Balcerczyk A, Muchova L, Vitek L, Weigel G, Dulak J, Jozkowicz A.
(2010) “Role of Heme Oxygenase-1 in Human Endothelial Cells. Lesson From the Promoter Allelic
Variants” Arterioscler Thromb Vasc Biol. 30:1634-1641.

IF = 7,215; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 46

Czerniak-Reczulska M, Niedzielski P, Balcerczyk A, Bartosz G, Mitura K. (2010) “The effect
of sp2/sp3 ratio on endothelial cell compatibility of non-pyrolytic carbon thin films
and particles” J Nanosci Nanotechnol. 10:1065-71.

IF =1,351; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan =6

Taha HM, Grochot-Przeczek A, Was H, Kotlinowski J, Kozakowska M, Marek A, Lackowska B,
Balcerczyk A, Mustafa S, Dulak J, Jozkowicz A. (2009) “Modulation of inflammatory response
by pentoxiphylline is independent of heme oxygenase-1 pathwayl” Journal of Physiology
and Pharmacology 60:3-12.

IF = 1,489; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan = 6

Labieniec M, Milowska K, Balcerczyk A, Rucinska A, Sadowska M, Jokiel M, Brichon G, Gabryelak
T. (2009) “Interactions of free copper (Il) ions alone or in complex with iron (lll) ions with
erythrocytes of marine fish Dicentrarchus labrax” Cell Biol. Int. 33:941-8.

IF = 1,800; pkt. MNiSW = 15; Liczba cytowarn =8

Brasacchio D, Okabe J, Tikellis C, Balcerczyk A, George P, Baker EK, Calkin AC, Brownlee M,
Cooper ME, El-Osta A. (2009) “Hyperglycemia induces a dynamic cooperativity of histone
methylase and demethylase enzymes associated with gene-activating epigenetic marks that
co-exist on the lysine tail” Diabetes 58:1229-1236.

IF = 8,505; pkt. MNiSW = 45; Liczba cytowan = 254

Wiktorowska-Owczarek A, Namiecinska M, Balcerczyk A, Nowak JZ. (2007) “Human micro-
and macrovessel-derived endothelial cells: a comparative study on the effects of adrenaline
and a selective adenosine A(2)-type receptor agonist under normoxic and hypoxic conditions”
Pharmacol. Reports 59:800-806.

IF = 2,290; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan = 8

Robaszkiewicz A, Balcerczyk A, Bartosz G. (2007) “Antioxidative and prooxidative effects
of quercetin on A549 cells” Cell Biol. Int 58:1229-1236.

IF = 1,747; pkt. MNiSW = 15; Liczba cytowan = 122

Balcerczyk A, Sowa K, Bartosz G. (2007) “Metal chelators react also with reactive oxygen
and nitrogen species” Biochem. Biophys. Res. Comm. 352:522-525.

IF = 2,749; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan = 8

Balcerczyk A, Kruszewski M, Bartosz G. (2007) “Does the cellular labile iron pool participate
in the oxidation of 2 ',7 '-dichlorodihydrofluorescein?” Free Radic. Res. 41:563-570.

IF = 2,925; pkt. MNiSW = 25; Liczba cytowan =5
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ii) doniesienia konferencyjne

1.

10.

Balcerczyk A, Rybaczek D, Wojtala M, Pirola L, Dgbek A, Okabe J, El-Osta A. ,Changes
in chromatin structure, limited by pharmacological inhibition of histone methyltransferases,
the consequences on angiogenesis process in human endothelial cells”, World Congress
on Pharmacology”, October 09-11 2017, Thilisi, Gruzja (1 miejsce w konkursie prezentacji
posterowych — dr Balcerczyk A).

Wojtala M, Bartosz G, Balcerczyk A. ,Terapeutyczne znaczenie procesu angiogenezy
warunkowane]j aktywnoscig metylotransferaz histondow” VIII Sesji Magistrantéw i Doktorantéw
tédzkiego Srodowiska Chemikéw (VIII SMiD tSCh), 22 czerwca 2017, tédz (wyréznienie
do konkursu prezentacji ustnych — mgr Wojtala M).

Salamon A, Wojtala M, Dabek A, Balcerczyk A. ,Farmakologiczna inhibicja lizyno-specyficznej
metylotransferazy Set7/9 a proces angiogenezy”, lll Ogdlnopolska Konferencja Doktorantow
Nauk o Zyciu, BioOpen, t46dz, 12-14 maj 2017

Wojtala, Sobalska-Kwapis M, Strapagiel D, Balcerczyk A. ,Konsekwencje transkrypcyjnego
wyciszenia lizynospecyficznej demtylazy 1 (LSD-1) na aktywno$¢ metaboliczng $rédbtonka
mikrowaskularnego”, Il Ogélnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu, BioOpen, t4dz,
12-14 maj 2017

Dabek A, Wojtala M, Salamon A, Balcerczyk A. ,Maslan vs hydroksymaslan, dodatkowa grupa
hydroksylowa i wynikajagce z niej konsekwencje dla modulowania acetylomu komoérek
Srédbtonka mikrowaskularnego, HMEC-1”, VI Konferencja Biologii Molekularnej Kota Mtodych
Biofizykdw Uniwersytetu tddzkiego, todz, 7-9 kwiecien 2017

