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1. Imig i nazwisko: Grazyna Lietzau

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

1998

2013

Tytut magistra biologii w zakresie biologii molekularnej na podstawie pracy magisterskie;j:
,, Zastosowanie metody PCR-RFLP w diagnostyce ludzkich wirusow brodawczaka (HPV)”

Rada Wydziatu Biologii, Geografii i Oceanologii, Uniwersytet Gdanski
Promotor: prof. dr hab. n. med. Anna J. Podhajska

Stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej, specjalnosé:
neurobiologia, na podstawie rozprawy doktorskiej: ,,Ocena aktywnosci czynnika
transkrypcyjnego  NF-kB w  warunkach doswiadczalnego modelu ogniskowego
niedokrwienia mozgu u szczura”

Rada Wydziatu Lekarskiego, Gdanski Uniwersytet Medyczny
Promotor: dr hab. n. med. Przemystaw Kowianski
Recenzenci: prof. dr hab. n. med. Malgorzata Bruska,

dr hab. n. med. Walenty Nyka, prof. GUMed

3. Dotychczasowe zatrudnienie w jednostkach naukowych

OkKkres Stanowisko Jednostka naukowa

01-10/2005 Mtodszy asystent Wojewddzka Stacja Sanitarno-

Epidemiologiczna w Warszawie —
oddelegowana do pracy w Krajowym
Osrodku ds. Grypy w Panstwowym
Zaktadzie Higieny, Warszawa

11/2005-01/2014 Asystent’ Zaktad Anatomii i Neurobiologii, Katedra

Anatomii, Wydziat Lekarski, Gdanski
Uniwersytet Medyczny

02/2014-nadal Adiunkt’ Zaktad Anatomii i Neurobiologii, Katedra

Anatomii, Wydziat Lekarski, Gdanski
Uniwersytet Medyczny

10/2014-12/2020 — urlop bezptatny (w latach 2014-2015 naukowy) z GUMed

10/2014-09/2016 Postdoctoral Researcher | Department of Clinical Science and

(2 roczne stypendia) Education, Karolinska Institutet,
Sodersjukhuset, Sztokholm

10/2016-11/2016 Research Assistant Department of Clinical Science and

Education, Karolinska Institutet,
Sodersjukhuset, Sztokholm

12/2016-12/2020 Postdoctoral Researcher | Department of Clinical Science and

(zatrudnienie)” Education, Karolinska Institutet,
Sodersjukhuset, Sztokholm

*

Pracownik badawczo-dydaktyczny, czas przeznaczony na prac¢ naukowa: 50%

**  Pracownik naukowy, czas przeznaczony na prac¢ naukowa: 100%
*** Do 2009 Akademia Medyczna w Gdansku
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4. Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018r.
Prawo o szkolnictwie wyZzszym i nauce (Dz.U. z 2021r. poz. 478 z p6zn. zm.)

A) Tytul osiagniecia naukowego:

»Rola cukrzycy typu 2 w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych oraz perspektywy nowego
zastosowania wybranych lekéw przeciwcukrzycowych —
podsumowanie badan doswiadczalnych in vivo,,

B) Wykaz publikacji skladajacych si¢ na osiggni¢cie naukowe

Moje osiagniecie naukowe stanowi cykl 4 oryginalnych, powigzanych tematycznie
artykulow naukowych opublikowanych w latach 2016-2020 w recenzowanych czasopismach o
zasiggu migdzynarodowym. Prace powstaly po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora nauk
medycznych w 2013 roku. We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem
korespondencyjnym. Publikacje te sa rezultatem mojej wspdlpracy z grupa badawcza
NeuroCardioMetabol (https://ki.se/en/kisos/the-neurocardiometabol-group), kierowana przez prof.
Thomasa Nystrom’a i dr Cesare Patrone, dziatajagcag w Department of Clinical Science and Education
w Karolinska Institutet (KI), w Sztokholmie. W trakcie mojego stazu podoktorskiego w KI (lata
2014-2020) zapoczatkowatam badania nad zwigzkiem pomigdzy otyloscig i cukrzyca typu 2 a
patogeneza chorob neurodegeneracyjnych. Na realizacje cze$ci badan uzyskalam finansowanie
jako kierownik projektow pod tytulem: , Olfactory disfunction in type 2 diabetes: the first step
towards cognitive decline?” ze Stiftelser For Gamla Tjinarinnor (2019) oraz ,, The effects of
diabetes and obesity on the olfactory system: an important link to cognitive decline?” z KI
Stiftelser och Fonder (2019-2020). W pozostalych projektach, ktoérych opublikowane wyniki
tworza niniejszy cykl, bytam wykonawca.

Laczna warto$¢ bibliometryczna cyklu publikacji wynosi:
e Impact factor (IF): 20.142
e Punktacja Ministerstwa Edukacji i Nauki (MEiN): 250

W sktad osiggniecia naukowego wchodza nastgpujace publikacje:

1. Lietzau G.*, Nystrom T., Ostenson CG., Darsalia V.*, Patrone C.* (2016) Type 2 diabetes-
induced neuronal pathology in the piriform cortex of the rat is reversed by the GLP-1 receptor
agonist Exendin-4. Oncotarget, Feb 2;7(5):5865-76; DOI: 10.18632/
oncotarget.6823

Moj udziat w powstaniu tej pracy polegal na przygotowaniu materiatu i wykonaniu barwien
immunohistochemicznych oraz analizie stereologicznej, dokumentacji wynikow i przygotowaniu
rycin, istotnym wkiadzie w koncepcje dyskusji i przygotowanie tekstu manuskryptu. Jako autor
korespondencyjny, bratam rowniez udzial w przygotowywaniu odpowiedzi na komentarze
recenzentow.

Punktacja IF: 5,168
Punktacja MEiN: 35

2. Lietzau G.*, Davidsson W., Ostenson CG., Chiazza F., Nathanson D., Pintana H., Skogsberg

J., Klein T., Nystrom T., Darsalia V.*, Patrone C.* (2018) Type 2 diabetes impairs odour
detection, olfactory memory and olfactory neuroplasticity, effects partly reversed by the DPP-4
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inhibitor ~ Linagliptin. Acta  Neuropathologica ~ Communications, Feb  23;6(1):14;
DOI: 10.1186/s40478-018-0517-1

Moj udziat w powstaniu tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badania (sformutowaniu
hipotez) i zaprojektowaniu doswiadczen, przeprowadzeniu testow behawioralnych, wykonaniu
barwien immunohistochemicznych i analizy stereologicznej oraz nadzorze nad studentami
wykonujgcymi badania technikq Western blot, dokumentacji wynikéw i przygotowaniu rycin,
analizie statystycznej danych, a ponadto istotnym wkiadzie w koncepcje dyskusji oraz
przygotowanie tekstu manuskryptu. Jako autor korespondencyjny, przygotowatam rowniez
odpowiedzi na komentarze recenzentow i prowadzitam z nimi polemike.

Punktacja IF: 5,883
Punktacja MEIN: 15

3. Lietzau G.*, Nystrom T., Wang Z., Darsalia V., Patrone C.* (2020) Western diet Accelerates
the Impairment of Odour-related Learning and Olfactory Memory in the Mouse. ACS Chemical
Neuroscience, Nov4;11(21):3590-3602; DOI: 10.1021/
acschemneuro.0c00466

Moj udziat w powstaniu tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji badania (sformutowaniu
hipotezy) i zaprojektowaniu doswiadczen, przeprowadzeniu testow  behawioralnych,
przygotowaniu materiatu i wykonaniu barwien immunohistochemicznych oraz analizy
stereologicznej, dokumentacji wynikow, stworzeniu rycin i abstraktu graficznego, istotnym
wktadzie w koncepcje dyskusji oraz przygotowanie tekstu manuskryptu i jego edycje. Jako autor
korespondencyjny, przygotowalam rowniez odpowiedzi na komentarze recenzentow i
prowadzitam z nimi polemike.

Punktacja IF: 4,418
Punktacja MEiN: 100

4. Lietzau G.*, Magni G., Kehr J., Yoshitake T., Candeias E., Duarte A.L, Pettersson H.,
Skogsberg J., Abbracchio M.P., Klein T., Nystrom T., Ceruti S, Darsalia V.*, Patrone C.*
(2020) Dipeptidyl peptidase-4 inhibitors and sulfonylureas prevent the progressive impairment
of the nigrostriatal dopaminergic system induced by diabetes during aging. Neurobiology of
Aging; May;89:12-23; DOI: 10.1016/j.neurobiolaging.2020.01.004

Moj udzial w powstaniu tej pracy polegal na wykonaniu barwien immunohistochemicznych i
analizy stereologicznej, dokumentacji wynikow i stworzeniu rycin, istotnym wkiadzie w
koncepcje dyskusji oraz przygotowanie tekstu manuskryptu. Jako autor korespondencyjny,
bratam rowniez udziat w przygotowaniu odpowiedzi na komentarze recenzentow.

Punktacja IF: 4,673
Punktacja MEiN: 100

* Autor korespondencyjny

W zalgczeniu:

1. Kopie publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe (zatacznik nr 4)

2. Oswiadczenia pozostatych wspotautorow o indywidualnym wktadzie autorskim (zatacznik nr 5)

3. Analiza bibliometryczna dorobku naukowego przygotowana i po§wiadczona przez Biblioteke
Gloéwng Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (zalacznik nr 7)
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C) Omowienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych wynikow
wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

WSTEP

Wedlug danych Swiatowej Organizacji Zdrowia opublikowanych w 2020 roku, 422
miliony ludzi na §wicie ma cukrzyce, a 1,6 miliona sposrdd nich umiera co roku z tego powodu [1].
Czyni to z przewlektej choroby metabolicznej, jaka jest cukrzyca, jedng z glownych przyczyn
zgondw na $wiecie. W ciggu ostatnich kilku dekad odnotowano wzrost zachorowan na cukrzyce
[2], ktora zalicza si¢ do choréb cywilizacyjnych [3]. Do czestych powiklan wystepujacych u
pacjentow z cukrzyca naleza choroby sercowo-naczyniowe, a wsrdd nich udar mozgu i zawat
migénia sercowego, a takze neuropatie, choroby nerek i oczu (m.in. retinopatia cukrzycowa) [4].

W nadchodzacych latach, w zwiazku z poprawa jako$ci leczenia oraz wzrostem dlugosci
zycia, nalezy si¢ spodziewal wzrostu czesto$ci wystepowania choréb charakterystycznych dla
wieku podeszlego, w tym choréb neurodegeneracyjnych. U podstaw niniejszego cyklu lezy
hipoteza zaktadajaca, ze u pacjentéw z cukrzycag typu 2 (ang.: type 2 diabetes mielitus [T2DM])
wystepuje wigksze ryzyko wystepowania zaburzen poznawczych i motorycznych zwigzanych z
rozwojem choréb neurodegeneracyjnych (odpowiednio AD i PD). W przypadku tej pierwszej
grupy pacjentdw wczesnym objawem beda zaburzenia wechu oraz pamieci wechowe;.

Cukrzyca typu 2 a podwyzszone ryzyko wystgpowania zaburzen funkcji poznawczych

Liczne badania wykazaly, ze pogorszenie funkcji poznawczych, otepienie czy chorobe
Alzheimera (ang.: Alzheimer’s disease, [AD]) czgsto poprzedza wystgpowanie zaburzen
wechowych (podsumowane w [5, 6]). Istniejg rowniez badania kliniczne, w ktorych u pacjentow z
cukrzyca obserwowano zaburzenia funkcji wechowych w postaci podwyzszonego progu detekcji
zapachow [7], obnizenia zdolnosci do ich identyfikacji [8-10], a takze zwickszonego ryzyka
anosmii (catkowitej utraty wechu) [11]. Poniewaz stwierdzono réwniez silny zwiazek miedzy
T2DM a roznymi postaciami zaburzen poznawczych czy otepienia (w tym takze AD [12-16]),
deficyty wechowe moglyby reprezentowac nie tylko wczesny objaw, ale by¢ moze rowniez jeden z
mechanizméw patogennych lezacych u podstaw pogorszenia funkcji poznawczych u oséb z T2DM.
Wyniki kilku ostatnio przeprowadzonych badan potwierdzaja t¢ hipoteze [17, 18]. Jednak inne
badania nie wykazaly deficytow wechowych u os6b z T2DM [11, 19, 20]. Taki stan rzeczy moze
wynika¢ z wielu czynnikéw, miedzy innymi réznych kryteriow doboru uczestnikow badan (np. w
niektorych z nich w grupie badanej znalezli si¢ pacjenci zarowno z cukrzycg typu 2 jak i typu 1),
odmiennej metodyki badawczej (zastosowano testy wechowe o roznej czutosci i specyficznosci, a
czasem tylko ankiety z subiektywna oceng funkcji wechowych badanego) (przeglad w: [21]), a
takze wptywu przyjmowanych lekéw przeciwcukrzycowych (wyniki badan na zwierzetach [22, 23]
i jednego badania klinicznego [24] wykazaly pozytywny wplyw niektorych lekow
przeciwcukrzycowych na uktad wegchowy). W zwigzku z tym dostrzegtam konieczno$¢ blizszej
charakterystyki deficytow wechowych w T2DM o r6éznym podlozu (genetycznym i
srodowiskowym np. wywolanym niezrownowazona dieta), poznania ich zwigzku z pogorszeniem
funkcji poznawczych, a takze zbadania lezacych u ich podstaw mechanizmow. Co wigcej,
potencjalne uposledzenie funkcji poznawczych zwiazanych z wechem (tj. pamigci wechowej)
powinno by¢ przedmiotem badan w T2DM, poniewaz wykazano iz zaburzenia tych funkcji u
zwierzat 1 ludzi nie obcigzonych cukrzyca majg zwiazek ze starzeniem si¢ oraz zaburzeniami
funkcji poznawczych [25-30]. Tematyke t¢ podjetam w moich badaniach, w ktérych oceniatam
parametry wechowe takie jak zdolno$¢ do wykrywania i odrézniania zapachdéw, a takze pamigé
wechowa w dwoch modelach T2DM: genetycznym (szczury Goto-Kakizaki) oraz u myszy, u
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ktorych cukrzyca rozwingta si¢ w wyniku podawania jednej z dwoch rodzajow diety wywotujace;j
otytos¢: bogatej w tluszcze (ang.: high-fat diet, [HFD]) lub tzw. diety typu zachodniego (ang.:
western diet, [WD]). Wyniki badan behawioralnych dotyczacych wptywu T2DM na funkcje
wechowe znalazty si¢ w publikacjach nr 2 1 3 niniejszego cyklu.

