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3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych.
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01.04.2017 — 30.04.2018: Asystent w Zaktadzie Medycyny Laboratoryjnej, Katedra
Biochemii Klinicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny.

01.05.2018 — 30.09.2018: Adiunkt w Zaktadzie Medycyny Laboratoryjnej, Katedra
Biochemii Klinicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny.
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4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20
lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478 z

poézn. zm.).

Jednotematyczny cykl 3 publikacji peilnotekstowych, opublikowanych —w
czasopismach z Listy Filadelfijskiej w latach 2020 — 2021 wymienionych ponizej: (IF
= 18.547; punktacja ministerstwa = 340).

Tytul osiagniecia:

Patofizjologia metabolizmu N-acetyloasparaginianu w przebiegu procesow starzenia
si¢ osrodkowego uktadu nerwowego

4.1. Wprowadzenie

Postgp cywilizacyjny, wraz z towarzyszacym mu rozwojem w zakresie diagnostyki
oraz strategii leczniczych wptynety na jakos¢ oraz dlugosé zycia cztowieka. W przesztosci
matoznaczacy problem postepujacej wraz z wiekiem degeneracji neuronow centralnego
uktadu nerwowego stat si¢ jednym z gtownych wyzwan wspolczesnej nauki. Raport
opublikowany w 2018 r. przez Alzheimer’s Disease International szacuje, ze obecnie okoto
50 milionéw pacjentow cierpi z powodu postepujacych z wiekiem chordb otepiennych, z
czego miazdzaca wigkszos$¢ stanowig pacjenci cierpigcy z powodu choroby Alzheimera [1].
W zwiazku z tym, trwaja intensywne prace badawcze probujace wyjasni¢ molekularne tto
procesOw starzenia si¢ centralnego uktadu nerwowego oraz poszukujace metod leczenia

postepujacej neurodegeneracji. Z badan klinicznych wynika, Zze neurony cholinergiczne



wykazujg szczeg6lng wrazliwos$¢ na procesy neurodegeneracyjne i w zwigzku z tym to ich
metabolizm stat si¢ podstawowym punktem zainteresowan niniejszej pracy [2 — 3].

Neurony cholinergiczne stanowig okoto 1% catkowitej puli neuronéw mozgu 1 sa
zlokalizowane w pniu moézgu, przodomdzgowiu oraz srodmozgowiu [4 — 5]. Podstawowa
funkcja neurondow cholinergicznych jest przekazywanie sygnalu z wykorzystaniem
acetylocholiny jako neuroprzekaznika wydzielanego do szczeliny synaptycznej [4 — 6].
Acetylocholina jest metabolitem produkowanym z acetylo-CoA i choliny w
cytoplazmatycznej przestrzeni neurondéw cholinergicznych [6 — 7]. Acetylo-CoA jest
transportowany z mitochondrium w formie niezmienionej, w postaci cytrynianu lub karnityny
[6 — 7]. Natomiast cholina pobierana jest z otoczenia neuronow cholinergicznych za
posrednictwem transportera o wysokim powinowactwie do choliny (CHT1) [6 — 7]. Substraty
reaguja w obecnosci enzymu acetylotransferazy cholinowej (ChAT), a powstata
acetylocholina jest przechowywana w pecherzykach transportujacych acetylocholing
(VAChT) [6 — 7]. W szczelinie synaptycznej, acetylocholina oddziatuje z dedykowanymi
receptorami, po czym ulega rozpadowi do choliny i grup acetylowych, w obecnosci esterazy
acetylocholinowej (AChE) [6 — 7].

Acetylo-CoA jest produktem posrednim powstajacym na drodze B-oksydacji kwasow
thuszczowych lub sprzggania pirogronianu z koenzymem A [7 — 8]. Reakcja sprzegania
katalizowana jest przez dehydrogenaze pirogronianowa, ktorej izoforma neuronalna promuje
mitochondrialny metabolizm energetyczny [7 — 8]. W warunkach fizjologicznych, neurony
produkuja pirogronian na drodze glikolizy badz utleniania mleczanu [7, 9]. Glukoza
transportowana jest do neurondow z Wnetrza naczyh krwionosnych gltownie z udziatem
astrocytow, komorek glejowych uznawanych za komorki utrzymujace rownowage
neuroenergetyczng w centralnym uktadzie nerwowym [9 — 11]. Glukoza transportowana jest
do moézgu wzdluz bariery krew-moézg tworzonej przez komorki $rodbtonka naczyn
krwiono$nych oraz wspomnianych astrocytow [9 — 12]. W ostatnich latach demencja starcza
nazywana jest mozgowo-specyficzng cukrzyca typu 3, przebiegajaca z opornoscig tkanki
modzgu na insuling [19]. Odnotowano znamiennie nizszy poziom transportera glukozy typu 1,
receptorow insuliny i insulinopodobnego czynnika wzrostu 1 z towarzyszacym obnizeniem
poziomu astrocytarnego glikogenu [13, 20]. Ponadto, znamiennemu obnizeniu ulega
aktywno$¢ dehydrogenazy pirogronianowej zwiekszajac kryzys metaboliczny, poczawszy od

niedoboréw wspomnianego acetylo-CoA [7, 21].



W neuronach cholinergicznych, acetylo-CoA jest zuzywany do kilku procesow.
Przede wszystkim, okoto 90% tego metabolitu jest wykorzystywane do mitochondrialnego
metabolizmu energetycznego [7]. Nastepng, kilkuprocentowa pule acetylo-COA neurony
cholinergiczne, zuzywaja do neuronalnej produkcji N-acetyloasparaginianu [7]. Srednio okoto
3% acetylo-CoA stanowi substrat do syntezy acetylocholiny -neuroprzekaznika neuronow
cholinergicznych [7]. Ponizej 1% produkowanego acetylo-CoA zuzywane jest do syntezy
kwasow ttuszczowych [7]. Kluczowym problemem jest nieliniowe zuzycie acetylo-CoA do
syntezy acetylocholiny. Pobudzenie neuronow cholinergicznych znamiennie zwigksza
zapotrzebowanie na acetylocholing, zuzywajac nawet kilka procent wigcej acetylo-CoA niz w
stanie spoczynkowym neuronu cholinergicznego [5, 7]. Chwilowe zwigkszone zuzycie
acetylo-CoA moze istotnie zaburza¢ metabolizm energetyczny, co jest prawdopodobnym
powodem  szczegdlnej  wrazliwosci  neuronéw  cholinergicznych. Na  S$ciezce
mitochondrialnego metabolizmu energetycznego, acetylo-CoA zapoczatkowuje cykl kwasow
trojkarboksylowych reagujac ze szczawiooctanem w obecnosci syntazy cytrynianowej
produkujac cytrynian. Mitochondrium stanowi najbardziej skomplikowane morfologicznie
oraz aktywne metabolicznie organellum komorkowe [22]. Wyrdzniono trzy glowne grupy
dysfunkcji mitochondrialnych obserwowanych podczas rozwoju neurodegeneracji: obnizony
metabolizm energetyczny, narastajacy stres oksydacyjny oraz dlugofalowe zmiany w
metabolizmie komorkowym [22]. Wszystkie te zjawiska oddziatujg na przemiany zachodzace
w cyklu kwasow trojkarboksylowych [7, 22]. Badania post mortem tkanki moézgowe;j
pacjentéw cierpigcych z powodu choroby Alzheimera ujawnily znamienne obniZenie
aktywnosci enzymow cyklu kwasow trojkarboksylowych bedacych markerami stresu
oksydacyjnego, tj. akonitazy i dehydrogenazy izocytrynianowej [21]. Natomiast zwi¢kszong
aktywno$¢ wykazywata dehydrogenaza jabtczanowa [21]. Dehydrogenaza jabtczanowa jest
enzymem zaangazowanym W cykl kwasow trojkarboksylowych oraz czétenko jablczanowo-
asparaginianowe. Czotenko jablczanowo-asparaginianowe pracuje na pograniczu
mitochondrium i cytoplazmy, a jego gtowng rolg jest utrzymanie potencjalu redukujaco -
utleniajacego w mitochondrium [21, 23]. W przypadku neuronéw, czotenko petni dodatkowa
funkcje — jest zrédtem asparaginianu zuzywanego do produkcji N-acetyloasparaginianu [23].