Salamon A, Wojtala M, Dabek A, Balcerczyk A. ,Epigenetyczna regulacja procesu angiogenezy
komérek srédbtonka mikrowaskularnego, warunkowana aktywnoscia metylotransferazy
Set7/9”, 1l Ogdlnopolskiej Konferencji Naukowo-Szkoleniowej "Medycyna Personalizowana -
GENOM, CZtOWIEK, SWIAT, ZAGROZENIA", Lublin 23-25 listopada 2016 (2 miejsce w konkursie
prezentacji posterowych — Salamon A)

Wojtala M, Rybaczek D, Balcerczyk A. “The role of lysine specific demethylase 1 in shaping of the
inflammatory reaction of endothelial cells”, (2nd Congress of Polish Biochemistry, Cell biology,
Biotechnology and Bioinformatics - Bio2016 — Expanding beyond the limits”, Wroctaw, 13-16
wrzesien 2016), Acta Biochimica Polonica vol. 63 Supplement 2/2016, pp. 184

Ciszewski WM, Macierzynska-Piotrowska E, Sobierajska K, Balcerczyk A, Niewiarowska J.
,Validation of endothelial cell senescent model”, European Congress of Oncology Pharmacy,
Dubrovnik, Croatia, 19-21 May 2016

Salamon A, Wojtala M, Balcerczyk A. ,Rola deacetylaz histonéw (HDACs) w regulacji procesu
nowotworzenia”, Il Studencka Konferencja Genetyczna GENOMICA, Krakéw, 20-21 maj 2016

Wojtala M, Rybaczek D, Macierzyriska-Piotrowska E, Borkowska K, Gajewska A, Balcerczyk A.
Rola metylotransferazy G9a w regulacji cyklu komérkowego srodbtonka mikrowaskularnego
HMEC-1”, Il Ogdlnopolska Konferencja Doktorantéw Nauk o Zyciu, BioOpen, tédz, 12-14 maj
2016
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

Ciszewski WM, Macierzynska-Piotrowska E, Sobierajska K, Balcerczyk A, Niewiarowska J.
,Validation of endothelial cell senescent model”, Il Healthy Ageing Research Centre Conference
on Translational Research in Healthy Ageing, £t6dz, 11-13 maj 2016

Dabek A, Wojtala M, Balcerczyk A. “Modyfikacje potranslacyjne biatek histonowych
a funkcjonowanie srédbtonka naczyniowego” V Konferencja Biologii Molekularnej Kota Mfodych
Biofizykdw Uniwersytetu tédzkiego, tédz, 7-9 kwiecien 2016

Wojtala M, Borkowska K, Macierzynska-Piotrowska E, Bartosz G, Balcerczyk A. “Modulation
of the lysine residues methylation status of histone proteins affects inflammatory response
of human microvascular endothelial cells” International Cardiovascular Research Meeting,
Bydgoszcz, 11-13 maj 2015

Borkowska K, Macierzynska-Piotrowska E, Rybaczek D, Bartosz G, Balcerczyk A. “Regulation
of HMEC-1 cell cycle progression conditioned by G9a methyltransferase activity” International
Cardiovascular Research Meeting, Bydgoszcz, 11-13 maj 2015

Fornalczyk K, Jung M, Bartosz G, Balcerczyk A. "The role of lysine-specific demethylase-1 (LSD-1)
in the regulation of nitric oxide production of the microvascular endothelial cells” International
Cardiovascular Research Meeting, Bydgoszcz, 11-13 maj 2015

Balcerczyk A. “Changes in chromatin structure, limited to histone methylation,
and its consequences on angiogenesis process regulation” 1l Ogdlnopolskie Sympozjum
Interdyscyplinarne Inter-Mix 2014 Wojandw, 20-23 listopada 2014

Rafehi H, Balcerczyk A, Lunke L, Kaspi A, Ziemann M, Harikrishnan KN, Okabe J, Khurana |, Ooi J,
Khan AW, Du X-J, Chang L, Haviv I, Karagiannis TC, EI-Osta A. “Regulation of the inflammatory
gene expression by histone acetylation and HDAC inhibition in human aortic endothelial cells”
83rd Congress of the European-Atherosclerosis-Society (EAS), Glasgow, SCOTLAND; 22-25 March
2015; ATHEROSCLEROSIS Volume: 241 Issue: 1 Pages: E6-E6 Meeting Abstract: EAS-0912; 2015

Borkowska K, Gajewska A, Macierzyriska-Piotrowska E, Solarska-Sciuk K, Bartosz G, Balcerczyk
A.” Changes in inflammatory pathway and senescence symptomes of human endothelial cells
after BIX-01294 treatment” The SFRR Spetses Summer School “Biochemical Basis of Healthy
Ageing”, Spetses, Greece, September 22nd -28th 2014

Borkowska K, Gajewska A, Macierzyriska-Piotrowska E, Solarska-Sciuk K, Bartosz G, Balcerczyk A.
,Enhanced inflammatory reaction of human endothelial cells after G9a histone
methyltransferase inhibition” 49 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego, Warszawa, 9-12
wrzes$nia 2014

Balcerczyk A, Rybaczek D, Okabe J, Fornalczyk K, Bartosz G, El-Osta A. , Angiostatic ability
of arginine protein and lysine methyltransferase inhibitors” 49 Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Warszawa, 9-12 wrzesnia 2014

Balcerczyk A ,Profil potranslacyjnych modyfikacji histondw a proces starzenia $Srédbtonka
naczyniowego”, Spring Biogerontological Meeting: “Molecular targets of natural and synthetic
agents for anticancer and antiaging therapy" 23-24 maja 2014, Instytut Biotechnologii
Stosowanej i Nauk Podstawowych, Werynia (prezentacja ustna)

Papiewska-Pajak |, Balcerczyk A, Slapek M, et al. 38th Congress of the Federation of European
Biochemical Societies (FEBS), Saint Petersburg, RUSSIA, 06-11 July 2013 - The influence of VEGF-
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

D on redox homeostasis of human endothelial cells; (FEBS JOURNAL Volume: 280,
Sl Supplement 1; 246-246, 2013

Rybaczek D, Balcerczyk A, Bartosz G. The Society for Experimental Biology Conference, Valencia,
Spain, 3-6 July 2013 - Analysis of cell cycle checkpoint connected proteins, following
the replication stress and after premature chromosome condensation induction.