Jedna z kluczowych struktur uktadu wechowego jest kora gruszkowata, pierwotna kora wechowa,
do ktorej docieraja projekcje komorek mitralnych i pedzelkowatych z opuszki wechowej oraz ktéra
ma liczne polaczenia z innymi strukturami o$rodkowego uktadu nerwowego (OUN) [31]. Ta
istotna dla funkcjonowania uktadu wechowego ewolucyjnie stara kora (paleocortex) o budowie
trojwarstwowej odgrywa kluczowa role w percepcji zapachow [32]. Komérki nerwowe potozone w
tym obszarze odpowiadaja za kodowanie zapachow. Neurony znajdujace si¢ w przedniej czgsci
kory gruszkowatej kodujga informacje o tozsamosci chemicznej bodzca zapachowego.
Zintegrowana percepcyjna reprezentacja obiektu zapachowego jest kodowana przez neurony
polozone w jej czgsci tylnej [33]. Podczas gdy wigkszos¢é przeprowadzonych dotychczas badan
skupiata si¢ na nablonku wechowym i opuszce wechowej [34-36], brak byto danych na temat roli
kory gruszkowatej w patogenezie zaburzen wechowych w T2DM. Wyniki moich badan
dotyczacych wptywu T2DM na neurony w korze gruszkowatej oraz zachodzace w nich procesy sa
przedstawione w publikacji nr 1.

Mechanizmy neuroplastycznosci, definiowanej jako zdolno$¢ do reorganizacji w obrebie sieci
neuronowych w celu adaptacji do zmian $rodowiskowych [37], sa niezwykle istotne z punktu
widzenia zaburzen wechowych w T2DM. Percepcja bodzcow wegchowych wymaga
neuroplastyczno$ci zarowno do wykrywania, jak i kodowania zapachow, a wazng role w tym
procesie odgrywaja GABA-ergiczne interneurony hamujace [38]. Interesujacy jest fakt, ze
wykazano obecno$¢ zmian neurodegeneracyjnych w tej populacji interneuronéw u pacjentéw z AD
[39]. Neuroplastyczno$¢ wechowa jest rowniez regulowana dzieki procesowi neurogenezy w
opuszce wechowej. Proces ten zachodzi w dorostym zyciu i1 rozpoczyna si¢ w strefie
przykomorowe]j ograniczajacej komore boczng. Tutaj z neuronalnych komoérek macierzystych
powstaja niezroznicowane i zdolne do proliferacji neuroblasty, ktére charakteryzuje ekspresja
biatka doublekortyny (DCX). Komorki te migruja do opuszki wechowej, gdzie rdznicujg sig
gléwnie w interneurony odgrywajace istotng role w procesach neuroplastycznosci w tej strukturze
uktadu wechowego [40, 41]. Poprzednie badania wykazaly negatywny wplyw T2DM na
neuronalne komdrki macierzyste w strefie przykomorowej [42, 43], jednak dotychczas brak byto
danych na temat tego jaki wplyw ma ta przewlekla choroba metaboliczna na neurogeneze w
opuszce wechowej. Inng forme neuroplastycznosci w uktadzie wechowym reprezentujg niedojrzate
neurony kory gruszkowatej [44]. Pomimo, Ze ich charakterystyczng cechg jest rowniez ekspresja
biatka DCX, komorki te powstaly jeszcze w trakcie rozwoju zarodkowego, sa post-mitotyczne i nie
posiadajg zdolnosci do proliferacji. Pula tych komoérek maleje z wiekiem, z uwagi na ciagle
réznicowanie w dojrzale neurony w odpowiedzi na nowe bodzce wechowe [45]. Wptyw T2DM na
te komorki jak dotad byl nieznany. Wyniki badan dotyczacych wptywu cukrzycy na mechanizmy
neuroplastyczno$ci w uktadzie wechowym w dwoch modelach T2DM: genetycznym oraz
wywolanym niezréwnowazong dieta przedstawiono w publikacjach 1-3 cyklu.

Wiadomo, ze istnieje silny zwigzek pomigdzy upo$ledzeniem funkcji wechowych a
wystepowaniem zaburzen poznawczych [17]. Co wigcej, Zhang 1 wsp. wykazali, ze T2DM moze
wywolywaé wczesne zmiany w ukladzie wechowym, ktore poprzedzaja zaburzenia funkcji
poznawczych [46]. Dane te sugeruja, iz deficyty wechowe u 0s6b z T2DM moga by¢ wczesnym
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wskaznikiem pogorszenia funkcji poznawczych. Jednak do tej pory nieznane byly czynniki
zwigzane z T2DM, ktére moga mie¢ na to wptyw. Otylo$¢ jest jednym z gléwnych czynnikoéw
ryzyka T2DM, ale to czy otylos¢ jest czynnikiem majagcym wplyw na parametry wegchowe u
cukrzykéw nie zostato wyjasnione. Kwestia ta wymaga uwagi, gdyz 85% pacjentéw z T2DM jest
otyta [47]. Co wiecej, nie wiadomo czy i jak rézne czynniki prowadzace do otylosci, jak na
przyktad rézne sktadniki diety czy przyrost masy ciala per se, wptywaja na okreslone funkcje
wechowe. Wyniki przeprowadzonych dotychczas badan, zaréwno klinicznych jak i
doswiadczalnych, dotyczacych wpltywu otytosci na funkcje wechowe sa sprzeczne. Czgs¢ z nich
wykazata wystepowanie deficytow wechowych [34, 35, 48-50], natomiast inne donosza o
zwigkszonej wrazliwosci na okre§lone zapachy w zastosowanych modelach otytosci/cukrzycy [51,
52]. Nalezy jednak podkresli¢, ze w wickszosci tych badan ocena funkcji wechowych byta
przeprowadzona tylko raz, dlatego tez nie badano zwigzku dynamiki czasowej tych zaburzeh w
odniesieniu do rozwoju T2DM. W wigkszos$ci nieznane byly rowniez mechanizmy lezace u
podstaw tych procesow. Wpltyw T2DM, wywotanej w warunkach doswiadczalnych dwoma
rodzajami diety: HFD i WD, na funkcje wechowe oraz wyjasnienie potencjalnych mechanizmow
odpowiedzialnych za deficyty wechowe byly przedmiotem badan, ktorych wyniki przedstawiono w
publikacji nr 3.

Zwigzek pomiedzy cukrzycq typu 2 a chorobq Parkinsona

Wyniki licznych badan sugeruja, ze T2DM bierze udzial w patogenezie zaburzen ukladu
ruchowego, w tym choroby Parkinsona (ang.: Parkinson’s desease, [PD]) [53-56]. Ponadto
wykazano, ze wystepowanie cukrzycy u oséb z ta chorobg neurodegeneracyjna ma zwigzek z
obecnoscig jej bardziej agresywnego fenotypu [57]. Odkryto takze bliska wzajemng zalezno$¢
pomigdzy dzialaniem uktadu nigrostriatalnego (ang.: nigrostriatal system, [NS]), bedacego czescia
uktadu dopaminergicznego, a utrzymaniem homeostazy metabolicznej u ludzi [58]. Nalezy jednak
podkresli¢, ze istniejg rdwniez doniesienia, ktore podwazaja zwiazek pomigdzy T2DM a PD [59,
60]. Dlatego tez zagadnienie to wymaga wyjasnienia w toku dalszych badan.

Mechanizmy patofizjologiczne lezace u podstaw zwigkszonego ryzyka wystegpowania PD u
pacjentow z T2DM sa w wigkszos$ci nieznane. Moga one by¢ zwigzane z zaburzeniami funkcji
mitochondriow, uposledzeniem szlakéw sygnalizacyjnych insuliny, a takze tzw. zapaleniem
metabolicznym (ang.: metabolic inflammation) (przeglad w: [61]). W warunkach doswiadczalnych
wykazano, ze hiperglikemia wywolana u szczuréw, ktéorym jednorazowo wstrzyknieto
streptozotocyne (model cukrzycy typu 1) powoduje zmiany degeneracyjne w uktadzie
nigrostriatalnym [62]. Badania z wykorzystaniem modeli zwierzecych koncentrowaly si¢ na
wptywie otylosci i T2DM na uktad dopaminergiczny. Wykazaty one, ze insulinooporno$¢ i stan
przedcukrzycowy wywotlane u dorostych szczuréw w wieku 16-tygodni, ktore karmiono dietg
bogata w tluszcze (HFD) przez zaledwie 3 miesiace, ograniczajg uwalnianie i usuwanie dopaminy
ze szczeliny synaptycznej [63] oraz redukuja jej poziom w prazkowiu [64]. Szereg badan
eksperymentalnych z wykorzystaniem gryzoni w wieku 4-16 tygodni oraz stosunkowo krétkim
czasem podawania HFD (od 2 do 20 tygodni) potwierdzit negatywny wplyw otytosci na uktad
dopaminergiczny [65-69]. Wyniki tych badan sg cenne. Warto jednak zauwazy¢, ze podobnie jak
T2DM, PD jest chorobg wystepujaca w duzej mierze u osob starszych (powyzej 60 r.z.) [70].
Dlatego tez wazne jest, aby odpowiedzie¢ na pytanie czy i jak T2DM wywotana przez dtugotrwate
przyjmowanie HFD wplywa na uktad dopaminergiczny w trakcie starzenia si¢. Wzigcie pod uwage
tego czynnika jest istotne, gdyz zaobserwowano zwigzane z wiekiem zmiany w tym ukladzie,
ktore wywotuja objawy przypominajace wezesny parkinsonizm (ang.: pre-parkinsonian state) [70].
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Wyniki badan dotyczacych wplywu T2DM na uklad nigrostriatalny w trakcie starzenia si¢ zawarte
zostaty w publikacji nr 4.

Zastosowanie analogéw GLP-1 oraz inhibitorow DPP-4 w zapobieganiu zmianom wywolanym
przez cukrzyce typu 2 w ukladzie wechowym i nigrostriatalnym

Do lekdéw nowej generacji stosowanych w leczeniu T2DM zaliczamy preparaty dziatajace
na uktad inkretynowy (tzw. inkretyny to grupa hormonéw jelitowych zwigkszajacych popositkowe
wydzielanie insuliny przez komorki B wysp trzustkowych), do ktérych naleza analogi
glukagonopodobnego peptydu 1 (ang.: glucagon-like peptide-1, [GLP-1]) oraz inhibitory
peptydazy dipeptydylowej 4 (ang.: dipeptidyl peptidase-4, [DPP-4]) [71]. Dzialanie tych lekow
wiaze si¢ z matym ryzykiem hipoglikemii, ponadto sg one dobrze tolerowane przez pacjentéw i nie
wywotuja powaznych dziatan niepozadanych. Oprécz regulacji gospodarki weglowodanowej
wykazano, ze leki te majg dziatanie plejotropowe i korzystnie wptywaja miedzy innymi na uktad
sercowo-naczyniowy [71] oraz OUN [72, 73].

GLP-1 jest hormonem inkretynowym, ktoéry pobudza zalezne od glukozy wydzielanie insuliny
dzi¢ki wigzaniu si¢ ze specyficznym receptorem zwigzanym z biatkiem G (GLP-1R) [74]. Natywna
forma GLP-1 ulega jednak szybkiej degradacji. Z tego powodu opracowano syntetyczny lek
eksendyne 4 (ang.: exendin-4, [Ex-4]), ktora jest stabilna, syntetyczng forma GLP-1 i w chwili
obecnej jest stosowana w leczeniu T2DM [74]. Jednak dziatanie Ex-4 nie ogranicza si¢ wylacznie
do normalizacji glikemii: ma ona na tyle mata czasteczke, ze przechodzi przez barierg krew-mdzg
[75], a badania przedkliniczne wykazaty neuroprotekcyjne dziatanie zaréwno tej inkretyny, jaki i
innych analogéw GLP-1 w kilku chorobach neurologicznych (podsumowane w: [76-78]). Liczne
badania do§wiadczalne wykazaly, ze Ex-4 poprawia funkcje poznawcze nie tylko w AD [79-81],
ale rowniez w T2DM [82-84]. Niedawno opublikowane badanie kliniczne wykazalo poprawe
funkcji wechowych u pacjentoéw z T2DM otrzymujacych analogi GLP-1 [24]. Brak danych na
temat wpltywu analogéw GLP-1 na procesy zachodzace w uktadzie wechowym w T2DM sklonit
mnie do zainteresowania si¢ tym tematem. Wyniki badan dotyczacych wptywu Ex-4 na wywotane
przez T2DM zmiany w korze gruszkowatej znajduja si¢ w publikacji nr 1.