N-acetyloasparaginian jest produkowany w neuronach z acetylo-CoA oraz
asparaginianu w obecno$ci N-acetylotransferazy asparaginianowej [7, 23]. Funkcje N-
acetyloasparaginianu nie sg do konca poznane, a najczgsciej postulowana jest funkcja
regulatorowa oraz neuroprzekaznicza dedykowana astrocytom i oligodendrocytom [24]. W

oligodendrocytach, N-acetyloasparaginian stuzy jako no$nik grup acetylowych, niezbednych



do produkcji otoczki mielinowej uktadu nerwowego [23 — 25]. Natomiast na pograniczu
neuronéw 1 astrocytow, N-acetyloasparaginian jest najprawdopodobniej zaangazowany w
metabolizm glutaminianu [24 — 25]. Poziom N-acetyloasparaginianu (badz wskaznika N-
acetyloasparaginian/kreatynina) w mozgach pacjentow ze zdiagnozowang chorobg
Alzheimera jest $rednio obnizony o 15-20% [26 — 27]. Niestety, tlo molekularne tego
zjawiska pozostaje nieznane.

Hipoteza robocza niniejszego cyklu publikacyjnego zaktadata, ze zrodiem
obnizenia poziomu N-acetyloasparaginianu sa zaburzenia metabolizmu energetycznego
zachodzacego w rozwoju choréb otgpiennych naktadajace si¢ z wyjatkowa siecig potaczen
metabolizmu energetycznego, neuroprzekaznictwa cholinergicznego oraz produkcji N-

acetyloasparaginianu.

4.2. Cel prowadzonych badan

Celem przeprowadzonych badan byta ocena wptywu czynnikow neurotoksycznych
charakteryzujacych procesy starzenia si¢ centralnego uktadu nerwowego na metabolizm
neuronow cholinergicznych. W zwigzku z opisanymi we wstepie zmianami biochemicznymi
w moézgu pacjentdow cierpigcych z powodu choréb neurodegeneracyjnych, Szczegdlnym
punktem moich zainteresowan byla $ciezka metaboliczna taczaca produkcje N-
acetyloasparaginianu, metabolizm energetyczny oraz produkcj¢ neuroprzekaznika —

acetylocholiny.

W tym celu zbadano:
neuroprzekaznictwo cholinergiczne, metabolizm energetyczny oraz N-acetyloasparaginanu w

modelu:

1. in vitro, wtoérna linia komoérkowa zréznicowana w kierunku neuronow
cholinergicznych oraz poddana cytotoksycznemu dziataniu jonéw cynku (praca
numer 1 w cyklu prac badawczych);

2. invivo, doroste szczury ptci meskiej rasy Wistar poddane iniekcji streptozotocyna
(model indukowanej hiperglikemii); badania tkanki mozgu, przegrody moézgu
oraz mézdzku (prace numer 1 i 2 w cyklu prac badawczych);

3. in vitro, szczurze embrionalne nerwowe komorki macierzyste hodowane w

warunkach hiperglikemii in vitro (prace numer 2 w cyklu prac badawczych);



4. in vitro, szczurze embrionalne neurony pierwotne poddane cytotoksycznemu
dziataniu tlenku azotu (prace numer 2 w cyklu prac badawczych);

5. in vivo, doroste szczury ptci meskiej rasy Wistar poddane wielokrotnej iniekcji
teofiling; badania tkanki mozgu, przegrody mozgu oraz mézdzku; (prace numer 1
i 3 w cyklu prac badawczych);

6. in vitro, szczurze embrionalne nerwowe komorki macierzyste oraz neurony
pierwotne poddane czynnikom wywotujacym dojrzewanie komoérkowe (prace

numer 3 w cyklu prac badawczych);

4.3. Opis publikacji: opis osiagniecia naukowego

W sktad osiggnigcia naukowego wchodzi cykl powiagzanych tematycznie artykutow

naukowych:

1. Zysk M, Sakowicz-Burkiewicz M, Pikul P, Kowalski R, Michno A, Pawetczyk T. The
impact of acetyl-CoA and aspartate shortages on the N-acetylaspartate level in different

models of cholinergic neurons. Antioxidants. 2020;9(6):522.

Zatozenia pracy:

Neurony cholinergiczne wykazujg szczegolng wrazliwo$¢é na niedobory energetyczne
obserwowane w neuropatologiach przebiegajacych z pobudzeniem ekscytotoksycznym
neuronéw glutaminergicznych [7]. Glutaminian jest neuroprzekaznikiem neuronow
glutaminergicznych przechowywanym w postaci glutaminianu cynku wewnatrz pecherzykow
transportowych w zakonczeniach nerwowych [7, 28 — 29]. Wydzielony do szczeliny
synaptycznej uwalnia jony cynku, ktore nastgpnie sg pobierane do wnetrza komorek szczeliny
synaptycznej [7, 28 — 29]. Z doniesien literaturowych wynika, ze komorki modelu in vitro
neuronow cholinergicznych (linia SN56) pobierajg jony cynku z otoczenia, w stopniu
prowadzacym do uszkodzenia ich mitochondrialnego metabolizmu energetycznego [28 — 29].
W poprzedniej pracy udowodnitam, ze poziom N-acetyloasparaginianu w komorkach linii
SN56 jest odwrotnie proporcjonalny do poziomu neuroprzekaznika neuronow
cholinergicznych (acetylocholiny) [30]. W zwigzku z tym w niniejszej pracy ocenialam
wplyw akumulacji jonéw cynku na produkcje N-acetyloasparaginianu w komorkach linii
SN56 z niska badz wysoka aktywnoscig acetylotransferazy cholinowej (enzym produkujacy

acetylocholing). W modelu in vivo, doroste szczury rasy Wistar (ptci megskiej) podzielitam na



3 grupy: zwierzeta kontrolne, zwierzgta z hiperglikemia indukowang iniekcja streptozotocyny
oraz zwierzeta poddane 14-sto dniowej iniekcji teofilina. Iniekcja streptozotocyny prowadzi
do supresji genu Chat kodujgcego acetylotransferaze cholinows, natomiast wielokrotna
iniekcja teofiliny wywotuje chroniczng stymulacj¢ neuronéw cholinergicznych prowadzac do
wyciszenia neuroprzekaznictwa cholinergicznego na drodze wyczerpania neuroprzekaznika.
Badaniu poddalam przegrod¢ moézgu wyrdzniajaca si¢  wysoka aktywnoscia
acetylotransferazy cholinowej oraz mézdzek wykazujacy jedynie znikomg aktywnos$¢ tego
enzymu. Dodatkowga zaletg badania przegrody mozgu jest zgodno$¢ obszaru mozgu, z ktérego
wyprowadzono lini¢ komorkowa SN56 uzywang w dotychczasowych badaniach jako model
in vitro neuronéw cholinergicznych.

W pracy numer 1 skupilam si¢ na zalezno$ci pomiedzy aktywnoscia
neuroprzekazniczg neuronow cholinergicznych (synteza acetylocholiny) a synteza N-
acetyloasparaginianu. Pamigtajac o acetylo-CoA, jako czynniku taczacym obie syntezy,
moglam oceni¢ wplyw zmiennej dostgpnosci acetylo-CoA regulowanej funkcja neuronow

cholinergicznych na poziom N-acetyloasparaginianu.