Papiewska-Pajak I, Balcerczyk A, Boncela J, Przygodzka P, de la Paz Mena Jaramillo M, Bartosz G,
Cierniewski C.S. (22nd IUBMB & 37" FEBS Congress, Seville, Spain, 4-9 September 2012) — ,VEGF-
D modulates redox homeostasis of human ECs and protects the cells against cytotoxic effect
of hydrogen peroxide”; FEBS JOURNAL Volume: 279, Special Issue: SI Supplement: 1 Pages: 222-
222

Balcerczyk A, Okabe J, Maxwell S, Haviv |, El-Osta A. EMBO Meeting, Barcelona,
4-6 September 2010) — “Role AMI-1 and AMI-5 in regulation of angiogenesis”.

Taha, H. Grochot-Przeczek, A. Was, H. et al. (34th Congress of the Federation-of-European-
Biochemical-Societies Location: Prague, CZECH REPUBLIC, 4-9 July 2009) ,Modulation
of inflammatory response by pentoxifylline is independent of heme oxygenase-1 pathway” FEBS
JOURNAL, 2009; 276: 235-235

Taha H. M, Guevara |, Exner M, Mustafa S, Nigisch M, Balcerczyk A, Weigel G, Ferdek P. F,
Skrzypek K. S, Dulak J, Jozkowicz A. (Heme oxygenases, 5" International Congress, Krakow,
Poland 5-9 September 2007) — “Role of HO-1 promoter polymorphism in endothelial cells”

Bakowicz-Mitura K, Balcerczyk A, Bartosz G, Mitura S. (2nd International Conference on Surfaces
Coatings and Nanostructured Materials”, Alvor, Algarve, Portugal 9-11 July 2007) — ”Effect
of nanodiamonds powders on human endothelial cells” pp. 71.

Balcerczyk A, Putaski t, Sicinska P, Bartosz G. (France New EU Members 7t Meeting New
Frontiers in Cardiovascular Research: “Subcellular mechanisms of altered muscle function
in cardiovascular diseases”, Debrecen, 5-8 October 2006) — “Effect of corticoids on redox
homeostasis of human endothelium”.

Balcerczyk A, Putaski t, Soszyriski M, Bartosz G. (41 Zjazd Polskiego Towarzystwa
Biochemicznego, Biatystok, 15-19 wrzesnia 2006) — “Role of acetylcholinesterase in the
physiology of endothelial cells”. Acta Biochimica Polonica 53 (Suppl. 1), P13.2, pp. 171.

Koceva-Chyta A, Przygodzki T, Balcerczyk A, Gwozdzinski K, Jozwiak Z. (41 Zjazd Polskiego
Towarzystwa Biochemicznego, Biatystok, 15-19 wrzesnia 2006) — ”Effect of piperidine nitroxides
on ROS-production generated by doxorubicin in cardiomyocytes”. Acta Biochimica Polonica 53
(Suppl. 1), P10.58, pp. 127.

Sicinska P, Rychlik B, Balcerczyk A, Bartosz G. (41 Zjazd Polskiego Towarzystwa Biochemicznego,
Biatystok, 15-19 wrzesnia 2006) — “Protective action of antioxidants against allyl alcohol and
microcystin-LR toxicity in Hep3B an HaCaT cells”. Acta Biochimica Polonica 53 (Suppl. 1), P10.87,
pp. 138.

Balcerczyk A, Kruszewski M, Bartosz G. (16th International Congress SFRRI, Davos, 15-19 August
2006) — “Role of cellular labile iron pool in the oxidation of 2’, 7’-dichlorodihyrofluorescein
diacetate”. Free Radical Research 40 (Suppl. 1), $19-12, pp. S55. Prezentacja ustna
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34.

35.

Bartosz G, Balcerczyk A, Sowa K. (16th International Congress SFRRI, Davos, 15-19 August 2006) —
“Metal chelators are also antioxidants reacting with reactive oxygen species”. Free Radical
Research 40 (Suppl. 1), P23-11, pp. S150.

Koceva-Chyta A, Balcerczyk A, Gwozdzinski K, Jézwiak Z. (16th International Congress SFRRI,
Davos, 15-19 August 2006) — ”“The piperidine nitroxide antioxidants Tempo, Tempol
and Tempace enhence the oxidation of 2’, 7’-dichlorofluorescin diacetate”. Free Radical
Research 40 (Suppl. 1), P8-3, pp. S92
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(5c) Autorstwo i wspétautorstwo publikacji naukowych

Wspodtautorka 39 badawczych i przegladowych prac naukowych opublikowanych w czasopismach

o zasiegu miedzynarodowym, znajdujgcych sie na Liscie Filadelfijskiej, o tacznym indeksie cytowan

1135 (Web of Science) i indeksie Hirsha = 17

Wspodtautorka 53 komunikatdw zjazdowych prezentowanych na

w kraju i za granica

konferencjach

Wspodtautorka rozdziatu w ksigzce "Handbook of Nutrition, Diet and Epigenetics" pod redakcjg VR

Preedy, VB Patel — Rozdziat: “Insulin action, insulin resistance and their link to histone acetylation” —

Balcerczyk A, Chriettt S, Pirola L. (2017), doi:10.1007/978-3-319-31143-2_57-1.