Inng grupa lekow przeciwcukrzycowych, ktore maja pozytywne dziatanie na OUN sa inhibitory
DPP-4, inaczej nazywane gliptynami. Sg to leki podawane doustnie pacjentom z T2DM, a ich
dzialanie polega migdzy innymi na hamowaniu degradacji endogennego GLP-1 oraz
glukozozaleznego peptydu insulinotropowego (ang.: glucose-dependent insulinotropic peptide,
[GIP]), co prowadzi do przedluzenia wydzielania insuliny po positku oraz efektu uwrazliwienia na
jej dziatanie [85]. Niedawno opublikowane wyniki badan eksperymentalnych wykazaly, ze
inhibitory DPP-4 zmniejszaja obszar uszkodzenia powstalty w wyniku udaru mézgu zaréwno u
zwierzat z T2DM, jak i bez niej (przeglad w: [72, 73]). Wyniki badan sugeruja rowniez pozytywne
dziatanie gliptyn w zwierzgcych modelach AD (przeglad w: [86]) oraz u pacjentéw z T2DM i AD
[87]. Inne badania wykazaty, ze inhibitory DPP-4 maja wplyw na uktad dopaminergiczny. Leki te
nie tylko majg dziatanie protekcyjne w obrebie uktadu nigrostriatalnego w zwierzecym modelu PD
[88], ale roéwniez zmniejszaja czgsto§¢ wystgpowania PD u ludzi [89]. Co ciekawe,
neuroprotekcyjny mechanizm dziatania przynajmniej niektorych inhibitoréw DPP-4 moze byc¢
niezalezny od normalizacji glikemii [90] i GLP-1R [91, 92]. Jak dotad brak byto danych na temat
wplywu inhibitorow DPP-4 na funkcje wechowe oraz ich skutecznosci przeciwko zmianom
wywotanym przez T2DM w ukladzie wechowym 1 ukladzie nigrostriatalnym. Wyniki badan,
ktorych celem byto znalezienie odpowiedzi na te pytania znajdujg si¢ w publikacjach nr 2 i 4 cyklu.
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CELE PRAC WCHODZACYCH W SKLEAD OSIAGNIECIA NAUKOWEGO:

1. Okreslenie wptywu T2DM o roznej patogenezie na funkcje wechowe i1 mechanizmy
neuroplastyczno$ci oraz identyfikacja potencjalnych zmian patologicznych w wybranych
strukturach uktadu wechowego

2. Okreslenie wptywu T2DM wywotanej przez diugotrwate przyjmowanie bogatej w tluszcze
diety prowadzacej do otylosci na strukture i funkcje uktadu nigrostriatalnego w trakcie starzenia
si¢

3. Ocena skuteczno$ci analogow GLP-1 oraz inhibitoréw DPP-4 w zapobieganiu zmianom
patologicznym wywotanym przez T2DM w uktadzie wechowym i uktadzie nigrostriatalnym

OMOWIENIE PUBLIKACJI SKEADAJACYCH SIE NA OSIAGNIECIE NAUKOWE

Publikacja nr 1

W ramach projektu, ktérego wyniki opublikowano w pierwszej pracy wchodzacej w sktad
osiagnigcia habilitacyjnego, badatam wplyw cukrzycy na mechanizmy neuroplastycznosci w korze
gruszkowatej w genetycznym modelu T2DM. W projekcie wykorzystano szczury rasy Goto-
Kakizaki (GK) w wieku 3 i 13 miesigcy, u ktorych hiperglikemia rozwija si¢ spontanicznie okoto
trzeciego miesigca zycia [93]. Charakterystyczne dla tego modelu doswiadczalnego jest rowniez
wystepowanie powiktan czgsto obserwowanych u pacjentéw z T2DM [94]. Dwie grupy kontrolne
stanowity szczury Wistar w tym samym wieku co GK. W badaniach zastosowano metody
immunohistochemiczne i stereologiczne.

Wyniki badan morfologicznych wykazaty, ze niektére NeuN-pozytywne neurony w korze
gruszkowatej u 13-miesi¢cznych szczurow GK charakteryzowato nieregularne rozmieszczenie tego
markera w obrebie jadra komorkowego. Efekt ten byt nieobecny w pozostalych trzech grupach
doswiadczalnych. Ocena ilo$ciowa pozytywnie wybarwionych komorek wykazata, Ze kora
gruszkowata u 13-miesigcznych szczurow GK zawierata ok. 30% mniej neuronow o prawidtowe;j
morfologii w poréwnaniu z 3-miesi¢cznymi GK (p<0,0001), a takze 3-miesigcznymi (p<0,0001) i
13-miesigcznymi (p<0,01) szczurami z grup kontrolnych. Poniewaz interneurony GABA-ergiczne
odgrywaja wazna role w procesach plastycznosci w obrebie kory gruszkowatej [95], a ponadto
wykazano, ze nalezaca do tej grupy subpopulacja komoérek zawierajacych kalbindyng-D28k (CB)
ma kluczowe znaczenie w patogenezie wywotanych przez T2DM powiktan w OUN, takich jak
otepienie czy AD [96, 97], postanowilam zbada¢ jaki wplyw ma T2DM na te komorki.
Wykazatam, ze w korze gruszkowatej u 13-miesigcznych szczurow GK liczba tych interneuronéw
jest mniejsza o ponad 50% nie tylko w poréwnaniu z 3-miesi¢cznymi i 13-miesigcznymi szczurami
Wistar (odpowiednio p<0,01 i p<0,001), ale réwniez z 3-miesiecznymi GK (p<0,05). Dodatkowo,
w korze gruszkowatej u 13-miesigcznych szczurow GK GABA-ergiczne interneurony hamujace
zwierajace CB charakteryzowal dramatyczny spadek liczby wypustek nerwowych (arboryzacji), co
sugeruje uposledzenie mechanizméw neuroplastycznosci w tym obszarze mozgowia. Efekt ten nie
wystepowat u mtodych szczurow z T2DM.

W celu stwierdzenia czy T2DM wywotluje $mieré¢ komorek w korze gruszkowatej w badanym
modelu, dokonatam iloSciowej oceny NeuN+ neuronéw (o prawidlowej 1 nieprawidtowe;j
morfologii). Potencjalng apoptoz¢ ocenialam za pomocg metody TUNEL, a stres komorkowy
poprzez oceng ilosciowa komoérek zawierajacych fosforylowang na koncu N kinaze Jun (ang.:
pJun-N-terminal kinase, [pJNK]). Wyniki nie wykazaty réznic w liczbie neuronéw pomiedzy
grupami. Brak bylo rowniez komoérek z cechami apoptozy. Natomiast obecno$¢ podwojnie
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wybarwionych komérek nerwowych NeuN/JNK+ w korze gruszkowatej obu grup GK $wiadczyta
o indukowaniu przez T2DM stresu komérkowego w tym rejonie mézgowia.

Kolejnym istotnym pytaniem, na ktoére chciatam uzyska¢ odpowiedz byto to czy zidentyfikowanym
zmianom wywotanym w korze gruszkowatej przez T2DM mozna przeciwdziata¢ stosujac analog
GLP-1, Ex-4. W tym celu lek przeciwcukrzycowy podawano dootrzewnowo (0.1 pg/kg, i.p., dwa
razy dziennie przez 6 tygodni) 9-migsiecznym szczurom GK, u ktorych wykryto obecno$¢ zmian
patologicznych w uktadzie wechowym. Grupe kontrolng stanowity 9-miesieczne szczury GK,
ktérym podawano PBS. Stosujac metody immunohistochemiczne i stereologiczne, dokonano oceny
ilosciowe] neuronéw NeuN+ (o prawidlowej i nieprawidtowej morfologii), GABA-ergicznych
interneuronéw zawierajacych CB, a takze komorek pJNK+ w korze gruszkowatej. Ponadto, z
uwagi na istotng rolg w regulacji funkcji neurondéw szlaku sygnatowego kinazy 3-
fosfatydyloinozytolu i kinazy biatkowej AKT (PI3K-AKT), zbadatam wptyw Ex-4 na aktywacje
AKT w korze gruszkowatej szczuréw z T2DM. Wyniki wykazaly, ze w korze gruszkowatej
szczuréw ktéorym podawano Ex-4 byto wiecej NeuN+ neurondéw o prawidtowej morfologii w
porownaniu z grupa kontrolna (p<0,01). Odnotowatam roéwniez wzrost liczby neuronow
wstawkowych zawierajacych CB (p<0,0001). Wpltyw Ex-4 na te neurony mial charakter
neurotroficzny 1 wigzal si¢ ze zwickszeniem ciata komérek nerwowych oraz wigksza arboryzacja
ich wypustek. Spadek liczby komérek pJNK+ w korze gruszkowatej szczuréw, ktérym podawano
Ex-4 $wiadczy o tym, ze ten analog GLP-1 redukuje stres komorkowy wywotany przez T2DM.
Szes¢ tygodni podawania Ex-4 wywolato réwniez umiarkowany wzrost fosforylacji AKT w
zastosowanym modelu T2DM, co moze sugerowac dziatanie neuroprotekcyjne tego leku.

WNIOSEK

W powyzszej pracy wykazano obecno$¢ patologii w populacji neuronéw kory gruszkowatej u
starzejacych si¢ szczuréw z T2DM, ktéra miala negatywny wplyw na interneurony GABA-
ergiczne. MozZe ona stanowi¢ istotny czynnik lezacy u podstaw upoSledzenia funkcji
wechowych w T2DM. Zaobserwowanym zmianom morfologicznym mozna skutecznie
przeciwdziala¢ poprzez zastosowanie analogéow GLP-1.

Publikacja nr 2

Kontynuacja tematu badawczego jest nastepna publikacja cyklu, ktora zawiera wyniki

badan dotyczacych wptywu T2DM na funkcje wechowe, a takze mechanizmy neuroplastycznos$ci
w dwoch kluczowych obszarach uktadu wechowego: opuszce wechowej i korze gruszkowatej. W
genetycznym modelu T2DM, u szczurow GK w przedziale wiekowym od 4 do 7 miesigcy
testowatam zdolno§¢ do wykrywania zapachéw oraz pami¢¢ wechowa. W badaniach
behawioralnych wykorzystatam test blokowy, test habituacji-dyshabituacji, a takze test ukrytego
granulatu [98]. Szczury rasy Wistar w tym samym wieku stanowity grupe kontrolng. Mechanizmy
neuroplastycznos$ci badatam przy uzyciu metod immuno-histochemicznych, stereologicznych oraz
techniki Western blot.

W moich badaniach jako pierwsza wykazatam istotne uposledzenie funkcji wegchowych w
zastosowanym modelu T2DM. W poréwnaniu z grupg kontrolna, szczury GK spedzaty mniej czasu
wachajac nowe zapachy zard6wno w tescie blokowym, jak i teScie habituacji-dyshabituacji.
Ponadto, zwierzeta z T2DM potrzebowaly znacznie wigcej czasu na znalezienie, kierujac si¢
wylgcznie wskazéwkami wechowymi, ukrytego granulatu. Aby oceni¢ pami¢é wechowa,
kilkukrotnie mierzono czas jaki zwierzeta spgdzaly wachajac ten sam zapach (test habituacji-
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dyshabituacji, w odstepach ok. 5 minutowych) oraz czas jaki zajeto im znalezienie przykrytego
sciotka pokarmu (test ukrytego granulatu, w odstepach 1-dniowych). Wyniki wykazaty, ze w
trakcie kolejnych prob szczury GK ani nie wachaty krocej tego samego zapachu (brak habituacji),
ani nie znajdowaty w krétszym czasie ukrytego granulatu, co obserwowano w kolejnych prébach u
zwierzat z grupy kontrolnej. Swiadczy to o uposledzeniu pamieci wechowej u szczuréw z T2DM
(zwierzgta, ktore pamictaja dany zapach wachaja go krocej w kolejnych probach).

W badaniach morfologicznych (miedzy innymi na podstawie oceny komodrek mitralnych) nie
zaobserwowatam zmian strukturalnych w opuszce wechowej u zwierzat z T2DM. Z uwagi na
istotng role jaka w procesach neuroplastycznosci w ukladzie wechowym odgrywaja hamujace
interneurony GABA-ergiczne, badalam wptyw T2DM na liczbe komorek zawierajacych CB,
parwalbuming (PV) i karletyning (CR) oraz ekspresje¢ tych bialek w opuszce wechowej i korze
gruszkowatej. Wyniki nie wykazaly istotnych réznic miedzy grupami pod wzgledem liczby
interneuronéw zawierajacych PV i CR, a takze poziomu ekspresji tych biatek wigzacych wapn w
opuszce wechowej. Odnotowatam jednak 18% spadek poziomu biatka CB u szczurow GK
(p=0,04) w tym obszarze mozgowia, co moze sugerowa¢ uposledzenie funkcji tej subpopulacji
interneuronéw GABA-ergicznych w badanym modelu cukrzycy. W poprzedniej pracy (publikacja
nr 1) wykazalam negatywny wptyw T2DM na subpopulacj¢ interneuronow zawierajacych CB w
korze gruszkowatej. W tym samym obszarze nie odnotowalam réznic pomigdzy grupami w
gestosci interneurondow PV+. Jednakze wykazatam 17% spadek poziomu biatka PV u szczurow z
T2DM w poréwnaniu do grupy kontrolnej (p=0,046). Nie wykrytam istotnych réznic ani w
gestosci subpopulacji interneuronow zawierajacych CR, ani w poziomie samego biatka w korze
gruszkowatej.

W celu okreslenia wplywu T2DM na neurogenez¢ w opuszce wechowej, oszacowatam liczbe
neuroblastow zawierajacych doublekortyne (DCX). Wyniki wykazaty ponad 50% spadek gestosci
komoérek DCX+ u szczuréw GK w poréwnaniu z grupa kontrolng (p=0,02), co wskazuje na
negatywny wptyw T2DM na neurogenez¢ w opuszce wechowej. Aby oceni¢ wplyw T2DM na
procesy neuroplastycznosci zwigzane z adaptacja do nowych zapachoéw, oszacowatam liczbe post-
mitotycznych, niedojrzatych neuronow DCX+ w korze gruszkowatej u 6-miesigcznych szczuréw
GK. W badanym modelu cukrzycy calkowita liczba komérek DCX+ byla o 168% wyzsza w
poréwnaniu do grupy kontrolnej. Aby okresli¢ czy wzrost liczby neuronéow DCX+ w korze
gruszkowatej u szczurow GK wigzat si¢ z uposledzeniem ich réznicowania, wykonatam podwojne
znakowanie DCX (marker komorek prekursorowych i niedojrzalych neuronow) i NeuN (marker
dojrzatych neuronow, ktory jest nabywany przez te komorki w trakcie procesu roéznicowania).
Wyniki wykazaly 52% wzrost liczby komoérek DCX/NeuN+ w korze gruszkowatej u starzejacych
si¢ szczurow GK w poréwnaniu z grupa kontrolng (p=0,049), co $wiadczy o uposledzeniu tempa
roznicowania komoérek DCX+ do dojrzalych neuronéow (a tym samym tej formy
neuroplastycznos$ci) u szczurow z T2DM.