Opis uzyskanych wynikow:

Badania $ciezki syntezy N-acetyloasparaginianu rozpoczgtam od  potwierdzenia
mitochondrialnej lokalizacji tego metabolitu oraz enzymu syntetyzujacego (N-
acetylotransferazy asparaginianowej). Cytotoksyczne dziatanie jonow cynku ograniczyto
dostepnos¢ substratow dla syntezy N-acetyloasparaginianu (acetylo-CoA i asparaginian), jak
rowniez poziom i aktywnos¢ N-acetylotransferazy asparaginianowej, co w konsekwencji
obnizylo poziom N-acetyloasparaginianu. Aby oceni¢ potencjal inhibicyjny jonéw cynku,
aktywno$¢ enzymatyczng N-acetylotransferazy asparaginianowej oceniatam w  lizacie
komorek linii SN56 inkubowanym w $rodowisku modyfikowanym obecno$cig badanych
jonéw. Badania wykazaly, ze w odréznieniu od jonow miedzi czy manganu, badane jony
cynku blokujg aktywno$¢ N-acetylotransferazy asparaginianowej niemal catkowicie. W
kolejnym kroku poréwnalam wplyw jonow cynku z wplywem neuroprzekaznictwa
cholinergicznego na poziom N-acetyloasparaginianu. Komorki linii SN56 inkubowatam w
srodowisku stymulujacym neuroprzekaznictwo cholinergiczne, ktére modyfikowatam
odpowiednio:  mekamylaming,  nifedyping  oraz = 2-aminoetoksydifenyloboranem.
Mekamylamina jest antagonista receptorow nikotynowych wigzacych acetylocholing
dzialajacym jako czynnikiem blokujacym neuroprzekaznictwo cholinergiczne na drodze

inhibicji wiazania pomiedzy acetylocholing a kanalami nikotynowymi. Nifedypina jest



antagonista kanalow wapniowych bramkowanych wysokim napigciem, natomiast 2-
aminoetoksydifenyloboran stymuluje naptyw jonow wapnia do wnetrza komorki. Obecno$¢
nifedypiny i mekamylaminy nie modyfikowata metabolizmu energetycznego oraz poziomu
N-acetyloasparaginianu. Natomiast, 2-aminoetoksydifenyloboran znamiennie obnizyt
aktywno$¢ czeSci  enzymow cyklu kwasow  trojkarboksylowych  (dehydrogenazy
pirogronianowej i izocytrynianej). O ile poziom acetylo-CoA pozostawat niezmieniony, o tyle
dysfunkcja cyklu kwasow trojkarboksylowych doprowadzita do obnizenia poziomu ATP w
komorkach linii SN56. Jednoczes$nie 2-aminoetoksydifenyloboran nie modyfikowat poziomu
N-acetyloasparaginianu. Obserwacje z badan w modelu izolowanym (komorki linii SN56)
odniostam do modelu in vivo, w ktorym mogtam oceni¢ wspoétzaleznosci pomiedzy $ciezkami
syntezy acetylocholiny i N-acetyloasparaginianu w moézgu szczurow rasy Wistar.

Aktywnos¢ acetylotransferazy cholinowej w tkance przegrody mozgu i mézdzku byta
odwrotnie proporcjonalna do poziomu N-acetyloasparaginianu. Iniekcja streptozotocyny badz
teofiliny powodowata znamienne obnizenie aktywnosci acetylotransferazy cholinowe;j.
Hiperglikemia oraz wzrost stresu oksydacyjnego nie miaty znamiennego wptywu na poziom
N-acetyloasparaginianu i mRNA genu Nat8l (gen kodujacy enzym N-acetylotransferaze
asparaginianowg). Natomiast, aktywno$¢ N-acetylotranferazy asparaginianowej w
przegrodzie mozgu ulegta znamiennemu obnizeniu. Dzienna iniekcja teofiling znamiennie
wplyneta na wspomniane parametry badane zaréwno w przegrodzie mézgu, jak i mozdzku.
Zaobserwowane zmiany odnotowane byly w tkankach o znamiennie réznej aktywnosci
cholinergicznej, co wymagato dalszych badan doswiadczalnych rozgraniczajacych dwa
podstawowe efekty iniekcji teofiling: obnizenie aktywnos$Ci neuroprzekaznictwa
cholinergicznego oraz farmakologiczny efekt teofiliny polegajacy na aktywacji zaleznej od

cyklicznego AMP kinazy biatkowej A regulujacej komorkowa Sciezke sygnalizacyjna.

Whioski:
a) inhibicyjne dziatanie jonéw cynku wobec N-acetyloasparaginianu zwigzane jest z
obnizeniem dostgpnosci substratdow, oraz inhibicja aktywnosci enzymu N-
acetylotransferazy asparaginianowej;
b) neuroprzekaznictwo cholinergiczne ogranicza dostepno$¢ N-acetyloasparaginianu w
neuronach cholinergicznych;
C) obnizenie aktywnosci acetylotransferazy cholinowej poprzez iniekcje

streptozocotycyny nie wptywa na metabolizm N-acetyloasparaginianu;



d) teofilina obniza poziom N-acetyloasparaginianu na drodze niezaleznej od aktywnosci

acetylotransferazy cholinowej.

2. Zysk M, Pikul P, Kowalski R, Lewandowski K, Sakowicz-Burkiewicz M, Pawelczyk
T. Neither excessive nitric oxide accumulation nor acute hyperglycemia affects the N-
acetylaspartate network in Wistar rat brain cells. Int Mol Sci. 2020;21(22):8541.

Zatozenia pracy:

Publikacja jest kontynuacja rozwazan na temat czynnikow modulujagcych metabolizm
N-acetyloasparaginianu. Z doniesien literaturowych wynika, ze jony cynku promujg wzrost
stresu oksydacyjnego wewnatrz komorek linii SN56 [30]. Ponadto, coraz czgsciej choroba
Alzheimera nazywana jest ,,m6zgowo-specyficzng cukrzyca typu 3” i rowniez przebiega ze
wzrastajgcym stresem oksydacyjnym komoérek mozgu. Niekontrolowana hiperglikemia moze
prowadzi¢ do kryzysu energetycznego na skutek kwasicy metabolicznej oraz wzrostu
poziomu markerow stresu oksydacyjnego. Z badan klinicznych wynika, ze utrzymujacy si¢
stan nierdownowagi metabolizmu energetycznego prowadzi do encefalopatii moézgowych i
widocznego obnizenia poziomu N-acetyloaspraginianu w moézgu. W zwigzku z tym, w
niniejszej publikacji badatam wptyw hiperglikemii oraz akumulacji tlenku azotu na
metabolizm N-acetyloasparaginianu. W modelu in vivo, badatam tkanke mo6zgu pochodzita od
dorostych szczuréw ptci meskiej rasy Wistar, u ktorych, analogicznie do pracy numer 1 cyklu
prac badawczych, hiperglikemie wywotano jednorazowa iniekcja Streptozotocyny
(indukowany model cukrzycy typu 1). Eksperyment kontynuowano przez 2 badz 8 kolejnych
tygodni. Metabolizm energetyczny neuronéw w moézgu jest w pelni uzalezniony od
astrocytow. W zwiagzku z tym w modelu in vitro, wptyw hiperglikemii badany byt z uzyciem
komorek linii embrionalnych szczurzych nerwowych komorek macierzystych zawierajacych
do 80% astrocytow, do 25% neurondéw 1 do 5% oligodendrocytow. Hodowla komorkowa
odzwierciedlata metabolizm energetyczny mozgu istniejacy pomiedzy astrocytami a
neuronami. Hiperglikemi¢ in vitro utrzymywatam przez 6 dni codziennie uzupetniajac
poziom glukozy. Z doniesien literaturowych wynika, ze w przebiegu cukrzycy typu 1
wzrastajg poziomy markerow stresu oksydacyjnego w komorkach potozonych w sgsiedztwie
komorek $rodbtonka naczyn Krwionosnych. Proces ten jest wynikiem zwigkszonej
aktywnosci $rodbtonkowej syntazy tlenku azotu. W zwiazku z tym, neurony pierwotne kory
moézgu embrioné6w szczurzych poddatam 24 godzinnej hodowli w obecnosci generatora

tlenku azotu, S-nitrozo-N-acetylopenicylina. W celu oceny dlugofalowych skutkoéw tlenku



azotu na neurony, kontynuowatam hodowle pierwotng bez generatora tlenku azotu przez
kolejne 3 lub 6 dni.