Wspodtautorka repetytorium dla maturzystéw i kandydatow na wyzsze uczelnie — ,Biologia — Wiesz,

ze umiesz” pod red. B. Rychlik WSiP, Warszawa 2005

Parametryzacja dorobku naukowego:

Liczba opublikowanych prac 39
Sumaryczny impact factor* 157,923
Punkty MNiSzW 1150

Liczba cytowan (bez autocytowan)

1135 (1005)

Doniesienia konferencyjne 53
Rozdziaty w ksigzkach 2
Index Hirscha 17
Impact factor osiggniecia naukowego* 73,048
Punkty MNiSzW osiggniecia naukowego 360
Liczba cytowan osiggniecia naukowego 343

*
zgodnie z rokiem publikowania
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(5d) Udziat w projektach badawczych

Kierownik projektu -2

2013 -2016

2013 -2016

kierownik projektu badawczego OPUS NCN 2012/05/B/NZ2/01663 -
"Epigenetyczna regulacja procesu angiogenezy indukowana zmianami w obrebie
metylacji biatek histonowych, jako szansa dla nowych interwencji terapeutycznych
w chorobie nowotworowej” — Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet todzki

kierownik projektu badawczego luventus Plus IP2012 039072 — ,Rola reorganizacji
chromatyny limitowanej statusem metylacji histondw w kontrolowaniu aktywacji
komorek $rédbtonka naczyniowego” — Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet
todzki

Opiekun naukowy -5

2017 - 2019

06-12.2017

06-12.2017

06-09.2017

06-12.2017

opiekun projektu promotorskiego NCN 2016/23/N/NZ3/02435 - ,Rola lizyno-
specyficznej demetylazy 1 w regulacji odpowiedzi zapalnej komérek srédbtonka
naczyniowego” — kierownik projektu promotorskiego, mgr Martyna Wojtala, Katedra
Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet todzki

opiekun studenckiego grantu badawczego Ut — ,Wptyw substancji czynnych
z owocu grantu Punica granatum, na wybrane parametry epigenomu komodrek
$rodbtonka naczyniowego” — kierownik projektu: Varvara Vialichka, Studenckie Koto
Naukowe Mtodych Biofizykow/Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet £odzki

opiekun studenckiego grantu badawczego Ut - ,Analiza konsekwencji
transkrypcyjnego wyciszenia ekspresji metylotransferazy Set7/9 na metabolizm
komoérek srédbtonka mikrowaskularnego” — kierownik projektu: Katarzyna Stapek,
Studenckie Koto Naukowe Miodych Biofizykéw/Katedra Biofizyki Molekularnej,
Uniwersytet £tédzki

opiekun studenckiego grantu badawczego Ut - ,Weryfikacja zdolnosci
B-hydroksymaslanu do modulowania funkcji komodrek srédbtonka naczyniowego” —
kierownik projektu: Arkadiusz Dabek, Studenckie Koto Naukowe Mtodych
Biofizykow/Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet todzki

opiekun studenckiego grantu badawczego Ut — ,Rola metylotransferazy Set7/9
w regulowaniu potencjatu angiogennego komodrek $rédbtonka mikrowaskularnego
HMEC-1" — kierownik projektu: Anita Salamon, Studenckie Koto Naukowe Mtodych
Biofizykdw/Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet tddzki

Wykonawca projektu -3

2016 - 2019

2008 - 2009

wykonawca w projekcie badawczym NCN 2015/17/B/NZ7/03019 - ,Rola zmian
epigenetycznych i p53 w trzewnej tkance ttuszczowej i patogenezie cukrzycy typu 2”
— kierownik projektu, prof. dr hab. Janusz Szemraj, Katedra Biochemii Medycznej,
Uniwersytet Medyczny w todzi

wykonawca w projekcie badawczym NHMRC “Epigenetic persistence
and hyperglycemic memory of embryonic stem cells” — Principal Investigator -
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Prof. Assam El-Osta, Epigenetics in human Health and Disease Laboratory, Baker IDI
Heart&Diabetes Research Institute, Melbourne, Australia

2004 -2006 gtowny wykonawca promotorskiego projektu badawczego KBN 2P05A 045 27 -
"Wptyw glukokortykoidéw na réwnowage redoks w komodrkach srédbtonka. Rola
biatka Racl w generowaniu anionorodnika ponadtlenkowego” - Promotor:
prof. dr hab. Mirostaw Soszyniski, Katedra Biofizyki Molekularnej, Uniwersytet tédzki

(5e) Staze zagraniczne i szkolenia

Staze zagraniczne

01.10.2008 - 31.07.2011 Baker Medical Research Institute, Epigenetics in Human Health
and Disease Laboratory, Melbourne, Australia;

07.01.2008 - 4.04.2008 Baker Medical Research Institute, Epigenetics in Human Health
and Disease Laboratory, Melbourne, Australia;

23.08.2006 — 9.09.2006 Instytut Michel Pacha, Tamaris sur Mer, Francja;

2.09.2015 — 14.09.2005 Instytut Michel Pacha, Tamaris sur Mer, Francja;

Szkolenia

21-23.04.2015 tédz, Warsztaty mikroskopowe: ,New methods of confocal and two-photon

confocal microscopy”