W ramach publikacji nr 2 badalam réwniez skutecznos$¢ inhibitorow DPP-4 w zakresie ich
potencjalnej zdolno$ci poprawy funkcji wechowych oraz ich wplywu na procesy
neuroplastycznosci w opuszce wechowej i korze gruszkowatej w genetycznym modelu T2DM.
Inhibitor DPP-4, linagliptyng, podawano w pozywieniu (83mg/kg mc, szacowane dzienne
spozycie: 5-8 mg/kg mc) przez 16 tygodni. Szczury z grupy kontrolnej otrzymaty ten sam granulat,
ale bez leku. Wyniki badan wykazaly, ze linagliptyna podawana przez 16 tygodni szczurom GK nie
poprawia ani zdolnosci do wykrywania zapachéw ani pamigci wechowej. Nie stwierdzitam
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rowniez wplywu tego inhibitora na gesto$¢ neuronow CB+ w opuszce wechowej. Odnotowatam
natomiast 22% wzrost poziomu CB u szczurdéw, ktére otrzymaly linagliptyne w poréwnaniu z
grupa kontrolng (p=0,002). Sugeruje to dziatanie normalizujace tego leku przeciwcukrzycowego na
wywotany przez T2DM spadek poziomu biatka CB w opuszce wechowej. Wyniki nie wykazaty
istotnych réznic w gestoSci pozostatych interneuronéw GABA-ergicznych, jak réwniez w
zawarto$ci PV i CR w badanym obszarze mézgowia. Ponadto, po zastosowaniu linagliptyny nie
stwierdzilam istotnych roéznic w gestosci komérek DCX+ w opuszce wechowe] w poréwnaniu z
grupa kontrolng, co $wiadczy o braku wptywu tego inhibitora DPP-4 na neurogenezg w tym
obszarze mozgowia. Wyniki badan wykazaty ponad 40% wzrost liczby interneuronow CB+ w
korze gruszkowatej u szczuréw GK, ktdre otrzymaty linagliptyne w poréwnaniu z grupa kontrolna
(p=0,002), co sugeruje istotng rol¢ tego inhibitora DPP-4 w regulacji neuroplastycznosci z
udziatem tych komoérek w badanej strukturze uktadu wechowego. Dodatkowo, $rednia objetos¢ ciat
komorek CB+ u szczuréw z T2DM, ktore otrzymaly linagliptyne byta o 14% wicksza w
poréwnaniu z grupg kontrolng (p=0,02). Linagliptyna wywotala réwniez wicksza arboryzacje
dendrytéw interneuronéw GABA-ergicznych CB+ w grupie zwierzat z T2DM w poréwnaniu z
grupa kontrolng (p=0,02). Uzyskane dane morfometryczne wskazuja na neurotroficzny wplyw
linagliptyny na interneurony CB+, co sugeruje ze inhibitory DPP-4 reguluja neuroplastycznos¢ z
udziatem tych komorek w korze wechowej. Nie stwierdzitam wptywu linagliptyny na gestos¢
pozostatych subpopulacji interneuronéw GABA-ergicznych tj. komérek PV+ i CR+, jak rowniez
na poziom tych bialek w korze gruszkowatej. Podawana przez 16 tygodni linagliptyna nie miata
rowniez istotnego wplywu na liczbe komorek DCX+ w korze gruszkowatej szczurow GK.
Jednakze u zwierzat otrzymujacych lek nastapit 36% spadek liczby neuronow DCX/NeuN+ w
porownaniu z grupa kontrolng (p=0,03), co §wiadczy o tym ze linagliptyna pobudza te komorki do
réznicowania.

WNIOSEK

W powyiszej pracy udowodniono wplyw cukrzycy na funkcje wechowe w genetycznym
modelu T2DM. Jako pierwsi wykazaliSmy, poprzez identyfikacje¢ okreslonych mechanizmoéow
komoérkowych, negatywny wplyw T2DM na procesy neuroplastycznosci zar6wno w opuszce
wechowej, jak i korze gruszkowatej.

Zastosowanie inhibitora DPP-4 nie przynioslo poprawy funkcji wechowych takich jak
zdolno$¢ do wykrywania zapachéw i pamieé wechowa. Jednakze wyniki badan wykazaty, ze
linagliptyna wplywa w ukladzie wechowym pozytywnie na parametry komorkowe zwiazane z
neuroplastycznos$cia, ktore sq uposledzone przez T2DM.

Publikacja nr 3

W kolejnej publikacji cyklu szukatam odpowiedzi na pytanie czy otytos$¢ jest czynnikiem
majgcym wptyw na funkcje wechowe u diabetykdw. Pytanie to jest istotne z uwagi na fakt, iz 85%

pacjentéw z T2DM to osoby otyle. Nie wiadomo natomiast jak rézne czynniki prowadzace do
otytosci (np. rézne sktadniki diety czy wzrost masy ciala per se) wplywajg na poszczegdlne funkcje
wechowe 1 jakie mechanizmy lezg u podstaw tych zjawisk. W celu uzyskania odpowiedzi na te
pytania, badalam jaki wplyw maja dwa rodzaje diety prowadzacej do otylosci: 1) o duzej
zawarto$ci thuszezu (HFD) i 2) o umiarkowanej zawarto$ci thuszczu i wysokiej zawarto$ci cukru
(WD) na wykrywanie oraz odrdznianie zapachow, zwigzane z zapachem uczenie si¢, a takze
pamig¢ wechowa u myszy. Badatam rowniez wplyw obu rodzajow diety prowadzacej do otytosci
(ang.: obesogenic diet) na neurogeneze, a takze interneurony GABA-ergiczne oraz neuroblasty
obecne w uktadzie wechowym. Ponadto, oszacowatam objetos¢ kory wechowe;j, a takze aktywnosé
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neuronalng (w oparciu o ekspresje¢ biatka cFos [99]) w tej strukturze mdzgu. W projekcie
wykorzystano samce myszy C57/BL6j, u ktorych wywotano T2DM poprzez karmienie jednym z
dwéch rodzajéw diety: HFD lub WD przez 8 miesigcy, poczawszy od 5 tygodnia zycia. W
przypadku diety bogatej w thuszcze (HFD), az 54% energii pochodzilo ze spalania thuszczu, 29%
energii ze spalania weglowodanow, a 17% z biatka. W diecie ,,typu zachodniego” (WD) 42%
energii pochodzito z ttuszczu, 43% z weglowodanow, a 15% ze spalania biatka. Grupe kontrolng
stanowity myszy, ktore otrzymaly zbalansowang diet¢ (ang.: standard diet, [SD]). U zwierzat nig
karmionych 58% energii pochodzito ze spalania weglowodanow (gtownie skrobi), 18% z ttuszczu,
a 24% z bialka. Masa ciata oraz poziom glukozy we krwi byly monitorowane w czasie trwania
eksperymentu. Testy behawioralne wykonano po 1, 3 i 8 miesiagcach od momentu wprowadzenia
diety. Wartosci stezenia insuliny w surowicy oraz glukozy we krwi (na czczo) wykorzystatam do
obliczenia wskaznika insulinoopornosci (ang.: HOMA index).

Juz po 1 miesiacu myszy karmione zarowno HFD jak i WD mialy wicksza mas¢ ciala w
porownaniu z grupa kontrolng. Efekt ten utrzymal si¢ po 3 miesigcach. Co ciekawe, nie
zaobserwowatam istotnych réznic w masie ciata migdzy SD a WD po 8 miesigcach przyjmowania
diety. Jednakze myszy karmione HFD mialy wigksza mase ciata zar6wno w poréwnaniu ze SD
(p<0,0001), jak i WD (p=0,002). Juz po 1 miesigcu, odnotowaltam podwyzszone stezenie glukozy
we krwi u myszy karmionych HFD (p=0,011) i WD (p=0,006), w poréwnaniu z grupg kontrolna.
Efekt ten utrzymat si¢ po 3 i 8 miesigcach. W tym ostatnim punkcie czasowym, wskaznik
insulinoopornosci byl podwyzszony zaré6wno u myszy na diecie HFD (p<0,0001), jak i WD
(p=0,0136), w porownaniu do SD. Dodatkowo, odnotowalam istotny wzrost tego wskaznika w
grupie HFD w poréwnaniu do WD (p=0,0175).

W badaniach behawioralnych, po 1 miesigcu przyjmowania diety nie zaobserwowatam réznicy w
wykrywaniu zapachow pomiedzy grupami do§wiadczalnymi. Po 3 miesigcach, odnotowatam trend
w kierunku zwigkszenia czasu potrzebnego na znalezienie ukrytego pozywienia prezentowany
zaréwno przez myszy z grupy HFD, jak i WD, w poréwnaniu do SD (odpowiednio p=0,159 i
p=0,191). Po 8 miesigcach, myszom z obu grup zajmowalo znacznie wigcej czasu znalezienie
ukrytego pozywienia w porownaniu do grupy kontrolnej (odpowiednio p=0,016 i p=0,045), co
sugeruje uposledzenie zdolnosci wykrywania zapachu. Nie zaobserwowalam rdéznic pomiedzy
grupami pod wzgledem zdolnosci do odrozniania zapachow, gdyz we wszystkich punktach
czasowych myszy wachaly nieznany zapach znacznie dluzej w pordéwnaniu do zapachu im
wczesniej znanego. Na podstawie uzyskanych wynikéw wyciagngtam wniosek, ze u myszy
karmionych HFD i WD dochodzi do stopniowego uposledzenia zdolno$ci wykrywania zapachow,
ale nie ich odrdzniania.

W testach behawioralnych badajacych zwigzang z zapachem zdolno$¢ uczenia si¢ (ang.: odor-
related learning), po 1 miesigcu przyjmowania diety prowadzacej do otylosci w zadnej z grup
doswiadczalnych nie zaobserwowalam roznic w dtugosci czasu jaki myszy wachaty nowy dla nich
zapach innego osobnika. Po 3 miesigcach, myszy z grupy WD wachaly nowy zapach znacznie
krécej w poréwnaniu z grupa kontrolng (p=0,046), co $wiadczy o uposledzeniu zdolnosci do
uczenia si¢ nowych zapachow. W tym samym punkcie czasowym, nie odnotowatam roznicy w
czasie spedzonym na wachaniu nowego zapachu spolecznego (tj. innej myszy) migdzy zwierzegtami
karmionymi SD i HFD. Po 8 miesigcach zaobserwowalam istotng redukcj¢ czasu jaki myszy
karmione zaréwno HFD, jak i WD spedzaly na wachaniu nowego zapachu, w poré6wnaniu ze SD
(odpowiednio p=0,015 i p=0,049). Ponadto, we wszystkich punktach czasowych myszy z grup
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eksperymentalnych wachaty krocej ten sam zapach innego osobnika w trakcie kolejnych prob, w
poroOwnaniu z czasem z pierwszej proby, co jest dowodem na habituacje i §wiadczy o braku
uposledzenia uczenia si¢ nieskojarzonego. Na podstawie uzyskanych wynikow wyciagngtam
wniosek, iz oba rodzaje diety stopniowo uposledzaja rozpoznawanie nowych zapachow (ale nie
uczenie si¢ nieskojarzone). Co istotne, deficyt ten pojawia si¢ wczesniej u myszy karmionych WD.

W toku przeprowadzonych badan nie zaobserwowalam uposledzenia dlugotrwalej pamiegci
wechowej u myszy karmionych SD tzn. wachaly one nowy zapach dtuzej w poréwnaniu ze
znanym juz im zapachem (prezentowanym 22 godziny wczesniej). Myszy z grupy HFD wachaty
nowy zapach dtuzej po 1 i 3 miesigcach, natomiast po 8 miesigcach spedzaly poréwnywalng ilos¢
czasu wachajac kazdy z dwodch zapachdw, co wskazuje na uposledzenie dtugotrwatej pamieci
wechowej. W przypadku myszy z grupy WD, po 1 miesigcu wachaly one nowy zapach dluzej w
poréwnaniu z zapachem poznanym 22 godziny wczesniej (p=0,007). W pozostatych punktach
czasowych wyniki wykazaty brak istotnych réznic w dtugosci czasu wachania obu prezentowanych
zapachdéw, co sugeruje ze myszy karmione WD nie pamigtaly zapachu z dnia poprzedniego i
traktowaty oba zapachy jako ,,nowe”, czyli mialy uposledzong dlugotrwala pamigc¢ wechowa.
Dowodzi to, ze wywotana przez otyto$¢ T2DM stopniowo uposledza pamig¢ wechowsg. Zaburzenie
to pojawia sie¢ wczesniej u osobnikoéw karmionych WD niz HFD.

W poszukiwaniu mechanizmoéw prowadzacych do zaburzen wechowych, badatam wptyw T2DM
na procesy neurogenezy, neuroplastycznosci oraz aktywnos$¢ neuronalng w uktadzie wechowym. W
celu oceny migracji neuronalnych komorek macierzystych ze strefy okotokomorowej komor
bocznych (gdzie powstaty) do opuszki wechowej, oszacowatam gesto$¢ komoérek BrdU+ w tej
strukturze uktadu wechowego. Aby okreslic czy HFD i WD maja wplyw na neurogeneze u
osobnikow dorostych, obliczytam procent neuronéw NeuN/BrdU+ w badanych grupach
doswiadczalnych. Wyniki wykazaly brak wptywu HFD 1 WD na ggsto$§¢ komorek BrdU+ oraz
liczebnos¢ komoérek NeuN/BrdU+ w opuszce wechowej, co sugeruje, ze przynajmniej po 8
miesigcach przyjmowania, ani HFD ani WD nie majg wpltywu na neurogenez¢ w tym obszarze
moézgowia.