Opis uzyskanych wynikow:

W modelu in vivo, hiperglikemia i kwasica metaboliczna zwigkszyly poziom utlenienia
bton  komoérkowych  oraz  obnizyly  poziom  zredukowanego  dinukleotydu
nikotynoamidoadeninowego (NADH). Potwierdzitam obnizenie poziomu markeréw
neuronalnych, w szczegdlnosci neurondéw cholinergicznych (acetylotransferaza cholinowa,
pecherzykowy transporter acetylocholiny). Procesom tym nie towarzyszyt wzrost aktywnosci
procesdw apoptotycznych (kaspaza 3, Bcl-2), co sugeruje obnizong aktywno$é
neuroprzekazniczg bez objawoéw degeneracji komoérek mozgu. Zar6wno w modelu in vivo,
jak i modelach in vitro odnotowano znamiennie obnizong dostepno$¢ asparagnianu, ktora nie
wplywata na poziom N-acetyloasparaginianu. W badanej tkance mézgowej nie odnotowatam
wyraznych réznic w metabolizmie energetycznym zwierzat z hiperglikemia. Hiperglikemia
wraz z towarzyszacym wzrastajacym Stresem oksydacyjnym nie zachwialy istotnie
metabolizmu N-acetyloasparaginianu. W przypadku nerwowych komodrek macierzystych
(model in vitro badajacy interakcje neurondéw z astrocytami i oligodendrocytami) 6 dniowa
hodowla w warunkach hiperglikemii spowodowata znamienne zmiany metaboliczne
uprzywilejowujac glikolize jako gléwng $ciezke produkcji energii. Odwzorowanie
hiperglikemii w modelu in vitro rowniez wskazywato na brak wptywu badanego czynnika na
metabolizm N-acetyloasparaginianu. Alternatywnie, stres oksydacyjny wywotany akumulacjg
tlenku azotu w neuronach pierwotnych obnizyl znamiennie dostgpno$¢ substratow do
produkcji N-acetyloasparaginianu, jednakze poziom samego metabolitu pozostawal

niezmieniony.

Whioski:
a) produkcja N-acetyloasparaginianu jest nizsza w neuronach cholinergicznych, a ich
degeneracja nie wptywa znaczaco na metabolizm N-acetyloasparaginianu;
b) ograniczona dostepnos¢ substratow (szczegolnie asparaginianu) nie jest kluczowym
czynnikiem obnizajagcym poziom N-acetyloasparaginianu;
¢) utrzymujaca si¢ hiperglikemia i narastajacy stres oksydacyjny moga modyfikowac

metabolizm energetyczny, ale nie modyfikuja metabolizmu N-acetyloasparaginianu;



3. Kowalski R, Pikul P, Lewandowski K, Sakowicz-Burkiewicz M, Pawelczyk T, Zysk
M. The cAMP Inducers Modify N-Acetylaspartate Metabolism in Wistar Rat Brain.
Antioxidants. 2021;10(9):1404.

Zalozenia pracy:

Poziom mRNA dla N-acetylotransferazy asparaginianowej wzrasta w ciggu zycia
ssakow. Zawartos¢ mMRNA Nat8l u embrionéw myszy C57/BL jest najnizsza i wzrasta
znaczgco po urodzeniu. Podawanie metamfetaminy do hodowli wtornych linii komoérkowych
(PC12, SH-SYS5Y) badz myszom linii C57/BL (pomiar od 20 do 60 min po podaniu
substancji) powodowal znamienny wzrost poziomu N-acetyloasparaginianu. Dziatanie
metamfetaminy na uktad nerwowy obejmuje aktywacj¢ zaleznej od cyklicznego AMP
(cCAMP) sygnalizacji komorkowej prowadzacej do wzmozonej fosforylacji biatka CREB
skutkujgcej wymuszeniem proceséOw dojrzewania komorkowego. Analogiczny efekt
akumulacji obserwowalismy w hodowli réznicujacej komorki SN56 (tj. z dodatkiem
dibutyrylo-cAMP i kwasu trans-retinowego) czy u szczuré6w rasy Wistar poddanych 14-sto
dniowej iniekcji teofiliny (praca numer 1 w cyklu publikacynym). Pomimo zblizonego
dziatania metamfetaminy do wspomnianych czynnikow, nasze badania wskazywatly na efekt
odwrotny do dzialania metamfetaminy. W zwigzku z przypuszczalnym wplywem cAMP na
metabolizm N-acetyloasparaginianu, przeprowadzitam badania akumulacji cAMP na
embrionalne szczurze pierwotne komorki mozgu. Roéwnolegle do eksperymentow in vitro
prowadzitam badania in vivo, w ktorych doroste szczury rasy Wistar poddatam codziennej

iniekcji teofiling przez okres 2 lub 8 tygodni.

Opis uzyskanych wynikow:

W modelu in vitro, komorki macierzyste mozgu poddatam dziataniu czynnikoéw
roéznicujacych wywotujacych dojrzewanie komorkowe aktywujac rdzne Sciezki sygnalowe w
komorkach. Porownatam rowniez efekt 3 czynnikow wywolujacych akumulacje cAMP (t].
dibutyrylo-cAMP, teofiliny oraz forskoliny). Czynniki nie wykazywaly wlasciwosci
cytotoksycznych. Wptyw dibutyrylo-cAMP i czynnika wzrostu nerwow (dojrzewanie
komorkowe niezalezne od cAMP) na morfologi¢ komorek w hodowli byt analogiczny. W
czasie dojrzewania komorkowego neurony pierwotne znamiennie zwigkszaly metabolizm
energetyczny oparty o dehydrogenaze pirogronianowg oraz cykl kwasow trdjkarboksylowych.
Natomiast wysoka zawarto$¢ astrocytow (70 — 80%) w hodowli macierzystych komorek

moézgu promowata szlak energetyczny oparty 0 produkcje mleczanu. Zar6wno w modelu in



vivo, jak i modelach in vitro nie odnotowano zmian w poziomie asparagnianu, ktéra nie
wplywata na poziom N-acetyloasparaginianu.

Badanie w modelach in vitro pokazaty, ze wraz z postepem procesow roznicowania
neuronow pierwotnych wywotanych cAMP badz czynnikiem wzrostu nerwow, komorkowa
lokalizacja NAT8L ulega zmianie. Ponadto, oznaczana aktywno$¢ enzymatyczna, poziom
bialka oraz mRNA dla N-acetylotransferazy asparaginianowej konsekwentnie spadaty. W
moézgu dorostych szczurow rasy Wistar, poziom N-acetyloasparaginionu byl znamiennie
nizszy po 14 dniach iniekcji teofiliny, podczas gdy wydtuzenie czasu iniekcji do 8 tygodni
skutkowalo znamiennym wzrostem poziomu tego metabolitu. Rownolegle oznaczana
aktywno$¢ 1 poziom mMRNA (w odroznieniu od aktywno$ci) N-acetylotransferazy

asparaginianowej rowniez spadty.