20.09 - 01.10.2004 Free Radical School 2004 “Free radicals and diseases: gene expression,
cellular metabolism and pathophysiology”, Spetses, Greece

22-24.06.2004 Poznan — Techniki analizy i detekcji kwaséw nukleinowych i biatek

27-30.08.2003 Debrecen, Wegry, FEBS advanced course — Poly-ADP-Ribosylation in Health
and Disease

6-7.05.2003 Warszawa, Warsztaty Mikroskopowe, Olympus;

26-31.10.2002 Krakéw, Uniwersytet Jagielloriski - Uczestnictwo w 11I¥ Miedzynarodowej

Szkole Cytometrii Przeptywowej i Mikroskopii Konfokalnej

(5f) Nagrody i wyrdznienia

2017 Brgzowy medal za dtugoletnig stuzbe

2016 Laureatka 16 edycji konkursu ,,L’Oréal dla Kobiet i Nauki” — stypendium habilitacyjne
2014 Laureatka Programu ‘Coaching’ Fundacji na rzecz Nauki Polskiej

2012 Nagroda Prezydium Oddziatu Polskiej Akademii Nauk w todzi i Konferencji Rektoréw

tédzkich Uczelni Publicznych w dziedzinie nauk biologiczno-medycznych za wybitne
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2008

2007

2006

2006

2006

2006

2005

2005

2004

2003

2003

osiggniecia w badaniu efektow stresu oksydacyjnego i mechanizmu epigenetycznego
efektu pamieci cukrzycowej oraz wptywu hiperglikemii na komarki srédbtonka naczyn

Zagraniczne stypendium wyjazdowe Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej (Program
”Kolumb”) na pobyt w Baker Medical Research Institute, Epigenetics in Human Health
and Disease Laboratory, Melbourne, Australia

Stypendium Human Frontier Science Program Organization na pobyt Baker Medical
Research Institute, Epigenetics in Human Health and Disease Laboratory, Melbourne,
Australia

Nagroda Rektora Uniwersytetu tddzkiego za rozprawe doktorskg

Stypendium Konferencyjne dla Mtodych Pracownikéw Naukowych ufundowane przez
Towarzystwo Naukowe Warszawskie i Fundacje na rzecz Nauki Polskiej
na dofinansowanie uczestnictwa w Xlll Kongresie SFRRI, Davos, 2006 (Davos,
Szwajcaria, 15-19 Sierpnia, 2006)

Stypendium Society of Free Radical International na pokrycie kosztéw uczestnictwa
w Xl Kongresie SFRRI, Davos, 2006 (Davos, Szwajcaria, 15-19 Sierpnia, 2006)

Stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej dla Mtodych Naukowcéw, (Program
"Start”)

Stypendium IUPUB na pokrycie kosztow uczestnictwa w Kongresie Biofizycznym,
Montpellier 2005 (Montpellier le Corum, Francja, 27 Sierpnia — 1 Wrzesnia 2005)

Stypendium Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej dla Mtodych Naukowcéw, (Program
"Start”)

Stypendium FEBS na pokrycie kosztdw uczestnictwa w Free Radical School, “Free
radicals and diseases: gene expression, cellular metabolism and pathophysiology”,
2004, Spetses, Grecja

Stypendium FEBS na pokrycie kosztéw uczestnictwa w FEBS advanced course — Poly-
ADP-Ribosylation in Health and Disease, 2003, Debrecen, Wegry

Zespotowa Nagroda pierwszego stopnia, Rektora Uniwersytetu toédzkiego
za osiggniecia naukowo-badawcze

(5g) Petnione funkcje, cztonkostwo w towarzystwach naukowych

2017

2016

Cztonek Zespotu Recenzentéw w Programie Stypendialnym Marii Sktodowskiej-Curie
(Marie Sklodowska-Curie Individual Fellowships H2020-MSCA-IF-2017 European &
Global Fellowships - Scientific Panel LIF); zrecenzowane projekty-12; przygotowane
sprawozdania zbiorcze -11

Cztonek Zespotu Recenzentéw w Programie Stypendialnym Marii Sktodowskiej-Curie
(Marie Sklodowska-Curie Individual Fellowships H2020-MSCA-IF-2016 European &
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2015

2014

2013

2012-obecnie

2002-obecnie

Global Fellowships - Scientific Panel LIF) zrecenzowane projekty-20; przygotowane
sprawozdania zbiorcze-8

Cztonek Zespotu Recenzentdw w Programie Stypendialnym Marii Sktodowskiej-Curie
(Marie Sklodowska-Curie Individual Fellowships H2020-MSCA-IF-2015 European &
Global Fellowships - Scientific Panel LIF) zrecenzowane projekty-23; przygotowane
sprawozdania zbiorcze -7

Cztonek Zespotu Recenzentéw w Programie Stypendialnym Marii Sktodowskiej-Curie
(Marie Sklodowska-Curie Individual Fellowships H2020-MSCA-IF-2014 European &
Global Fellowships - Scientific Panel LIF) zrecenzowane projekty-24; przygotowane
sprawozdania zbiorcze -8

Cztonek Komisji Ekspertéw Narodowego Centrum Nauki; zrecenzowane projekty-18;
przygotowane sprawozdania zbiorcze -4

Cztonek Klubu Stypendystéw FNP

Cztonek Polskiego Towarzystwa Biochemicznego

(5h) Zrecenzowane artykuty - 29

2017 -13;

2016 - 10;

2015-2;

2014 -2;

2010-2;