Inng struktura uktadu wechowego bedaca przedmiotem moich zainteresowan byla kora
gruszkowata. Aby okresli¢c czy HFD i WD wywotuja zmiany makroskopowe w tym obszarze
moézgowia (jest on odpowiedzialny miedzy innymi za kodowanie zapachow 1 przesylanie
informacji do innych rejonow moézgowia), wykonatam pomiar morfometryczny tej struktury.
Wyniki nie wykazaty istotnych rdéznic w objetosci kory gruszkowatej u myszy karmionych HFD i
WD, w poréwnaniu z grupg kontrolng. Ocena gestosci GABA-ergicznych interneuronow
hamujacych zawierajacych kalbindyne i somatostatyng w korze gruszkowatej rowniez nie
wykazata istotnych réznic pomiedzy grupami otrzymujacymi diety prowadzace do otytosci i grupa
kontrolng. Ocenialam rowniez wplyw obu typow diety na niedojrzale neurony DCX+ w korze
gruszkowatej. Komorki te odgrywaja wazng role w procesach neuroplastyczno$ci w uktadzie
wechowym (patrz Wstep). Wyniki wykazaty brak istotnych réznic pod wzgledem catkowitej liczby
komoérek DCX+ u myszy HFD i WD w poréwnaniu z grupa kontrolng, przynajmniej po 8
miesigcach od rozpoczgcia diety. Dodatkowo, w celu oceny potencjalnych réznic w aktywnosci
neuronalnej w korze gruszkowatej, oszacowatam gesto$¢ komorek cFos/NeuN+ w tej strukturze
mozgowia. Wyniki wykazaty brak réznic miedzy grupami, po 8 miesigcach stosowania diet
prowadzacych do otylosci.
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WNIOSEK

Przedstawione wyniki poszerzaja dotychczasowa wiedze na temat wplywu diet prowadzacych
do otylosci na funkcje wechowe w T2DM. Poza potwierdzeniem szkodliwego wplywu HFD i
WD na funkcje wechowe w przebiegu cukrzycy, zidentyfikowaliSmy specyficzny efekt
charakterystyczny dla WD tj. przySpieszenie wystepowania zaburzen uczenia si¢ zwiazanego
z odbiorem bodzcow zapachowych oraz upoSledzenia pamieci wechowej. Sugeruje to, iz
wysoka zawarto$¢ weglowodanéw prostych w diecie, w polaczeniu ze znaczng zawartoscia
tluszczu, moze przyspieszy¢ pogorszenie si¢ zwigzanych z wechem funkcji poznawczych.

Publikacja nr 4

W ostatniej publikacji cyklu badatam wplyw T2DM na uklad nigrostriatalny w trakcie
starzenia si¢. W badaniach wykorzystano samce myszy C57/BL6j, ktore byly karmione dieta

standardowg (SD) lub dietg bogata w ttuszcze (HFD), poczawszy od 2. miesigca zycia przez 61 12
miesiecy, a takze 2-miesigczne myszy karmione SD. Skutkiem dtugotrwatego przyjmowania HFD
byla otytos¢ oraz nietolerancja glukozy/T2DM. W pracy badano wptyw T2DM i starzenia si¢ na
stezenie 1 uwalnianie dopaminy (DA) w prazkowiu. Do okre$lenia podstawowego i stymulowanego
amfetaming zewnatrzkomérkowego stezenia DA (podanie tej substancji stymulujacej umozliwia
obserwacje tego jak DA jest uwalniana w czasie) uzyto technike mikrodializy. Do oznaczenia
catkowitego stg¢zenia DA w prazkowiu zastosowano wysokosprawng chromatografie cieczowa
(ang.: high-performance liquid chromatography, [HPLC]). Do wykrycia potencjalnych zmian
wywotanych przez T2DM 1 starzenie si¢ w neuronach i neurogleju w uktadzie nigrostriatalnym
myszy zastosowano techniki immunohistochemiczne i immunofluorescencyjne. Srednia objetosé
komérek oceniono wykorzystujac technike nukleatora [100].

Uzyskane wyniki wykazaly spadek uwalniania DA w prazkowiu u 14-miesiecznych myszy
karmionych HFD w poréwnaniu z myszami karmionymi SD w tym samym wieku (p<0,0001).
Efekt ten nie wystepowat u mtodych myszy karmionych SD (2-miesigczne versus 14-miesieczne
myszy SD), czyli byl niezwiagzany z wiekiem. Nastgpnym etapem byto poréwnanie wyj$ciowego,
zewnatrzkomorkowego poziomu DA przed podaniem amfetaminy w badanych grupach.
StwierdziliSmy redukcje zewnatrzkomérkowego stezenia DA w prazkowiu zwierzat karmionych
HFD. W celu ustalenia czy efekt ten byl wywotany ogdlnym spadkiem zawarto$ci DA w
prazkowiu, lizaty z tkanki poddano analizie HPLC. Wyniki pokazaty brak wplywu zaréwno
T2DM, jak i starzenia si¢ na catkowitg zawartos¢ DA w prazkowiu.

Analiza iloSciowa neuronéw wykazata, ze ani starzenie si¢ ani T2DM nie maja wplywu na
catkowita liczbe dopaminergicznych neuronéw w istocie czarnej oraz na gestos¢ DARPP-32+
neuronow kolczystych sredniej wielkosci oraz interneuronéw GAD67+ w prazkowiu. Nalezy
nadmieni¢, ze GAD jest enzymem konwertujacym glutaminian do kwasu y-aminomastowego,
ktéry jest obecny w neuronach GABA-ergicznych w prazkowiu. Ponadto, w oparciu o oceng
poziomu biatka Hsp70/72, nie stwierdzitam uszkodzenia neuronéw w prazkowiu myszy z T2DM.
Wyniki iloSciowej oceny subpopulacji interneuronéw GABA-ergicznych w prazkowiu wykazaly
indukowany wiekiem spadek ggstosci interneuronéw zawierajacych parwalbuming (PV)
(poréwnanie dotyczyto 2-miesiecznych i 14-miesigcznych myszy SD, p=0,0213). Innym skutkiem
starzenia si¢ bylo zmniejszenie $redniej objgtosci interneuronéw PV+ (poréwnano 2-miesieczne i
14-miesieczne myszy SD, p=0,0274). Nie stwierdzitam dodatkowego wptywu T2DM na
ktérykolwiek z tych parametréw.
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W celu wykrycia potencjalnej indukcji odpowiedzi zapalnej, dokonatam analizy ilo$ciowe]
komoérek mikrogleju zawierajacych Iba-1+ oraz reaktywnych astrocytéw znakowanych GFAP+ w
prazkowiu. Wyniki ujawnily wywotany wiekiem wzrost gestosci komorek Iba-1+ w tej strukturze
mézgowia (poréwnanie 2-miesiecznych i 14-miesiecznych myszy SD, p<0,0001; oraz poréwnanie
2-miesiecznych myszy SD i 14-miesigcznych myszy HFD, p<0,0001). Wykazatam réwniez
zwigzany z wiekiem wzrost $redniej objetosci komoérek Iba-1+ (p<0,0001). Podobnie jak w
przypadku mikrogleju, u 14-miesigcznych myszy karmionych SD odnotowatam wzrost gestosci
astrocytow GFAP+ w poréwnaniu do mtodych osobnikéw (p=0,0002). Powyzsze obserwacje
dotycza starzenia si¢. Nie zaobserwowatam wptywu T2DM na zadng z badanych populacji
komérek neurogleju.

W celu zbadania wpltywu T2DM na lini¢ oligodendrocytdéw, najpierw oszacowano liczbe komorek,
w ktérych dochodzi do ekspresji czynnika transkrypcyjnego Olig2, a wiec komorek bedacych w
fazie dojrzewania. W przebiegu procesu starzenia zaobserwowatam zmniejszenie gestosci komorek
Olig2+ w prazkowiu (poréwnanie 2-miesiecznych myszy SD i 14-miesiecznych SD, p<0,0001;
oraz 2-miesiecznych myszy SD i 14-miesigcznych HFD, p<0,0001), jednak T2DM nie miata
dodatkowego wplywu na ten parametr. Swiadczy to o zmniejszeniu liczebno$ci tej linii
oligodendrocytéw wraz z wiekiem. Dodatkowo, u 14-miesiecznych myszy karmionych SD
wykazatam redukcje o potowe liczby komoérek Olig2/PCNA+ (PCNA jest markerem
proliferujacych komorek) w stosunku do catkowitej populacji komorek Olig+ w prazkowiu
(p=0,0065). T2DM nie miata dodatkowego wplywu na liczebno$¢ tej populacji komorek.
Nastepnie oszacowaliSmy gesto$¢ niedojrzatych komorek oligodendrogleju, ktore zawieraly
receptor GPR17 (marker komorek prekursorowych, az do stadium niedojrzatych
oligodendrocytéw), a takze ggstos¢ bardziej zrdéznicowanych oligodendrocytow zawierajacych
GSTr. Wyniki wykazaty spadek gestosci komorek GPR17+ w prazkowiu 14-miesigcznych myszy
SD w poréwnaniu z 2-miesigcznymi myszami karmionymi ta samg dieta (p=0,0002). T2DM
cze$ciowo zahamowata ten efekt (poréwnanie 14-miesigcznych myszy SD i 14-miesigcznych
myszy HFD, p=0,036). Ocena gestosci komorek GSTn+ wykazata ich spadek wraz z wiekiem
(poréwnanie 2-miesiecznych myszy SD i 14-miesi¢cznych myszy SD, p=0,0136). Nie stwierdzitam
wplywu T2DM na te populacje komorek.

W publikacji nr 4 zamiescitam rowniez wyniki badan nad wplywem dwoch lekow
przeciwcukrzycowych: inhibitora DPP-4 linagliptyny (podawanej w pokarmie, ok. 5-7 mg/kg
mc/dzien, przez 3 miesiace) oraz pochodnej sulfonylomocznika glimepirydu (podawanego w
pokarmie, ok. 2-4 mg/kg m.c./dzien, przez 3 miesigce) na wywotane przez T2DM zmiany w
uktadzie nigrostriatalnym. Wyniki wykazaty, Ze ani linagliptyna, ani glimepiryd nie miaty wptywu
na catkowity poziom DA w prazkowiu. Jednakze obecno$¢ istotnej statystycznie interakcji
pomigdzy lekiem a czasem po stymulacji amfetaming (p=0,0015) w dwuczynnikowej analizie
wariancji (ang.: two-way ANOVA) sugerowata, ze uwalnianie DA w czasie roznito si¢ pomi¢dzy
grupami. Dalsza analiza ujawnila, ze oba zastosowane leki przeciwcukrzycowe zapobiegaja
spadkowi uwalniania DA u starzejacych si¢ myszy z T2DM (p<0,0001).

Linagliptyna nie miata wptywu ani na ggsto§¢ komorek PV+, ani na ich $rednig objetosc. Po
zastosowaniu glimepirydu zaobserwowano natomiast dalszy spadek objetosci komoérek tej
populacji w prazkowiu (poréwnanie 14-miesi¢cznych myszy HFD i 14-miesi¢cznych myszy HFD,
ktore otrzymaly glimepiryd, p=0,013). Zaden z zastosowanych lekow nie miat wptywu na gestos¢
komorek mikrogleju, ale w grupie ktora otrzymata linagliptyne zaobserwowatam spadek $rednie;j
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objetosci tych komorek (poréwnanie 14-miesigcznych myszy HFD i 14-miesi¢cznych myszy HFD,
ktore otrzymaty linagliptyng, p=0,0126). Efekt ten nie wystgpowat w przypadku glimepirydu. Po
zastosowaniu linagliptyny, ale nie glimepirydu, doszto rowniez do redukcji gestosci astrocytow
GFAP+ w prazkowiu (p=0,033). Linagliptyna nie miata wptywu na catkowita liczbe komorek
Olig2+, ale u myszy HFD ktére ja otrzymaly zaobserwowano zwigkszenie frakcji komorek
Olig2/PCNA+ (p=0,0476), co sugeruje ze zastosowanie tego inhibitora DPP-4 cze$ciowo
przywrdcito zdolnos¢ tych komoérek do proliferacji. Glimepiryd wywotat wzrost catkowitej liczby
komérek Olig2+ (p<0,0001), ale nie wywolal wzrostu odsetka komorek proliferujacych
(p=0,4253). Inhibitor DPP-4 wywotal wzrost gestosci zard6wno komoérek GPR17+ (p=0,0017), jak i
GSTn+ (p=0,0478) w prazkowiu myszy HFD, podczas gdy w przypadku glimepirydu nie
odnotowano istotnych réznic w gestosci obu tych populacji komorkowych w porownaniu z grupa
otrzymujaca tylko HFD.

WNIOSEK

W pracy wykazano, ze T2DM prowadzi do spadku zewnatrzkomérkowego stezenia DA w
prazkowiu, a takze istotnego uposledzenia uwalniania tego neuroprzekaznika z zakonczen
aksonalnych po stymulacji amfetaming. Sugeruje to niekorzystny wplyw T2DM na regulacje
funkcji motorycznych. Wyjasnienie roli T2DM we wczesnym stadium zaburzen ruchowych
zwigzanych ze zmianami w ukladzie nigrostriatalnym wymaga dalszych badan.