Whioski:
a) poziom i aktywno$¢ N-acetylotransferazy asparaginianowej jest $cisle zalezny od
procesow dojrzewania komorkowego (na drodze zaleznej i niezaleznej od cAMP);
b) zmiany dostgpnosci N-acetyloasparaginianu w komoérkach mozgu sg przede
wszystkim konsekwencja zmian aktywnosci N-acetylotransferazy asparaginianoweyj;

jest zalezna od proceséw dojrzewania komorkowego;

WNIOSKI WYNIKAJACE Z CYKLU PRAC:

A. Wplyw jonow cynku na metabolizm N-acetyloasparaginianu jest efektem
bezposredniej inhibicji enzymu produkujgcego ten metabolit, tj. N-acetylotransferazy
asparaginianowej;

B. Metabolizm N-acetyloasparaginianu nie jest regulowany stresem oksydacyjnym;

C. Aktywnos¢ N-acetylotransferazy asparaginianowej jest glownym czynnikiem
regulujacym metabolizm N-acetyloasparaginianu;

D. Poziom N-acetyloasparaginianu pozostaje niewrazliwy na fluktuacje (na poziomie ok.
30%) dostepnosci substratow syntezy (tj. acetylo-CoA oraz asparaginianu);

E. Aktywno$¢ neuroprzekaznicza skutkuje obnizeniem syntezy N-acetyloasparaginianu

w neuronach cholinergicznych;



4.4. Oméwienie pozostalych osiggnie¢ (po uzyskaniu stopnia doktora nauk
medycznych)

Zrozumienie patofizjologii choréb neurodegeneracyjnych moézgu nie jest procesem
jednokierunkowym i w peini poznanym. W zwiazku z tym, w trakcie swojej pracy naukowej
zaangazowana bylam w projekty badawcze rozwazajace dwie obecnie badane hipotezy
naukowe. Pierwszg jest postrzeganie chorob neurodegeneracyjnych jako chorob o podtozu
metabolicznym zwigzanym z zaburzeniami w transporcie glukozy i tlenu, jako gléwnych
materialdow niezbgdnych do produkcji energii. Druga hipoteza skupia swoja uwage wokot
komorek glejowych, ktorych dysfunkcje oraz chroniczny stan pobudzenia immunologicznego

zaburzajg interakcje pomigdzy komorkami gleju a neuronami mozgu.

A) Wplyw jonow cynku na metabolizm acetylo-CoA w neuronach
cholinergicznych

Metabolizm acetylo-CoA w neuronach cholinergicznych, w stosunku do neuronow
nie-cholinergicznych wyroznia si¢ duzg liczba $ciezek jego utylizacji. W swoich pracach nie
wchodzacych do cyklu osiggnigcia naukowego bedacego podstawg ubiegania si¢ o stopien
doktora habilitowanego szczegdlny nacisk ktadtam na badania metabolizmu acetylo-CoA w
obecnosci cytotoksycznych stezen cynku. Nadmierna wewnatrz-neuronalna akumulacja
jonow cynku postulowana jest jako sprzyjajaca powstawaniu megakanatow zbudowanych z
amyloidu-B oraz zlokalizowanych wzdtuz bton mitochondrium komoérkowego badz retikulum
endoplazmatycznego neuronow. Powstale megakanaly zaburzajg wewngtrzkomorkowa
rdbwnowage jonowa umozliwiajac niekontrolowany przeplyw jondw wapnia i1 zaburzajac
ciaglo$¢ produkcji energii. Zaburzenia metabolizmu energetycznego w neuronach
cholinergicznych powstate w wyniku zwiekszonej akumulacji jondw cynku niosg za sobag
nieodwracalne straty energetyczne i prowadza do neurodegeneracji. Prace numer Al, A2 i A6
sg pracami podgladowymi szczegotowo omawiajagcymi neurotoksyczne dzialanie jonow
cynku na podstawie zard6wno wynikow uzyskanych w pracach, w ktorych
wspoluczestniczytam, jak 1 doniesienia literaturowe opublikowane przez innych naukowcow.

W publikacji A3 wykazatam, ze komorki linii SN56 (zar6wno z niska jak i wysoka
aktywnoscig ChAT) wykazuja wysoka zdolnos¢ buforowania jondw cynku. Ponadto komorki
linit SN56 z wysoka aktywnoscia ChAT akumulowaty w swojej przestrzeni komorkowej

wickszg ilo$¢ jondw cynku niz komorki z niskg aktywnoscia ChAT. Jony cynku



magazynowane byly w cytoplazmie, jak i mitochondrium. Przy czym poziom jonéw cynku
wewnatrz cytoplazmy byl 5-7 razy wyzszy niz w komorkach kontrolnych, a w przypadku
mitochondrium réznica mi¢dzy komorkami hodowanymi w warunkach eksperymentalnych a
kontrolnymi siegata 60-100 krotnosci. Zmagazynowanie jonow cynku wewnatrz
mitochondrium komoérkowego zahamowalo metabolizm energetyczny komorek obnizajac
znamiennie aktywno$¢ dehydrogenazy pirogronianowej oraz poziomy ATP i acetylo-CoA.
Cytotoksyczny wpltyw jondéw cynku nie ograniczal si¢ jedynie do metabolizmu
komorkowego, ale uszkodzil rowniez Sciezke syntezy acetylocholiny oraz zaburzyt synteze
N-acetyloasparaginianu.

W publikacji A4 wykazatam, ze depolaryzacja btony komérkowej komorek linii SN56
skutkowata znamiennie wyzszym poziomem jondéw cynku wewnatrz komorek, niz w
przypadku hodowli komoérek SN56 w obecnosci jonéw cynku w warunkach spoczynkowych
przez 24 godziny. Ponadto, obecnos$¢ jonéw cynku w Srodowisku inkubacyjny prowadzita do
zwigkszenia stopnia utlenienia bton komoérkowych oraz zwigkszata poziom formy utlenionej
glutationu, potwierdzajac wlasciwosci jonéw cynku promujgce produkcje reaktywnych form
tlenu. Obecnos¢ jondéw cynku znamiennie obnizata zuzycie pirogronianu oraz produkcje
mleczanu przez komorki linii SN56. Ponadto, aktywno$¢ dehydrogenazy pirogronianowej
spadata o niemal 30%, obnizajac dostgpnos¢ acetylo-COA 0 ponad 50%. Aktywnosé
enzymoOw cyklu kwasow trojkarboksylowych wrazliwych na stres oksydacyjny réwniez
ulegata obnizeniu (akonitaza, dehydrogenaza izocytrynianowa). W kolejnym etapie pracy,
przed dodaniem jondéw cynku do $rodowiska hodowlanego, poddawatam komorki SN56
wstepnej inkubacji z antagonistami kanalow wapniowych: nifedypinie (antagonista kanatéw
typu L), konotoksyny GVIIA (antagonista kanalow typu N) oraz konotoksyny MVIIC
(antagonista kanatow tylko P/Q). Pomimo znacznego ograniczenia naptywu jonow cynku
przez konotoksyny GVIA i MVIIC (o okolo 50%), poziomy badanych markeréw
komorkowych nie roznity si¢ znamiennie od tych oznaczonych w komorkach linii SN56
poddanych jedynie wptywowi jonow cynku. Zastosowanie nifedypiny oprocz ograniczenia
naptywu jonéw cynku, dodatkow0 ograniczyto rozwoj stresu oksydacyjnego w komorkach
linii SN56, co w efekcie ograniczylo cytotoksyczny wpltyw jonow cynku na komorki linii
SN56.

W pracy numer A5 komorki linii SN56 zostaly poddane przewleklemu niedoborowi
witaminy B1, a nastepnie komorki hodowano w obecnosci cytotoksycznych stgzen jonow
cynku. Zabieg ten odwzorowywal encefalopatic mozgowa pacjentow przewlekle

naduzywajacych alkohol. U pacjentow tych obserwuje si¢ wydtuzenie czasu depolaryzacji



blony neurondéw, w tym neurondéw glutaminergicznych, co jak wspomniatam powyzej,
prowadzi do akumulacji jondéw cynku w szczelinie synaptycznej i spotggowania
neurotoksycznosci jonow cynku. Ubogo sktadnikowa codzienna dieta prowadzi do
subklinicznych niedoboréow witaminy B1l. Witamina Bl (tiamina) jest niezbednym
kofaktorem dehydrogenazy pirogronianowej, a niedobor tiaminy w moézgu prowadzi do
nicodwracalnych zmian na skutek niewydolnosci metabolizmu energetycznego. Badania
opublikowane w pracy A3 pokazaly, ze niedobor tiaminy na poziomie okoto 20% nie
spowodowat istotnych zburzen metabolizmu acetylo-CoA w komorkach linii SN56.
Natomiast dodanie do hodowli jondéw cynku drastycznie zahamowala metabolizm
energetyczny komorek linii SN56 prowadzac do ich degeneracji. Dodatkowo, jony cynku,
przy fizjologicznym poziomie tiaminy, wykazywaty mniej cytotoksyczny wptyw na komorki
SN56 niz w warunkach jej obnizonego poziomu. Analiza dotychczasowych badan wskazuje,
ze molekularne podtoze encefalopatii mézgowych nie jest zwigzane z dziataniem jednego
czynnika cytotoksycznego, a raczej stanowi sie¢ wzajemnie powigzanych procesow
prowadzacych do kryzysu metabolicznego w komorkach mézgu i wzmozenia procesow

neurodegeneracyjnych.