Nutrients — 2 (nutrients-217250; nutrients-190684); Biochemical Pharmacology — 2
(BCP-D-17-00895; BCP-D-17-00431); Tumor Biology — 2 (TUB-17-0656; TUB-17-0199);
Current Pharmaceutical Design — 2 (BSP-CPD-2017-1284, BSP-CPD-2017-1284R1; BSP-
CPD-2017-1131, BSP-CPD-2017-1131R1); Current Medicinal Chemistry — 1 (BSP-CMC-
2017-HT84-4; BSP-CMC-2017-HT84-4R1); Scientific Journal of Food Science &
Nutrition — 1 (SJFSN-RW-17-06); Hematological Diseases and Therapies — 1 (JHDT-
108); Cellular Oncology — 1 (CEON-D-17-00132); Microbial Cell Factories — 1 (MICF-D-
17-00070)

Biochemical Pharmacology — 1 (BCP-D-16-01208); International Journal of Diabetes
and Clinical Research — 1 (IJDCR-16-11-15); Heighpubs Journal of Biology and
Medicine — 1 (HIBMO0001); Folia Biologica et Oecologica — 1; Journal of Functional
Food — 2 (JFF-D-16-01849; JFF-D-16-01837), Biomedicine & Pharmacotherapy — 2
(BIOPHA_2016_628; BIOPHA_2015_619), Tumor Biology — 1 (TUBI-D-16-01097, TUBI-
D-16-01097R1), Biochemistry and Cell Biology — 1 (bcb-2015-0151.R1)

Phytomedicine -1 (PHYMED-D-15-00864), Neuropharmacology -1 (NEUROPHARM-D-
15-00626)

Journal of Cellular and Molecular Medicine -1 (JCMM-07-2014-060, JCMM-07-2014-
060.R1), Nitric Oxide — 1 (NOX-14-80)

Acta Biochimica Polonica — 2 (ABP#1969, ABP #1936C)
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(5i) Wspoétpraca naukowa

Prof. Assam El-Osta, PhD — Monash University, Melbourne, Australia
Prof. Tom Karagiannis, PhD — Monash University, Melbourne, Australia
Prof. Luciano Pirola, PhD — University of Lyon, France

Prof. dr hab. Janusz Szemraj — Uniwersytet Medyczny w todzi

dr hab. Dorota Rybaczek — Uniwersytet £édzki

dr Agnieszka Sliwiriska — Uniwersytet Medyczny w todzi
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6. Dziatalnos¢ dydaktyczna i organizacyjna
(6a) Opieka nad doktorantami/promotor pomocniczy : 2

mgr Arkadiusz Dgbek — doktorant | roku studiéw doktoranckich (2017-2021); Stacjonarne Studium
Biochemiczno-Biofizyczne, Uniwersytet tddzki — opiekun pomocniczy

mgr Martyna Wojtala — doktorantka IV roku studidw doktoranckich (2014-2018); Stacjonarne
Studium Biochemiczno-Biofizyczne, Uniwersytet tédzki — promotor pomocniczy

(6b) Opieka/Promotorstwo prac magisterskich: 4 (2017-1; 2014-1; 2013-1; 2003-1)

Arkadiusz _Dgbek — ,Weryfikacja wtasciwosci B-hydroksymaslanu jako modulatora acetylomu

komérek s$rédbtonka naczyniowego”, Kierunek — Biotechnologia, Specjalizacja — Biotechnologia
medyczna, Uniwersytet todzki, 2017 (opieka praktyczna, promotorstwo)

Ewelina Beben - “Rola metylotransferaz histondw w regulacji procesu angiogenezy”, Kierunek —
Biotechnologia, Specjalizacja — Biotechnologia medyczna, Uniwersytet tdédzki, 2013 (opieka
praktyczna, promotorstwo)

Karolina Fornalczyk - “Rola lizyno-specyficznej demetylazy histondéw (LSD-1) w regulacji angiogenezy’;

Kierunek — Biologia, Specjalizacja — Biofizyka medyczna i bioinformatyka, Uniwersytet todzki, 2014
opieka praktyczna, (promotor — prof. dr hab. Grzegorz Bartosz)

Katarzyna tuczak — “Wptyw niskich stezen utleniaczy na proliferacje komérek srédbtonka

izolowanych z zyly pepowinowej, HUVEC”, Kierunek — Biologia, Specjalizacja — Biofizyka, Uniwersytet
tédzki, 2003; opieka praktyczna (promotor — prof. dr hab. Mirostaw Soszynski)

(6c) Promotorstwo prac licencjackich: 8 (2017-1; 2015 - 2; 2013 - 2; 2012 — 2; 2011-1)

Varvara Velichko — ,Naturalne komponenty diety w profilaktyce i leczeniu nowotwordw,

a epigenetyka”, Kierunek - Biotechnologia, Uniwersytet tddzki, 2017; praca teoretyczna

Arkadiusz Dagbek - “Molekularne podioze starzenia sie sSrédbtonka naczyniowego”, Kierunek -

Biotechnologia, Uniwersytet tddzki, 2015; praca teoretyczna

Gabriel Skwarek — , Peroksyredoksyny — niskoczgsteczkowe regulatory homeostazy redoks”, Kierunek

- Biotechnologia, Uniwersytet tédzki, 2015; praca teoretyczna

Damian Kaniowski — ,Metylacja biatek histonowych i niehistonowych a proces starzenia”, Kierunek -

Biologia, Uniwersytet tddzki, 2013; praca teoretyczna

Anna Lamprycht — “Rola metylacji DNA w procesie kancerogenezy”, Kierunek - Biologia, Uniwersytet

tédzki, 2013; praca teoretyczna

Karolina Fornalczyk — “Epigenetyczna regulacja procesu angiogenezy”, Kierunek — Biologia,