ZaobserwowaliSmy rowniez zwiazane ze starzeniem, chociaz niezalezne od T2DM czy zmian
poziomu DA w prazkowiu, zmiany w neuronach i komérkach glejowych. Zmianom w obrebie
neurogleju mozna przeciwdzialaé stosujac linagliptyne, a w mniejszym stopniu réwniez
glimepiryd.

POSUMOWANIE

1) T2DM, zaréwno o podtozu genetycznym jak i wywotana przyjmowaniem diety prowadzacej
do otylosci, wptywa negatywnie na funkcje wechowe prowadzac do zaburzenia zdolnoS$ci
wykrywania zapachow, uczenia si¢ opartego o bodzce zapachowe, a takze pamigci wechowe;.
Zmiany te pojawiaja si¢ szybciej w przypadku tzw. ,,diety zachodniej” (WD) niz diety bogatej
w thuszcze (HFD). T2DM prowadzi réwniez do uposledzenia mechanizmow
neuroplastyczno$ci w uktadzie wechowym (zaréwno w opuszce wechowej, jak i korze
gruszkowatej), a wraz z wiekiem u osobnikow z T2DM pojawiaja si¢ zmiany patologiczne w
GABA-ergicznych interneuronach kory gruszkowate;.

2) T2DM wywotana przez dtugotrwale przyjmowanie HFD nie ma wptywu na calkowite st¢zenie
dopaminy w uktadzie nigrostriatalnym. Wywotuje ona natomiast uposledzenie jej uwalniania
do przestrzeni synaptycznej, a w konsekwencji spadek zewngtrzkomorkowego stezenia tego
neuroprzekaznika w prazkowiu, co moze ttumaczy¢é wystgpowanie zaburzen motorycznych u
0s6b z T2DM.

3) a) Zastosowanie analogéw GLP-1 ogranicza pojawianie si¢ zmian patologicznych w GABA-

ergicznych interneuronach kory gruszkowatej u szczuréw z T2DM w trakcie starzenia sig.
b) Inhibitory DPP-4 nie majg wplywu na funkcje wechowe, jednak ich zastosowanie poprawia
uposledzone przez T2DM mechanizmy neuroplastycznosci w uktadzie wechowym. Regulacja
poziomu glikemii w wyniku dziatania inhibitora DPP-4 linagliptyny (ale rowniez pochodnej
sulfonylomocznika, glimaperidu) normalizuje uposledzone przez T2DM uwalnianie dopaminy
w prazkowiu. Wplywa rowniez pozytywnie na zmiany zachodzace z wiekiem w komoérkach
neurogleju w ukladzie wechowym.
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ZNACZENIE I POTENCJALNE WYKORZYSTANIE UZYSKANYCH WYNIKOW

e Uzyskane wyniki dotyczace negatywnego wpltywu T2DM na pami¢é wechowa stanowia
mocne przestanki do wykorzystania oceny tego parametru w przysztych badaniach klinicznych
jako wskaznika prognostycznego pogorszenia funkcji poznawczych u oséb z T2DM.

e Odkryte przez nas uposledzenie mechanizmow neuroplastycznosci w uktadzie wechowym
moze mie¢ kluczowe znaczenie dla lepszego zrozumienia wplywu T2DM na percepcje
bodzcoéw wechowych, jak réwniez wzajemnych zalezno$ci pomiedzy uszkodzeniem uktadu
wechowego a pogorszeniem pamieci i funkcji poznawczych u diabetykow.

e Przedstawione wyniki badan poszerzaja stan naszej wiedzy na temat mechanizméw lezacych u
podstaw korzystnego dziatania inhibitorow DPP-4 na OUN w T2DM. Wiedza ta moze zostac
wykorzystana do opracowania terapii prewencyjnych przeciwko uposledzeniu funkcji
poznawczych u pacjentéw z T2DM.

e Woczesne pojawienie si¢ deficytéw wechowych wywotanych przez WD, jesli zostanie
potwierdzone u ludzi, bedzie mozna wzig¢ pod uwage przy opracowywaniu protokotéw badan
przesiewowych oceniajacych wystepowanie deficytow wechowych u ludzi z otytoscig i T2DM.
W dalszej perspektywie moze to pozwoli¢ na wdrozenie dziatan majacych na celu
przeciwdzialanie pojawieniu si¢ zaburzen pamieci 1 uposledzeniu funkcji poznawczych w tej
grupie pacjentow.

e Regulacja glikemii moze normalizowa¢ upo$ledzone przez T2DM uwalnianie dopaminy w
prazkowiu. Chociaz wymaga to potwierdzenia w toku dalszych badan, uzyskane wyniki
sugeruja iz zwigkszona produkcja insuliny per se, badz tez bedaca jej konsekwencja
zmniejszona glukotoksycznos¢é, moze zapobiega¢ lub opoéznia¢ pojawienie si¢ zaburzen
motorycznych zwigzanych z dysfunkcja uktadu nigrostriatalnego u pacjentéw z T2DM.

e Inhibitory DPP-4 moga normalizowa¢ pojawiajace si¢ wraz z wiekiem zmiany w komoérkach
glejowych, a dzigki temu wykazywa¢ wlasciwosci opdzniajace procesy starzenia sig.
Wiasciwos$ci te moglyby zostaé wykorzystane w leczeniu zaburzen motorycznych zwigzanych
ze starzeniem sig.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywno$cia naukowg realizowana w wiecej
niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegé6lnosci
zagranicznej

W trakcie mojej kariery zawodowej prowadzitam badania naukowe w trzech osrodkach:

A) Krajowym Osrodku ds. Grypy w Panstwowym Zaktadzie Higieny" (2005)

B) Zaktadzie Anatomii i Neurobiologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego (2005-2014,
2021-do chwili obecnej)

C) Department of Clinical Science and Education w Karolinska Institutet (2014-2020)

A) KRAJOWY OSRODEK DS. GRYPY, PANSTWOWY ZAKEAD HIGIENY,
WARSZAWA

W roku 2005 zostalam oddelegowana do pracy w Krajowym Osrodku ds. Grypy w
Panstwowym Zaktadzie Higieny, kierowanym przez prof. dr hab. Lidi¢ B. Brydak.

* 0d 2021 roku Narodowy Instytut Zdrowia Publicznego — Panstwowy Instytut Badawczy
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Do gtéwnych zadan tego osrodka referencyjnego Swiatowej Organizacji Zdrowia nalezy nadzor
epidemiologiczny i wirusologiczny nad grypa w naszym kraju, a takze szerzenie wiedzy w
spoteczenstwie w zakresie profilaktyki przeciwko grypie. Do moich obowiazkéw nalezato:

» wykonywanie testow diagnostycznych w kierunku obecnych sezonowo szczepéw wirusa
grypy oraz innych wiruséw oddechowych, a takze kontrola jakos$ci wypuszczanych na rynek
szczepionek

» prowadzenie szkolen dla personelu stacji sanitarno-epidemiologicznych z zakresu metod
diagnostyki wirusa grypy

» wdrozenie zintegrowanego systemu nadzoru wirusologicznego i epidemiologicznego nad
grypa: SENTINEL (https://sentinel.pzh.gov.pl) w naszym kraju

Rezultatem mojej pracy w tym osrodku jest wspodtautorstwo w 2 publikacjach: podsumowujace;j

pierwszy sezon funkcjonowania systemu SENTINEL w naszym kraju oraz pracy kazuistycznej

opisujacej diagnostyke w kierunku wirusa grypy u pacjenta z podejrzeniem biataczki:

e Brydak L.B., Lietzau G., Machata M. (2005) Diagnostyka wirusowych infekcji oddechowych
u pacjentdw hospitalizowanych i pacjentdéw leczonych ambulatoryjnie objetych programem

SENTINEL w sezonie 2004/05 w Polsce, Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej, vol.
114(4):958-967 (MEIN 5)

e Brydak L.B., Gawryluk D., Lietzau G., Wiatr E., Machala M. (2006) Diagnostyka grypy u
pacjenta z podejrzeniem biataczki, Polski Merkuriusz Lekarski, vol. 20(117):341-344 (MEIiN 5)

Ostatnia w wymieniowych prac powstata przy wspélpracy z zespotem prof. dr hab. n. med.
Elzbiety Wiatr z III Kliniki Choréb Pluc — Instytutu Gruzlicy i Choréb Pluc, w Warszawie.

B) ZAKEAD ANATOMII I NEUROBIOLOGII, WYDZIAE. LEKARSKI, GDANSKI
UNIWERSYTET MEDYCZNY, GDANSK

W listopadzie 2005 rozpoczetam prace na Wydziale Lekarskim Gdanskiego Uniwersytetu

Medycznego (6wczesnej Akademii Medycznej), w Zakladzie Anatomii i Neurobiologii

kierowanym przez prof. dr hab. n. med. Janusza Morysia. Gléwne obszary moich zainteresowan w

ramach prowadzonej dziatalno$ci naukowe;j to:

L. Mechanizmy $mierci komérkowej oraz rola gleju w ostrej fazie udaru mézgu ™
(3 publikacje)

II.  Neuroprotekcyjne dzialanie statyn™ oraz inhibitoréw kinaz tyrozynowych w udarze
niedokrwiennym mézgu (1 monografia naukowa, 1 publikacja)

III. Rola ukladu zylnego w osrodkowym ukladzie nerwowym oraz regulacja mézgowego
przeplywu krwi w warunkach fizjologicznych i patofizjologicznych™ (2 publikacje)

IV. Wplyw stresu na uklad limbiczny w trakcie starzenia si¢” (2 publikacje)

V. Neuroplastyczno$é, jej mechanizmy w strukturach korowo-zaleznych™ i ukladzie
nagrody, oraz wplyw uzalezniajacych substancji psychoaktywnych (4 publikacje)

VI. Jednostka nerwowo-naczyniowa — jej struktura i funkcje w warunkach fizjologicznych
oraz patologicznych™, a takie jako potencjalne Zrédlo biomarkeréw udaru mézgu
(3 publikacje)

Opisany ponizej dorobek naukowy powstat przy wspéltpracy krajowej i migdzynarodowej z:
Zaktadem Neuroanestezjologii GUMed (prof. dr hab. n. med. Zbigniew Karwacki)
Katedrg i Zakladem Farmakologii GUMed (prof. dr hab. n. med. Ivan Koci¢)

Instytutem Nauk o Zdrowiu, Akademia Pomorska w Stupsku (dr n. med. Monika Waskow)
AB Science, SA, Francja (prof. Olivier Hermine, dr Patrice Dubreuil)
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I. Mechanizmy $mierci komérkowej oraz rola gleju w ostrej fazie udaru mézgu

Jednym z projektow, nad ktérymi pracowalam pod kierunkiem dr hab. n. med.
Przemystawa Kowianskiego byly mechanizmy programowanej $mierci komorkowej (ang.:
programmed cel death, [PCD]) w udarze niedokrwiennym mézgu. Zainteresowato nas zagadnienie
wrazliwo$ci na niedokrwienie zroznicowanych pod wzgledem filogenetycznym i morfologicznym
rejonow mozgowia: kory nowej, kory starej (do ktorej zalicza si¢ sektory CA1 i CA2 hipokampa),
a takze prazkowia oraz aktywacja w ich obrebie odmiennych, ewolucyjnie odlegtych szlakéw PCD
(tj. kaspazo-niezaleznego, z udziatem biatka AIF oraz kaspazo-zaleznego, w ktérym dochodzi do
aktywacji kaspaz 3, 8 1 9). W ostrej fazie udaru niedokrwiennego (1 godz. reperfuzji po 1 godz.
zamkniecia t. §rodkowej mozgu), w korze nowej wykazaliSmy aktywacje wylacznie szlaku
kaspazo-zaleznego. W badanych sektorach hipokampa i prazkowiu doszio do aktywacji obu
szlakow, jednak w tym ostatnim nie stwierdziliSmy aktywacji szlaku zewnatrzkomérkowego (z
udziatem kaspazy 3 i 8) w tak wczesnej fazie udaru. Na podstawie uzyskanych wynikow
sformutowalismy wiosek, ze w strukturach OUN ksztattujacych si¢ na roznych etapach rozwoju
ewolucyjnego wystepuja procesy $mierci komorkowej z udziatem filogenetycznie odmiennych
mechanizméw.

W naszych badaniach wykorzystalismy jeden z najczg$ciej stosowanych zwierzecych modeli
doswiadczalnych udaru niedokrwiennego moézgu polegajacy na czasowym zamknigciu tetnicy
srodkowej moézgu przy pomocy monofilamentowej nici chirurgicznej (ang.: Middle Cerebral
Artery Occlusion [MCAO], intrafilament technique). Ten najczgsciej stosowany w badaniach nad
neuroprotekcja w udarze niedokrwiennym moézgu model [101] charakteryzuje mata inwazyjnosé
(nie wymaga kraniotomii), wysoka powtarzalno$¢ (najmniejsza zmienno$¢ w zakresie wielkoS$ci
obszaru niedokrwienia wykazuja, wykorzystane réwniez w naszych badaniach, szczury rasy
Wistar), mozliwo$¢ precyzyjnej kontroli nad czasem trwania niedokrwienia i reperfuzja, a
procedura jego wykonania jest stosukowo prosta i niezbyt czasochtonna. Model ten uwaza si¢ za
odpowiedni do odtworzenia warunkéw udaru niedokrwiennego w zakresie unaczynienia tetnicy
srodkowej mdzgu oraz bedacej jego nastepstwem Smierci komorkowej, proceséw zapalnych i
uszkodzenia bariery krew-mozg. Jego zastosowanie daje rowniez dobre wyniki w testach
behawioralnych [102]. Ograniczeniem tego modelu do$wiadczalnego jest duzy obszar
niedokrwienia, ryzyko perforacji naczynia przy wprowadzaniu nici co moze prowadzi¢ do
krwawienia podpajeczynowkowego, a takze czesta hipertermia wynikajaca z przypadkowego
uszkodzenia podwzgérza [102].