Al. Szutowicz A, Bielarczyk H, Zysk M, Dy$ A, Ronowska A, Gul-Hinc S, Klimaszewska
Lata J. 2017; Early and Late Pathomechanisms in Alzheimer's Disease: From Zinc to
Amyloid-f Neurotoxicity. Neurochem Res. 2017;42(3):891-904.

A2. Ronowska A, Szutowicz A, Bielarczyk H, Gul-Hinc S, Klimaszewska-Lata J, Dy$ A,
Zysk M, Jankowska Kulawy A. The Regulatory Effects of Acetyl-CoA Distribution in the
Healthy and Diseased Brain. Front Cell Neurosci. 2018;12:169.

A3. Zysk M, Bielarczyk H, Gul-Hinc S, Dy$ A, Gapys B, Ronowska A, Sakowicz-
Burkiewicz M, Szutowicz A. Phenotype-dependent interactions between N-acetyl-L-aspartate
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Burkiewicz M, Szutowicz A, Bielarczyk H. Protective effects of voltage-gated calcium
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Szutowicz A, Gapys B, Jankowska-Kulawy A. Aggravated effects of coexisting marginal
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B) Wplyw traumatycznego uszkodzenia mozgu na stan pobudzenia
immunologicznego w przebiegu choroby Alzheimera oraz poszukiwanie nowych

immunoterapeutykow skierowanych przeciwko agregatom amyloidu-J.

Choroba Alzheimer jest najczeSciej wystepujaca chorobg neurodegeneracyjng
centralnego uktadu nerwowego diagnozowang u oséb starszych. Patofizjologia choroby
obejmuje procesy neurodegeneracyjne, obnizenie plastycznosci neurondéw na drodze
hiperfosforylacji szkieletowego biatka tau oraz obecnos$¢ plytek starczych zbudowanych z
agregatow hydrofobowego peptydu amyloidu-p (fragment 1-42 prekursorowego biatka
amyloidu-B). Rozwojowi choroby towarzyszy przewlekly stan zapalny, ktory stal sig
gtéwnym punktem zainteresowan Szeregu badaczy. Z badan wynika, ze ws$rdd osob
trenujacych rugby, football amerykanski, czy weteranow wojennych z udokumentowanym
traumatycznym uszkodzeniem mozgu W wieku mtodzienczym wystepuje wyzsza zapadalnos¢
na choroby wieku starczego o podlozu neurodegeneracyjnym, a sam Kkliniczny przebieg
chorob wykazuje wysoka dynamike zmian. Uszkodzenie systemu krwiono$nego mozgu jest
potencjalnym zarzewiem dalszych procesow zapalnych, ktore toczac Si¢ przez szereg lat
aktywuja komorki gleju moézgu. Rola astrocytow i mikrogleju w rozwoju neurodegeneracji
nie jest do konca poznana, jednak juz Alzheimer w swoich notatkach wyraznie podkreslat
obecnos¢ komoérek stanu zapalnego wokot plytek starczych. Zatozeniem omawianego
projektu byla ocena dlugofalowego wplywu traumatycznego uszkodzenia mozgu na
pobudzenie immunologiczne komorek glejowych oraz rozwoj choroby Alzheimera. W
projekcie, myszy transgeniczne linii ArcSwe (modelujgce rodzinng posta¢ choroby
Alzheimera) poddano traumatycznemu uszkodzeniu mozgu (w schemacie uszkodzenie
punktowego oraz rotacyjnego). Immunobarwienia wskazywaly zauwazalng roznice w

powierzchni oraz grubos$ci zakretu zebatego w hipokampie zwierzat, sugerujaca toczacy si¢



proces neurodegeneracji. Badania catkowitej zawartosci peptydu 1-42, sumarycznego
poziomu amyloidu-p 1-42 1 1-40, poziomu markera pobudzenia astrocytarnego i
mikroglejowego (kwasne biatko wtdkienkowe, zjonizowana czgsteczka adaptorowa 1 wigzaca
wapn) oraz markerow neuronalnych (synaptofazyna oraz biatko zwigzane z mikrotubulami 2)
przeprowadzone w korze i hipokampie myszy transgenicznych szczepu ArcSwe potwierdzaty
wyrazne pogorszenie stanu zdrowia zwierzat poddanych traumatycznemu uszkodzeniu
moézgu. Zdolnos¢ uczenia si¢ | zapamigtywania byta znamiennie nizsza u zwierzat poddanych
traumatycznemu uszkodzeniu mozgu. Ponadto u zwierzat starszych, rotacyjny model
uszkodzenia obnizal osiagni¢cia w testach behawioralnych bardziej niz model uszkodzenia
punktowego. Znamiennie bardziej zaawansowany rozwo¢j patologii amyloidu-p u zwierzat
poddanych rotacyjnemu uszkodzeniu moézgu odnotowano rowniez w badaniu metoda
pozytonowej tomografii emisyjnej z radioznakowaniem [*2*IJRmAb158-scFv8D3. Znacznik
jest ligandem wigzacym protofibrylarne agregaty amyloidu-p, bedace toksyczng forma
przejsciowa pomiedzy oligomerami a nierozpuszczalnymi wiokienkami amyloidu-3
wytracajacymi si¢ w formie ptytek starczych.

Polimeryzacja hydrofobowego peptydu amyloid-p w mézgu prowadzi do powstawania
rozpuszczalnych form oligomerycznych oraz protofibrylarnych wykazujacych szczegdlnie
wysoka neurotoksycznos¢. BAN2401 jest przeciwcialem specyficznie wigzacym formy
protofibrylarne, testowanym w badaniach klinicznych u pacjentow cierpigcych z powodu
rozwoju choroby Alzheimera. Jednakze doktadny mechanizm dziatania przeciwciata
pozostaje nieznany. Robocza hipoteza przyjeta dla niniejszej pracy thumaczyta wysoka
efektywnos¢ przeciwciata BAN2401 polegajaca na tworzeniu kompleks immunologicznego
pomiedzy przeciwciatem a protofibrylami amyloidu-p. Do badan zastosowalismy
embrionalne mysie nerwowe komoérki macierzyste hodowane w obecnosci protofibryli
amyloidu-p oraz przeciwciala mAb158, ktory jest mysig wersja przeciwciala BAN2401.
Przeciwcialo mAD158 obnizyto zawartos¢ agregatow amyloidu-p zarowno w pozywce
hodowlanej, jak 1 wewnatrz astrocytow. Obnizenie zawartosci amyloidu- nie zmieniato
Znamiennie ilosci astrocytow, jednakze najprawdopodobniej istotnie usprawniato dziatanie
ciezek proteolizy, skutkiem czego bylo zahamowanie procesé6w neurodegeneracyjnych.
Nalezy nadmieni¢, ze efekt ten uzyskaliSmy jedynie w momencie jednoczesnego dawkowania
protofibryli amyloidu-p oraz przeciwciata mAb158, co sugeruje, ze efekt terapeutyczny leku
jest mozliwy do osiagniecia jedynie, gdy astrocyty pobieraja toksyne i lek w formie

kompleksu immunologicznego. Stosujac inhibitory $ciezek lizosomalnej i proteasomalnej



wykazali§my, ze degradacja protofibryli amyloidu-p odbywajaca si¢ wewnatrz astrocytow nie

jest zwigzana z tymi §ciezkami.