Uniwersytet £ddzki, 2012; praca teoretyczna

Anna_Staskiewicz — “Wplyw reaktywnych form azotu na funkcjonowanie uktadu naczyniowo-

sercowego”, Kierunek — Biologia, Uniwersytet tddzki, 2012; praca teoretyczna
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Melissa Chu — “Effect of Glucose Stress on MMP-10 Expression and Endothelial Cell Function”,
Faculty of Medicine, Dentistry and Health Sciences, Unit 01068 Epigenetics in Human Health and
Disease Laboratory, The University of Melbourne, 2011; (English), praca doswiadczalna;
(ko-promotor)

(6d) Zrecenzowane rozprawy doktorskie: 1 (2016 - 1)

Sabrina Chriett — "Epigenetic regulations by insulin and histone deacetylase inhibitors of the insulin
signaling pathway in muscle” — (Ecole Doctorale ED 205, Ecole Doctorale Interdisciplinaire Sciences
Sante, Specialite de doctora: Biologie) Uniwersytet w Lyon, 2016; Promotor — Prof. Associate
L. Pirola, PhD

(6e) Zrecenzowane prace magisterskie: 1 (2015 - 1)

Joanna _Hertel - “Oddziatywanie rezorcylidenowej pochodnej aminoguanidyny (RAG)

na bioenergetyke mitochondriéow limfocytéw w modelu hiperglikemii doswiadczalnej”, Kierunek —
Biologia, Specjalizacja — Biofizyka medyczna i bioinformatyka, Uniwersytet tédzki, 2015; promotor —
dr hab. Magdalena tabieniec-Watata

(6f) Zrecenzowane prace licencjackie: 6 (2016 - 4; 2013 -1; 2012-1)

Aasar Khadija — ,The role of multidrug resistance proteins in conferring resistance to folate
analogous”, Kierunek — Biotechnologia, Uniwersytet £édzki, 2016; promotor — dr Btazej Rychlik

Maciej Bierzynski — “GAPDH w chrobie Alzheimera”, Kierunek - Biologia, Uniwersytet tddzki, 2016;

promotor — dr hab. Aleksandra Rodacka

Katarzyna Figat - “Parabeny w kosmetykach”, Kierunek — Ochrona Srodowiska, Uniwersytet tédzki,
2016; promotor — prof. dr hab. Bozena Bukowska

Patrycia Paciorek - “Rola mikroRNA w chorobach neurodegeneracyjnych i nowotworowych”,

Kierunek - Biologia, Uniwersytet £édzki, 2016; promotor — dr Agnieszka Grzelak

Monika Sikora - “Nanoczastki diamentu i ztota jako wewnatrzkomdrkowe transportery lekéw”,
Kierunek - Biologia, Uniwersytet £édzki, 2013; promotor — dr Agnieszka Gajewska

Katarzyna Klinska - “Epigenetyczne podfoze nowotworzenia”, Kierunek - Biologia, Uniwersytet todzki,

2012; promotor — prof. dr hab. Grzegorz Bartosz

(6g) Zajecia dydaktyczne
Biofizyka (¢w. lab.) - | rok studiow licencjackich, kierunek - Mikrobiologia, 2015/2016, sem. letni; Ut

Biofizyka (wyktfad, ¢w. lab.) — I rok studium, sem. zim., 2011/2012, Wyzsza Szkota Kosmetyki i Nauk
o Zdrowiu, ul. Wileriska 53/55, todz
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Bromatologia (wyktad, seminarium) — Il rok studium, sem. zim., 2011/2012, Wyzsza Szkota Kosmetyki
i Nauk o Zdrowiu, ul. Wileriska 53/55, t6dz

Fizyka (¢w. lab.) - | rok studiéw magisterskich, kierunek — Biologia, 2007/2008, sem. letni; 2006/2007,
sem. letni; 2005/2006, sem. letni; Ut

Fizyka i biofizyka (¢w. lab.) - | rok studiow magisterskich, kierunek - Biologia, 2007/2008, sem letni;
Il rok studidw licencjackich, kierunek - Biotechnologia, 2015/2016, sem. zimowy; Ut

Fizyka z elementami biofizyki (¢w.) - | rok studiéw magisterskich, kierunek - Biologia, 2007/2008,
sem letni; Ut

Konwersatorium z jezyka angielskiego - | rok magisterskich studiow uzupetniajgcych na kierunku
Biotechnologia medyczna i bioinformatyka -2011/2012, sem. zimowy; 2015/2016, sem. zimowy;
2016/2017, sem. zimowy; Ut

Metody instrumentalne (¢éw. lab.) — Il rok studidw magisterskich, kierunek - Biologia, 2006/2007,
sem. zim.; Ut

Podstawy metod hodowli komérek i biologii molekularnej (¢w. lab.) - IV rok studiéw magisterskich,
kierunek - Biologia - 2005/2006, sem. letni; Ut

Pracownia specjalistyczna (blok biologii molekularnej) (¢w. lab.) - | rok magisterskich studiéw
uzupetniajgcych na specjalizacji Biofizyka medyczna - 2011/2012, sem. letni; 2014/2015, sem. letni;
2015/2016, sem. letni; 2016/2017, sem. letni; Ut

Przekazywanie informacji w komoérce, regulacja ekspresji genéw (¢éw. lab.) — 2011/2012, sem zim.;
2012/2013, sem. letni; Ut