Zardéwno ten, jak i pozostate modele udaru mozgu posiadaja wady i zalety, ktore nalezy wzia¢ pod
uwage planujac badania. Nasze doswiadczenia w tym zakresie zawarliSmy w pracy pogladowej, w
ktérej przedstawiliSmy ogdlng charakterystyke zwierzecych modeli do$wiadczalnych procesu
niedokrwiennego mozgowia oraz czynniki majgce wptyw na wyniki badan z zastosowaniem tych

* Powszechnie stosowane terminy: ,,choroby naczyniowe mézgu” i ,,udar mézgu” z punktu widzenia
anatomicznego sa nieprecyzyjne, poniewaz zaburzenia krazenia moga wystapi¢ rowniez w obrebie mézdzku
i pnia mézgowia, a nie tylko w samym mozgu obejmujacym struktury kresomoédzgowia i migdzymoédzgowia
(podzial akceptowany przez Polskie Towarzystwo Anatomiczne). Jednak w piSmiennictwie naukowym, a
zwlaszcza klinicznym do$¢ powszechne jest zamienne stosowanie nazw mozg i mézgowie w odniesieniu do
wspomnianych trzech czgsci OUN. W zastosowanym w moich badaniach modelu udaru dochodzi do
zamknigcia tgtnicy $rodkowej mozgu, wigc de facto niedokrwienia w obrgbie mozgu, dlatego tez
zdecydowatam si¢ na uzycie tego terminu.

** Tematy badawcze realizowane przed doktoratem
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modeli, podsumowali$my przyczyny rozbieznosci obserwowanych migdzy badaniami
doswiadczanymi i klinicznymi, a takze przedstawiliSmy sugestie czym si¢ kierowac przy doborze
modelu doswiadczalnego do badan.

Kolejnym obszarem moich zainteresowan przed uzyskaniem stopnia doktora byla astroglioza w
przebiegu udaru niedokrwiennego moézgowia, a zwlaszcza pochodzenie indukowanych przez ten
proces patologiczny reaktywnych, proliferujacych komorek glejowych, ktore nie zostalo
ostatecznie wyjasnione. Potencjalnymi kandydatami byly glejowe komorki progenitorowe oraz
komorki podlegajace procesowi odroznicowania (powrotu do stanu niezréznicowanego). Czynnik
transkrypcyjny Pax6 jest markerem tego procesu w astrocytach. Celem badan, w ktérych bratam
udziat byla ocena dynamiki odpowiedzi morfologicznej i proliferacyjnej astrogleju w ostrej i
przewlektlej fazie udaru niedokrwiennego mézgu (do 6 tygodni). Silng reaktywnos$¢ astrocytéw, a
takze zdolnos¢ do odroznicowania wyrazong jako wzrost liczby komoérek GFAP/Pax6+ oraz ich
hipertrofi¢, odnotowalismy w korze mozgu i prazkowiu juz 24 h po wywolaniu niedokrwienia.
Ciekawg obserwacja byt spadek gestosci podwojnie wyznakowanych komoérek GFAP/Pax6+ wraz
ze wzrostem odleglosci od centrum ogniska niedokrwiennego. Maksymalne nasilenie reakcji
astrogleju bylo obecne w pierwszym tygodniu po udarze. Zgodnie z oczekiwaniami, hypertrofia
oraz proliferacja astrogleju byty bardziej nasilone w prazkowiu niz w korze moézgu.

Wyniki badan oraz zestawienie stosowanych w badaniach doswiadczalnych modeli udaru
niedokrwiennego mézgu opublikowano:

e Lietzau G., Kowianski P., Karwacki Z., Dziewigtkowski J., Witkowska M., Sidor-Kaczmarek J., Mory$
J. (2009) The molecular mechanisms of cell death in the course of transient ischemia are differentiated in
evolutionary distinguished brain structures. Metabolic brain disease, vol. 24(3):507-523;
DOI: 10.1007/s11011-009-9149-2 (IF 1,959; MEiN 20)

o Kowianski P., Lietzau G., Dziewiatkowski J., Mory$ J. (2009) Doswiadczalne modele zwierzece udaru
niedokrwiennego mézgowia, Interdisciplinary problems of stroke, vol. 11(2):70-79 (MEiN 2)

e Steliga A., Waskow M., Karwacki Z., Wéjcik S., Lietzau G., Klejbor I., Kowianski P., (2013)
Transcription factor Pax6 is expressed by astroglia after transient brain ischemia in the rat model. Folia
neuropathologica, vol. 51(3):203-213; DOI: 10.5114/fn.2013.37704 (IF 1,667; MEIiN 15)

II. Neuroprotekcyjne dzialanie statyn oraz inhibitoré6w kinaz tyrozynowych w udarze
niedokrwiennym mozgu

Wobec braku w peini skutecznej metody leczenia udaru niedokrwiennego moézgu, w
dalszym ciggu opracowywane sg nowe strategie terapeutyczne, ktorych skutecznos¢ weryfikuje si¢
w pierwszej kolejnosci w badaniach na zwierzgtach. Przedmiotem prowadzonych przeze mnie
badan w ramach pracy doktorskiej, byla ocena neuroprotekcyjnego dziatania statyn w warunkach
nieodwracalnego niedokrwienia moézgowia spowodowanego zamknigciem tetnicy Srodkowej
mozgu (MCAO) u szczura. Opublikowane w rozprawie doktorskiej rezultaty badan wykazaty, ze
simwastatyna stosowana dotychczas w leczeniu dislipidemii, podawana szczurom doustnie w
dawce 20 mg/kg mc przez 3 dni przed wywotaniem niedokrwienia powodowata istotne
zmniejszenie objetosci obszaru ogniska niedokrwiennego. W pierwszej dobie po MCAO obszar ten
stanowil 12,1£5% calego moézgu w grupie zwierzat, ktorym podawano lek, w poréwnaniu z
24.349.4% u szczurdow otrzymujacych sol fizjologiczng. Redukcji obszaru niedokrwienia
towarzyszyta poprawa funkcji neurologicznych, ktore badano 3, 6, 16 i 24 godziny po zabiegu.
Odsetek zwierzat prezentujgcych cigzkie zaburzenia funkcji motorycznych (3. stopien w skali
Bedersona) wynosit w kolejnych godzinach odpowiednio 66, 61, 73 1 57%. W grupie otrzymujacej
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lek, odsetek zwierzat z takimi zaburzeniami wynosit odpowiednio: 17, 20, 15 i 29%. Uzyskane
wyniki sugerujg neuroprotekcyjne dziatanie statyn u pacjentdéw z zaburzeniami gospodarki
lipidowe;j, u ktorych wystepuje udar niedokrwienny mézgu.

Badania z wykorzystaniem modelu MCAO udaru niedokrwiennego mozgu kontynuowatam
rowniez po uzyskaniu doktoratu. Model ten zastosowali§my do badania wptywu inhibitorow kinaz
tyrozynowaych na wielko$¢ ogniska niedokrwiennego i deficyty neurologiczne w ostrej fazie udaru
moézgu. Prace badawcze prowadzono we wspotpracy z Katedra i Zakladem Farmakologii GUMed
pod kierunkiem prof. Ivana Kocica. Zastosowana substancja, masytinib, blokuje wybiérczo
stosunkowo niewielka liczbe receptorow (m.in. receptor c-Kit, PDGFR, Lyn oraz kinazy
ogniskowo-adhezyjnej). Dlatego tez uwaza si¢ jg za jeden z najbezpieczniejszych preparatow z tej
grupy. Jednak jak dotad nie zostal on dopuszczony do stosowania u ludzi i jest wykorzystywany
wylacznie w onkologii weterynaryjnej (w leczeniu nieoperacyjnych guzéw komorek
thuszczowych). Wyniki badan pokazaty, ze podawany szczurom z MCAO masytinib w monoterapii
(25 mg/kg lub 100 mg/kg mc, dwa razy dziennie przez 7 dni) istotnie zmniejsza wielko$¢ ogniska
niedokrwiennego w sposob zalezny od dawki. Najsilniejszy efekt neuroprotekcyjny odnotowalismy
w grupach doswiadczalnych, ktore otrzymaly masytinib w kombinacji z rekombinowanym
tkankowym aktywatorem plazminogenu (ang.: recombinant tissue plasminogen activator, [rt-PA];
podawany dozylnie w dawce 10 mg/kg mc). Wyniki badan behawioralnych pokazatly, ze masytinib
stosowany zaréwno w monoterapii jak i w kombinacji z rt-PA zmniejsza nasilenie neurologicznych
objawéw udaru. Jednak niewskazane jest stosowanie tego inhibitora w wysokich dawkach ze
wzgledu na obserwowane w naszych badaniach dzialania niepozadane. Neuroprotekcyjne dziatanie
masytinibu prawdopodobnie jest zwigzane z ochrong bariery krew-moézg przed dezintegracja w
obecnosci rt-PA. Jednak szczegdtowe mechanizmy dziatania tej substancji w udarze sg nieznane.
Uzyskane przez nas wyniki uzasadniajag dalsze badania nad potencjalnym zastosowaniem
inhibitoréw kinaz tyrozynowaych w terapii udaru niedokrwiennego mézgu.

Wyniki badan opublikowano:

e Koci¢ I, Kowianski P., Rusiecka 1., Lietzau G., Mansfield C., Moussy A., Hermine O.,
Dubreuil P. (2015) Neuroprotective effect of masitinib in rats with postischemic stroke.
Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, vol. 388(1):79-86; DOI: 10.1007/s00210-014-1061-6
(IF 2,376; MEIN 25)

Mo¢j wktad w badania nad udarem moézgu zostat doceniony w 2016 roku, gdy wraz z pozostatymi
cztonkami zespotu, zostatam laureatka nagrody zespotowej Il-stopnia przyznanej przez Rektora
GUMed za badania nad poprawg skutecznosci terapii fibrynolitycznej w do$§wiadczalnym udarze
mozgu.

III. Rola ukladu Zylnego w osrodkowym ukladzie nerwowym oraz regulacja mézgowego
przeplywu krwi w warunkach fizjologicznych i patofizjologicznych

Okazja do poszerzenia wiedzy na temat ukladu naczyniowego moézgowia, z ktérym
zwigzana byla tematyka mojej rozprawy doktorskiej, stat si¢ dla mnie udzial w przygotowaniu 2
prac pogladowych. Pierwsza z prac dotyczy budowy i roli uktadu zylnego w OUN. Pomimo, iz
naczynia zylne stanowig 45% uktadu naczyniowego moézgowia nadal sa one najstabiej poznang
jego czescia. W pracy przedstawiono obowigzujace podziaty morfologiczne i funkcjonalne uktadu
zylnego mozgowia oraz jego charakterystyke w roznych jego obszarach, podkre§lono istotng role
zespolen naczyniowych w uktadzie zylnym oraz jego rol¢ w autoregulacji mozgowego przeplywu
krwi, a takze udzial w przebiegu wybranych proceséw patologicznych (powstawanie malformacji
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naczyniowych, rozwdj choréb autoimmunologicznych i neurodegeneracyjnych). Nalezy zatozy¢, iz
rola uktadu zylnego w regulacji przeptywu krwi oraz procesach patologicznych w OUN jest
znacznie wigksza niz do tej pory sadzono.

Druga publikacja przedstawia podsumowanie aktualnych pogladéw na temat morfologicznych i
czynnos$ciowych podstaw regulacji mézgowego przeptywu krwi. Temat ten jest istotny z uwagi na
fakt, iz choroby naczyniowe OUN stanowia jedna z gléwnych przyczyn zgonow i najczestszych
przyczyn niepetnosprawno$ci we wspotczesnym $§wiecie. W pracy oméwione zostaty uklady
naczyniowe mozgowia (tj. uktad naczyn tetniczych, zylnych i wlosowatych), unerwienie naczyn
moézgowych, a takze wpltyw réznych czynnikéw (metabolicznych, miogennych, neurogennych oraz
fizycznych) na regulacje moézgowego przeptywu krwi. Dodatkowo, przedyskutowano
konsekwencje zmian wynikajacych z nieprawidlowego funkcjonowania tych mechanizméw w
warunkach patologicznych. Podkreslono rowniez istotne znaczenie dla utrzymania prawidlowe;j
wielkosci przeptywu moézgowego zintegrowanego wspotdziatania struktur tworzacych tzw.
jednostke nerwowo-naczyniowa (ang.: neurovascular unit, [NVU]) tj. neurondw, neurogleju oraz
elementow $ciany naczyniowej. W konsekwencji, regulacja mézgowego przepltywu krwi jest
ztozonym procesem, na ktory ma wplyw wiele czynnikow poczawszy od elementow
morfologicznych tkanki nerwowej, a skoniczywszy na czynnikach metabolicznych, miogennych,
fizycznych i neurogennych, ktorych Sciste wspotdziatanie decyduje o jego ostatecznym ksztalcie.