B1l. Zysk M, Clausen F, Aguilar X, Sehlin D, Syvénen S, Erlandsson A. Long-term effects of
traumatic brain injury in a mouse model of Alzheimer’s disease. J Alzheimer Dis. 2019;
72(1): 161-180.

B2. Sollvander S, Nikitidou E, Gallasch L, ZySk M, Soderberg L, Sehlin D, Lannfelt L,
Erlandsson A. The Af protofibril selective antibody mAb158 prevents accumulation of Af in
astrocytes and rescues neurons from Ap-induced cell death. J Neuroinflammation.
2018;15(1):98.

C) Metabolizm energetyczny plytek krwi izolowanych z krwi zylnej pacjentéw z

cukrzyca typu 2.

Cukrzyca typu 2 jest przewlekta chorobg metaboliczng charakteryzujaca sig
opornoscig tkanek na insuling. Choroba ta jest obecnie szeroko dyskutowanym czynnikiem
ryzyka rozwoju choroby Alzheimera. Badania podloza demencji starczej wskazujg na
znamienny udzial dysfunkcji metabolizmu energetycznego w rozwoju neurodegeneracji.
Badania funkcji bariery krew-mozg wskazujg na uposledzenie transportu glukozy do moézgu
na skutek rozwijajacej si¢ opornosci astrocytow na insuling oraz insulino-podobny czynnik
wzrostu 1 i 2. W niniejszej pracy zbadano metabolizm acetylo-CoA w ptytkach krwi
pacjentow leczonych z powodu cukrzycy typu 2. Czas trwania choroby wynosit 10 — 20 lat, a
grupa badana obejmowata starszych dorostych. Zatozenia pracy bylty zgodne z doniesieniami
literaturowymi mowiacymi o neuropatiach cukrzycowych, ktorych pierwsze objawy kliniczne
pojawiajg si¢ w opisane] grupie pacjentow. Materiatem klinicznym byly plytki krwi
wyizolowane z krwi zylnej, ktore w dlugoletnim przebiegu choroby postulowane sg jako
nadaktywne i odpowiedzialne za rozwijajace si¢ angiopatie drobnych naczyn krwionosnych.
Aktywacja ptytek krwi nieodlacznie zwigzana jest z metabolizmem energetycznym samych
ptytek. W zwigzku z tym badajagc metabolizm acetylo-CoA, mogliSmy oceni¢ wstepnie
zmiany metaboliczne w komorkach organizmu ludzkiego wystawionego przez szereg lat na
stan zmiennej glikemii. Ponadto, ptytki krwi sg bezposrednio wystawione na dziatanie
hiperglikemii we krwi oraz podobnie jak astrocyty (stan podstawowy i wzbudzenia

immunologicznego) czy neurony (stan spoczynkowy i depolaryzacji), rowniez plytki krwi



charakteryzujg si¢ stanem spoczynkowym i wzbudzonym. Warto nadmienié, ze plytki krwi
pochodzity od pacjentow leczonych z powodu cukrzycy typu 2, co uwzglednia wptyw zmian
stanu glikemii (oraz leczenia normalizujgcego glikemi¢) na metabolizm energetyczny
komorek organizmu ludzkiego. Plytki krwi wyizolowane od pacjentdw cierpigcych na
cukrzyce typu 2, nie poddane aktywacji jonami wapnia, wykazywaly znamiennie wyzsza
aktywno$¢ dehydrogenazy pirogronianowej 0raz istotnie podwyzszone poziomy acetylo-CoA
i ATP. Plytki krwi znamiennie szybciej agregowaly i dodatkowo mialy podwyzszone
poziomy markerow stresu oksydacyjnego. Ekspozycja wspomnianych ptytek krwi na
inhibitory dehydrogenaz prigronianowej i bursztynianowej (3-bromopirogronian oraz 3-
nitropropionian) skutkowata zmiang poziomow badanych markerow do wartosci zblizonych

do tych uzyskanych dla ptytek krwi izolowanych z krwi zdrowych pacjentow.
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5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji

kultury, w szczegolnos$ci zagranicznej.

W latach 2011-2021 wspotpracowatam z nastgpujacymi osrodkami naukowymi:

1. Faculty of Chemical Sciences, University of Concepcion, Concepcion, Chile.

W ramach tej wspolpracy zajmowatam si¢ hodowla cholinergicznych komorek
neuronalnych w obecnos$ci cytotoksycznych stezen zwigzkow wanadu. W efekcie powstata

nastepujaca publikacja:

Suwalsky M, Fierro P, Villena F, Gallardo MJ, Jemiola-Rzeminska M, Strzalka K, Gul-Hinc
S, Ronowska A, Zysk M, Szutowicz A. Effects of sodium metavanadate on in vitro
neuroblastoma and red blood cells. Arch Biochem Biophys. 2013;535(2):248-56.

2. Pracownia molekularnej i komérkowej nefrologii, Panstwowa Akademia
Nauk, Polska

W ramach wspotpracy zajmowatam si¢ hodowla nerwowych komoérek macierzystych
oraz neurondw pierwotnych izolowanych z mozgdéw embriondéw szczurow rasy Wistar
hodowanych w warunkach hiperglikemii in vitro, nadprodukcji tlenku azotu oraz zmiennych
warunkow dojrzewani komodrkowego stymulowanego chemicznie. Ponadto izolowatam
tkank¢ mozgu dorostych szczurow rasy Wistar z indukowang hiperglikemia (iniekcja
streptozotocyny) lub poddawanych iniekcjom teofiliny (4 lub 8 tygodni). Uzyskany materiat
poddatam analizie biochemicznej (profil metaboliczny oraz enzymatyczny badanego
materiatu), metoda Western Blot oraz mikroskopii $wietlnej i fluorescencyjnej. Badania

dotyczace wplywu warunkéw réznicujacych na macierzyste komorki moézgu sa obecni na



etapie przygotowywania manuskryptu do publikacji. W efekcie powstaly nastepujace
publikacje:

Zysk M, Sakowicz-Burkiewicz M, Pikul P, Kowalski R, Michno A, Pawelczyk T. The
impact of acetyl-CoA and aspartate shortages on the N-acetylaspartate level in different
models of cholinergic neurons. Antioxidants. 2020;9(6):522.

Zysk M, Pikul P, Kowalski R, Lewandowski K, Sakowicz-Burkiewicz M, Pawelczyk T.
Neither excessive nitric oxide accumulation nor acute hyperglycemia affects the N-
acetylaspartate network in Wistar rat brain cells. Int J Mo Sci. 2020;21(22):8541.

Kowalski R, Pikul P, Lewandowski K, Sakowicz-Burkiewicz M, Pawelczyk T, Zysk M. The
CAMP Inducers Modify N-Acetylaspartate Metabolism in Wistar Rat Brain. Antioxidants.
2021;10(9):1404.