Seminarium z jezyka angielskiego dla doktorantéw - | rok studidw doktoranckich Studium
Biochemiczno-Biofizycznego - 2014/2015, sem. letni; 2015/2016; sem. letni; Ut

Zastosowanie kultur tkankowych w badaniach biomedycznych (¢éw. lab.) — 2011/2012, sem. letni; Ut

(6h) Promocja nauki

03.03.2017 - VII FESTIWAL NAUKI w | Liceum Ogdlnoksztalcagcym im. J. Dabrowskiego
w Tomaszowie Maz. — wyktad dla uczniéw klas o profilu biologiczno-chemicznym - , Oszukad
przeznaczenie, czyli rzecz o epigenetycznej regulacji ekspresji gendéw”; dr A Balcerczyk

13.01.2017 - NOC BIOLOGOW, Wydziat BiOS Uniwersytetu tédzkiego — zajecia dla gimnazjalistéw
i ucznidw szkét podstawowych — ,Wolne rodniki — dobre, zte, brzydkie...” (dr A Balcerczyk,
dr P Sicinska, mgr M Wojtala, A Salamon, A Dabek, V Velichko)

15.01.2016 - NOC BIOLOGOW, Wydziat BiOS Uniwersytetu tédzkiego — zajecia dla gimnazjalistéw
i ucznidw szkét podstawowych — "Odkrywamy tajemnice jadra komdrkowego” — budowa modeli
DNA, obserwacje mikroskopowe komérek (dr P Sicinska, dr A Balcerczyk, dr E Macierzynska-
Piotrowska, mgr M Wojtala, A Dgbek, mgr M Cyrkler); ”Nie bedziemy la¢ wody”- badanie wtasciwosci
fizyko-chemicznych wody; (dr A Balcerczyk, dr E Macierzyriska-Piotrowska, mgr M Wojtala, A Dabek,
dr P Sicinska, mgr M Cyrkler)
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09.01.2015 - NOC BIOLOGOW, Wydziat BiOS Uniwersytetu tédzkiego — zajecia dla gimnazjalistéw —
"Tajemnice kodu genetycznego” (dr A Gajewska, dr E Macierzyriska-Piotrowska, mgr M Wojtala,
mgr K Fornalczyk, mgr K Brokowska, dr A Balcerczyk)

27-28.02.2014 - IV FESTIWAL NAUKI w | Liceum Ogodlnoksztatcgcym im. J. Dabrowskiego
w Tomaszowie Maz. — wykfad dla uczniéw klas o profilu biologiczno-chemicznym - ,Zjawisko
opornosci wielolekowej w chorobie nowotworowej”; dr A Balcerczyk

10.01.2014 - NOC BIOLOGOW, Wydziat BiOS Uniwersytetu tédzkiego — zajecia dla gimnazjalistéw -
”"Badamy wtasciwosci DNA”; dr A Gajewska, dr E Macierzynska-Piotrowska, mgr M Woijtala,
mgr K Fornalczyk, mgr K Brokowska, dr A Balcerczyk

15.09.2013 - Zajecia dla licealistbw na Wydziale BiOS, Ut - wykfady i warsztaty dla licealistéw
z | Liceum Ogdlnoksztatcagcego im. J. Dgbrowskiego w Tomaszowie Maz. (izolacja DNA z komérek
roslinnych, izolacja i analiza barwnikow roslinnych, homeostaza redoks komarki); dr A Balcerczyk

01.03.2013 - Il FESTIWAL NAUKI w | Liceum Ogdlnoksztatcacym im. J. Dabrowskiego
w Tomaszowie Maz. — wyktad dla uczniéw klas o profilu biologiczno-chemicznym - ,Czym jest rak,
czyli o zyciu, $mierci, nieSmiertelnosci komarki i... rosyjskiej ruletce”; dr A Balcerczyk

19.04.2012 - Zajecia dla licealistow na Wydziale BiOS, Ut - wyktad i warsztaty dla licealistéw
z | Liceum Ogodlnoksztatcgcego im. J. Dgbrowskiego w Tomaszowie Maz. (izolacja DNA z komérek
roslinnych, obrazowanie w mikroskopie konfokalnym, cytometryczna analiza cyklu komdrkowego);
dr A Balcerczyk, dr A Gajewska, dr E Macierzyriska-Piotrowska

02.12.2011 - Il FESTIWAL NAUKI w | Liceum Ogdlnoksztatcacym im. J. Dabrowskiego
w Tomaszowie Maz. — wyktad dla uczniéw klas o profilu biologiczno-chemicznym - ,,Dziedziczenie bez
gendéw - niemozliwe, a jednak...”; dr A Balcerczyk
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PODSUMOWANIE

Dorobek naukowy: 39 publikacji, 53 doniesienia konferencyjne

taczna liczba cytowan wszystkich publikacji — 1135; (bez autocytowan — 1005)
taczny IF (zgodny z rokiem publikacji) — 157,923

taczne punkty MNiSW - 1150

Indeks H = 17; (wedtug Web of Science/ ICM)

Dorobek publikacyjny przed doktoratem: - 10 publikacji naukowych

- 18 doniesien konferencyjnych

Dorobek publikacyiny po doktoracie: - 29 publikacji badawczych i przeglagdowych

- 35 doniesien konferencyjnych

‘NARODOWE

Ministerstwo Nauki

Nauki Polskiej

C ENTRUM i Szkolnictwa Wyzszego
ANNAUKI
o U
WYDZIAL BIOLOGII
Fundacj i OCHRONY
undacja na rzecz Baker IDI € ODOWISKA

HEART & DIABETES INSTITUTE
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