3. Molecular Geriatrics, Laboratorium Rudbeck’a, Uniwersytet w Uppsali,

Szwecja

Wspoltpracujac z zespolem Molecular Geriatrics prowadzitam kilka projektow,
zarowno jako stazystka, jak i pracownik zespotu. W projektach skupiatam si¢ na badaniach
patomechanizméw choroby Alzheimera w komorkach gleju i neuronach. W ramach
pierwszego realizowanego projektu zajmowatam si¢ immunobarwieniem tkanek mozgu
dorostych zwierzat transgenicznych (myszy ArcSwe) poddanych traumatycznemu
uszkodzeniu moézgu (badania obejmowaty okres 3 lub 6 miesigcy po zabiegu chirurgicznym).
Celem projektu bylo powigzanie chronicznego stanu zapalnym z patomechanizmami
rozprzestrzeniania si¢ amyloidu- w chorobie Alzeimera. W kolejnych projektach badania
prowadzitam z wykorzystaniem modeli in vitro. Mysie embrionalne nerwowe komorki
macierzyste poddawatam dziataniu protofibryli amyloidu-p (rozpuszczalne formy peptydu na
bazie, ktorych powstaja nierozpuszczalne wiokienka amyloidu-f i ostatecznie ptytki starcze
W mozgu), a nastepnie prowadzitam immunoterapi¢ in vitro z wykorzystaniem przeciwciala
mADb158 (praca numer B2 opisana w pozostatych osiagnigciach). Kolejne ukonczone projekty
pozostajg na etapie przygotowania manuskryptow do publikacji. W pierwszym z nich
nerwowe komorki macierzyste poddawatam hodowli w obecnosci protofibryli amyloidu-f, a
nastepnie poddawatam mechanicznemu uszkodzeniu modelujac traumatyczne uszkodzenie

mozgu w modelu in vitro. W projekcie wykonatam immunobarwienia analizujac poziomy



markerow charakterystycznych dla stanu pobudzenia immunologicznego astrocytéw oraz
autofagii. Ostatni projekt realizowatam na przetomie lat 2019-2020 w ramach uzyskanego
grantu w programie im. Bekkera finansowanego ze srodkow Narodowej Agencji Wymiany
Akademickiej. Ludzkie indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste réznicowatam w
kierunku astrocytow, a nastgpnie poddawalam przewlekltej hodowli w obecnosci
sonikowanych wiokienek amyloidu-f. W wuzyskanym materiale badalam dynamike
mitochondrialng, metabolizm energetyczny oraz aktywno$¢ peroksysomow i lizosomow.
Ponadto prowadzitam badania z zakresu patomechanizméw czg¢sciowego trawienia i
rozprzestrzeniania amyloidu-p przez badane komorki. W efekcie powstaly nastgpujace

publikacje:

Zysk M, Clausen F, Aguilar X, Sehlin D, Syvénen S, Erlandsson A. Long-term effects of
traumatic brain injury in a mouse model of Alzheimer’s disease. J Alzheimer Dis. 2019;
72(1): 161-180.

Sollvander S, Nikitidou E, Gallasch L, ZySk M, Soderberg L, Sehlin D, Lannfelt L,
ErlandssonA. The Af protofibril selective antibody mAb158 prevents accumulation of Ap in
astrocytes and rescues neurons from Ap-induced cell death. J Neuroinflammation.
2018;15(1):98.

Manuskrypt 1: Gallasch L, Zysk M, Beretta C, Erlandsson A. Traumatic brain injury in the
presence of ApS pathology affects neuronal survival, glial activation and autophagy.
(Scientific Reports, zataczono: 16/06/2021, Submission ID 3713b2e7-0207-43aa-9769-
603914b23619).

Manuskrypt 2: Zysk M, Beretta C, Erlandsson A. Amyloid [ disrupts mitochondria and
causes changes in energy metabolism in hiPSC-derived astrocytes.

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz

popularyzujacych nauke lub sztuke.

1. Udziat w ksztalceniu na kierunku lekarskim (studia stacjonarne, III i V rok studiow),
prowadzenie seminariow 1 ¢wiczen z Diagnostyki Laboratoryjnej, Gdanski

Uniwersytet Medyczny, od 2012.



2. Udziat w ksztalceniu na kierunku lekarskim (studia stacjonarne, English Division, IlI
rok studidw), prowadzenie seminariow i ¢wiczen z Laboratory Diagnostic, Gdanski
Uniwersytet Medyczny, od 2017.

3. Udziat w ksztalceniu na kierunku dietetyka (studia stacjonarne i niestacjonarne, Il rok
studiow I stopnia i | rok studiéw II stopnia), prowadzenie seminariow i ¢wiczen z
Biochemii Klinicznej, Gdanski Uniwersytet Medyczny, od 2017.

4. Udzial w ksztalceniu na Kierunku analityka medyczna (studia stacjonarne, Il rok
studidow), prowadzenie wyktadow z Biochemii Klinicznej, Gdanski Uniwersytet
Medyczny, od 2017.

5. Ronowska A, Zysk M. Diagnostyka Laboratoryjna zaburzen gospodarki wapniowo-
fosforanowo-magnezowej (Diagnostyka Laboratoryjna. Skrypt dla studentéw); ed. H.
Bielarczyk, A. Szutowicz, A. Raszeja-Specht, 2017, Gdanski Uniwersytet Medyczny,
pp: 367 — 389.

6. Nagroda Rektora (zespotowa, 11 stopnia), 2018, za opracowanie skryptu ,,Diagnostyka
laboratoryjna”

7. Udzial w ksztatceniu na kierunku kosmetologia (studia stacjonarne, English Division,
Il rok studiow), prowadzenie wyktadow i ¢wiczen z Microbiology with parasitology,
Wyzsza Szkota Zdrowia w Gdansku, 2020 - 2021.

8. Udzial w ksztalceniu na kierunku analityka medyczna (Studia stacjonarne, Il rok
studiow), prowadzenie zaj¢é fakultatywnych ,,Moje pierwsze badania laboratoryjne —
wykonam je sam, Gdanski Uniwersytet Medyczny, od 2021.

9. Udzial w ksztalceniu na kierunkach analityka medyczna , dietetyka, lekarskim,
lekarsko-dentystycznym, pielgegniarstwo, ratownictwo medyczne, farmacja (studia
stacjonarne, | - V rok studiow), prowadzenie interdyscyplinarnych zajec
fakultatywnych w ramach ,,Wielomodutowego programu poprawy efektywnosci 1
jakosci funkcjonowania Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego”, Europejski
Fundusz Spoteczny (Program Operacyjny Wiedza Edukacja Rozwoéj 2014 — 2020),
kierownik przedmiotu fakultatywnego: Diagnostyka laboratoryjna — jak ja
zrozumie¢? Studium przypadkow.

10. Organizacja stanowiska Zakladu Medycyny Molekularnej w ramach Dnia Nauki
organizowanego przez Gdanski Uniwersytet Medyczny; 2019; wspotorganizator.

11. Organizacja stanowiska Molecular Geriatrics w ramach SciFest organizowanego

przez Urzad Miasta Uppsala i Uniwersytet w Uppsali; 2020; wspotorganizator.
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Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej.
Stypendium naukowe POMOSTOWE fundowane przez Fundacje¢ Edukacji: 2006.
Stypendium naukowe PRYMUS fundowane przez Polsko-Amerykanskg Fundacje
Wolnosci: 2007.

Stypendium naukowe Stowarzyszenia Krzewienia Edukacji Finansowej, Gdynia:
2008.

Stypendium dla najlepszych studentéw niepelnosprawnych STUDENT I
finansowany ze srodkow Polskiego Funduszu Osob Niepetnosprawnych: 2009.
Stypendium dla uzdolnionych niepetnosprawnych absolwentow UG (PO KL 5.0),
finansowane przez Fundacja Integralia i Uniwersytet Gdanski: 2011.

Stypendium za osiaggni¢cia naukowe Polsko-Amerykanskiej Fundacji Wolnosci: 2013.
Pierwsza nagroda za prezentacje ustng na 21 Migdzynarodowej Konferencji
Studenckiej Gdansk: 2013.

Stypendium dla najlepszych doktorantoéw Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego:
2014.

Travel Grant finansowany przez Polskie Towarzystwo Badan Uktadu Nerwowego:
2014.

Stypendium projakosciowe dla doktorantoéw Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego:
2015.

Nagroda Rektora zespotowa Il stopnia za osiagnigcia naukowe: 2016.

Nagroda Rektora zespotowa II stopnia za osiagnigcia za osiagnigcia naukowe, cykl
publikacyjny: 2019.

Stypendium im. Bekkera (Narodowa Agencja Wymiany Akademickiej, ogoélnopolski):
2018.

Nagroda Specjalna Rektora (za artykul oryginalny — 2021; za artykul pogladowy —
2021).

Czlonek zespotu oceniajacego wnioski o finansowanie badan (Narodowy Fundusz
Badawczy Ukrainy, NRFU), od 2021.

Oswiadczenie

Oswiadczam, ze nie ubiegatam si¢ uprzednio o nadanie stopnia doktora
habilitowanego.
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