Prace pogladowe:

e Kowianski P., Lietzau G., Morys$ J. (2010) Budowa i funkcje uktadu zylnego w o$rodkowym uktadzie
nerwowym. Interdisciplinary problems of stroke, vol. 12(1-2):36-41 (MEIN 2)

o Kowianski P., Lietzau G., Karwacki Z., Steliga A., Morys J. (2013) Uwarunkowania morfologiczne i
czynnosciowe regulacji moézgowego przeptywu krwi. Forum Medycyny Rodzinnej, vol. 7(6):59-70
(MEIN 4)

IV. Wplyw stresu na uklad limbiczny w trakcie starzenia si¢

Inny projekt, w ktory bytam zaangazowana w trakcie pracy w GUMed dotyczyt zmian w
uktadzie limbicznym wywotanych przez ostry i przewlekly stres o umiarkowanym nasileniu u
osobnikow w réznym wieku. Badania byly prowadzone pod kierunkiem dr Ewy Badowskiej-
Szalewskiej. Do indukcji stresu o charakterze ostrym i przewlektym u 1-miesi¢cznych (P28) i 12-
miesi¢cznych (P360) szczurow rasy Wistar wykorzystano dwa testy behawioralne: otwartego pola i
wymuszonego plywania, ktore zastosowano w jednym z dwoch wariantéw: 1) jeden raz, przez 15
min. (stres ostry) lub 2) 15 min. dziennie, przez 21 dni (stres przewlekly). Wykorzystujac metode
IHC oraz mikroskopii konfokalnej, badaliSmy wywotane stresem zmiany w zawartosci interleukiny
IL-1B w sektorach CA1l, CA3 oraz zakrecie zgbatym hipokampa, a takze przysrodkowej (CeA) i
centralnej (MeA) czg$ci ciata migdatowatego. Wyniki pokazaty, ze zar6wno w grupie kontrolnej
(zwierzeta w tym samym wieku, nie biorgce udzialu w testach behawioralnych), jak i po
zastosowaniu bodzcow stresowych, we wszystkich badanych obszarach OUN, wigksza liczba
komérek IL-1B+ byla obecna w osobnikow P360 w poréwnaniu z P28. Ekspozycja zarowno na
ostry jak 1 przewlekly stres szczurow z grupy P28 nie miata wplywu na gestosé
immunoreaktywnych komoérek w CeA. W tej grupie wiekowej odnotowaliSmy natomiast
umiarkowany wzrost IL-1B+ komoérek w MeA, CA1l, CA3 i zakrgcie zebatym hipokampa. W
zadnym z badanych rejonéw mozgowia, nie zaobserwowaliSmy istotnych rdéznic w gestosci
komérek IL-1p+ w zalezno$ci od rodzaju zastosowanego bodzca stresowego 1 czestotliwosci jego
stosowania (stres ostry i przewlekly). W grupie P360, w Zzadnym z badanych rejonéw mdzgowia
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nie wykryliSmy istotnych zmian w liczbie komoérek IL-1p+ w poréwnaniu z grupg kontrolng. Brak
bylo rowniez roznic w zawartosci tej cytokiny prozapalnej w badanych strukturach uktadu
limbicznego miedzy grupami doswiadczalnymi, w ktorych zastosowano rézne bodzce stresowe czy
rodzaje stresu. Podsumowujac, wraz z wiekiem liczba komorek zawierajacych IL-13 wzrasta w
hipokampie i ciele migdatowatym, a stres (zaréwno ostry jak i przewlekly) wpltywa na poziom tej
cytokiny w uktadzie limbicznym tylko u osobnikéw mtodych.

Dalsze badania przy uzyciu techniki Western blot wykazaty, ze poziom biatka IL-13 w hipokampie
u osobnikdéw z grupy kontrolnej nie zmienia si¢ wraz z wiekiem, wzrasta natomiast liczba komorek
NeulN/IL-1B8+ w grupie wiekowej P360 w poréwnaniu z P28. Przewlekly stres wywotal wzrost
ekspresji IL-1B w hipokampie osobnikéw z obu grup wiekowych, ale liczba neuronéw
zawierajacych te cytoking wzrosta jedynie w grupie P360. Fakt ten sugeruje, ze u osobnikdéw
milodych stres wywoluje wzrost ekspresji tej cytokiny prozapalnej rowniez w innych niz neurony
populacjach komérek. Wigksza liczba neuronéw zawierajacych IL-1p moze wskazywaé na wazng
role tych komoérek w modulacji aktywnos$ci osi podwzgorze-przysadka-nadnercza u starzejgcych
si¢ osobnikdéw poddanych przewlektemu stresowi.

Przedstawione wyniki badan opublikowano w pracach:

e Badowska-Szalewska E., Klejbor 1., Sidor-Kaczmarek J., Cecot T., Lietzau G., Spodnik J.H., Morys J.
(2009) Stress-induced changes of interleukin-1 within the limbic system in the rat. Folia morphologica,
vol. 68(3):119-128 (MEIN 9)

e Badowska-Szalewska E., Ludkiewicz B., Sidor-Kaczmarek J., Lietzau G., Spodnik J.H., Swietlik D.,
Domaradzka-Pytel B., Morys$ J. (2013) Hippocampal interleukin-1p in the juvenile and middle-aged rat:
response to chronic forced swim or high-light open-field stress stimulation. Acta Neurobiologiae
Experimentalis, vol. 73:364-378 (IF 2,244; MEiN 15)

Tematyke wptywu, powszechnie wystepujacych w srodowisku naturalnym, bodzcow stresowych o
umiarkowanym natezeniu na ekspresje neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (ang.:
brain-derived neurotrophic factor, [BDNF]) w roznych stadiach ontogenezy podsumowaliSmy w
opublikowane;j ostatnio pracy pogladowe;:

e Badowska-Szalewska E., Lietzau G., Morys J., Kowianski P. (2021) Role of brain-derived neurotrophic

factor in shaping the behavioural response to environmental stressors. Folia morphologica. Aug 19;
80(3):487-50; DOI: 10.5603/FM.a2021.0079 (IF 1,183; MEiN 70)

BDNF bierze udziat w integracji aktywno$ci mozgowej, ktorej towarzyszy ksztalttowanie krétko- i
dlugoterminowej neuroplastycznosci strukturalnej i funkcjonalnej w OUN. Jedng z funkcji tego
czynnika neurotroficznego jest ksztalttowanie odpowiedzi na bodzce stresowe w postaci
precyzyjnie regulowanych reakcji behawioralnych z udziatlem uktadu limbicznego i
wewnatrzwydzielniczego, ktorym towarzyszy wzbudzenie osi podwzgérzowo-przysadkowo-
nadnerczowej. W pracy przedstawiono wptyw roznych czynnikdéw stresowych na poziom ekspres;ji
BDNF w kolejnych fazach rozwoju osobniczego. Wplyw ten zalezy migdzy innymi od rodzaju i
czasu dzialania stresora, odpornos$ci na stres, momentu detekcji, obszaru moézgu, a takze genotypu
osobniczego. Lepsze zrozumienie mechanizmow ksztattujacych reakcje stresowe, tacznie z rola
BDNF, moze przyczyni¢ si¢ do opracowania bardziej skutecznych strategii zapobiegania i leczenia
stresu oraz chorob z nim zwigzanych.
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V. Neuroplastycznosé, jej mechanizmy w strukturach korowo-zaleznych i ukladzie nagrody,
oraz wplyw uzalezniajacych substancji psychoaktywnych

Tematyka ktora mnie zainteresowata w pierwszych latach mojej pracy w GUMed, a
badania w jej zakresie prowadze do tej pory, sa procesy neuroplastycznosci. Jedng ze struktur, w
ktorej odgrywaja one wazna rolg jest przedmurze. Jest to jedna z mniej poznanych struktur w
OUN. Wyniki opublikowanych ostatnio badan sugeruja, ze ta cienka (1-2mm) warstwa istoty
szarej, lezaca miedzy torebka ostatniag a torebka zewnetrzng mozgu na granicy kory nowej
(neocortex) i kory dawnej (allocortex), bierze udziat w funkcjonowaniu $wiadomosci cztowieka
[103]. Badania nad ultrastrukturg synaptyczng przedmurza oraz polaczeniami mi¢dzy nim a korg
mézgu w ramach tzw. przedmurzowo-korowej petli neuronalnej prowadzil m.in. poprzedni
kierownik Zaktadu Anatomii i Neurobiologii GUMed prof. dr hab. n. med. Olgierd Narkiewicz.

Celem projektu, w ktorym bratam udziat byla charakterystyka GABA-ergicznych interneuronéw
hamujacych w przedmurzu szczura w pierwszych 4 miesigcach zycia. Informacje na temat
wspotwystepowania w trakcie rozwoju okreslonych markerow takich jak neuropetyd Y (NPY),
somatostatyna (SOM), wazoaktywny polipeptyd jelitowy (VIP), a takze biatek wigzacych wapn:
kalbindyny (CB), kalretyniny (CR) czy parwalbuminy (PV) w tej populacji komoérek moga rzucié¢
swiatto na ich pochodzenie i funkcje pelniona w tym rejonie mézgu. Analiza podwojnie
wybarwionych komorek przy uzyciu mikroskopii konfokalnej wykazata kolokalizacj¢ w neuronach
przedmurza: VIP i CR (bezposrednio po urodzeniu), a takze NPY i CB, CR i PV, SOM i CB (w
pozostatych grupach wiekowych). Uzyskane wyniki $wiadcza o zrdéznicowaniu populacji
interneuronéw GABA-ergicznych w przedmurzu pod wzgledem wystepowania neuropeptydéw i
biatek wigzacych wapn.

Kontynuacja badan prowadzonych w uktadzie limbicznym byt projekt, ktorego jednym z zatozen
byla ocena wptywu substancji psychoaktywnych: kofeiny i nikotyny (podawanych razem lub
osobno) na aktywacje neuronow w jadrze potlezacym (NAc), obszarze brzusznym nakrywki
(VTA), ciele migdalowatym (Amg), hipokampie (Hip), przysrodkowej czgsci kory przedczotowej
(mPfr), a takze grzbietowej czesci prazkowia (CdP) u dorostego szczura. Kofeine i/lub nikotyne
podawano zwierzetom (odpowiednio dootrzewnowo i podskdrnie), przez 5 dni. Oceny aktywacji
neuronéw dokonano w oparciu o wzrost ekspresji czynnikdéw transkrypcyjnych: fosforylowanej
formy biatka CREB (ang.: cAMP response element-binding protein) i AFosB przy uzyciu IHC. Po
podaniu nikotyny najwigkszy wzrost gestosci komorek pCREB+ odnotowaliSmy w NAc. Po
podaniu kofeiny najmniej komorek pCREB+ byto w mPfr i CdP. Jednoczesne podanie obu
psychostymulantow wywotalo spadek gestosci neuronéw zawierajacych ten czynnik
transkrypcyjny w NAc oraz wzrost w Amg. Najwigcej neuronow AFosB+ zaobserwowaliSmy w
Amg (po podaniu nikotyny) oraz w Hip (u zwierzat, ktére otrzymaly kofeing). Jednoczesna
stymulacja kofeing i nikotyna wywotata spadek liczby komorek AFosB+ w Amg i wzrost — w Hip.
Podsumowujac, aktywacja neurondw w uktadzie limbicznym zalezy od typu dziatajacego bodzca,
obszaru mozgu, a takze kontekstu funkcjonalnego. Aktywacja obu czynnikéw transkrypcyjnych
odpowiada za modyfikujace dziatanie kofeiny na zachowania zwigzane z zazywaniem nikotyny, co
nalezy wzia¢ pod uwage przy rzucaniu palenia.

Przedstawione wyniki badan opublikowano:

e Kowianski P., Dziewiatkowski J., Mory$ J.M., Majak K., W¢jcik S., Edelstein L.R., Lietzau G., Mory$
J. (2009) Colocalization of neuropeptides with calcium-binding proteins in the claustral interneurons
during postnatal development of the rat. Brain research bulletin, vol. 80(3):100-106;
DOI: 10.1016/j.brainresbull.2009.06.020 (IF 2,184; MEIiN 27)
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o Kowianski P., Lietzau G, Steliga A., Czuba E., Ludkiewicz B., Waskow M., Spodnik JH., Morys J.
(2018) Nicotine-induced CREB and DeltaFosB activity is modified by caffeine in the brain reward
system of the rat. Journal of Chemical Neuroanatomy, Mar;88:1-12; DOI: 10.1016/j.jchemneu.
2017.10.005 (IF 2,357; MEiN 20)

Jednym z ,,regulatoréw” plastyczno$ci w OUN jest BDNF. Do kluczowych funkcji tego jednego z
najpowszechniej wystepujacych czynnikéw neurotroficznych w mézgowiu ssakow zaliczy¢ nalezy
udziat w kontroli rozwoju neurondéw i komoérek glejowych, dziatanie neuroptotekcyjne, a takze
modulacje krotko- i dhlugotrwatych oddzialywan synaptycznych [104], ktére maja istotne znaczenie
w procesach poznawczych i pamigci. Rolg aktywnych biologicznie izoform biatka BDNF na
roznych etapach rozwoju ontogenetycznego, w réznych populacjach komoérek oraz przeglad
aktywowanych przez nie szlakéw sygnalizacyjnych w OUN w warunkach fizjologicznych i
patologicznych przedstawiliSmy w pracy przegladowej:

e Kowianski P., Lietzau G, Czuba E., Waskow M., Steliga A., Mory$ J. (2018) BDNF - a key factor of

multipotent impact on brain signaling and synaptic plasticity. Cellular and Molecular Neurobiology
Apr;38(3):579-593; DOI: 10.1007/s10571-017-0510-4 (IF 3,811; MEiN 20)

Publikacja ta cieszy si¢ duzym zainteresowaniem (341 cytowan w dnia 8.02.2022) i jest oznaczona
jako artykut szeroko cytowany w bazie Web of Science.

Procesy neuroplastycznosci stanowig rowniez temat naszej ostatniej pracy pogladowe;j:

e Bayassi-Jakowicka M., Lietzau G, Czuba E., Steliga A., Waskow M., Kowianski P. (2021)
Neuroplasticity and Multilevel System of Connections Determine the Integrative Role of Nucleus
Accumbens in the Brain Reward System. International Journal of Molecular Sciences. 22(18):9806:1-
39; DOI: 10.3390/ijms22189806; (IF 5,923; MEIiN 140)

Zaliczane do ukladu nagrody jadro poétlezace charakteryzuje wielopoziomowa organizacja,
rozbudowane potaczenia z innymi obszarami moézgowia i wystepowanie kilku systemow
neuroprzekaznikowych. Unikatowa rola jadra potlezacego w OUN wynika z obecnosci licznych
potaczen z innymi rejonami moézgowia, dobrze rozwinigtej plastyczno$ci morfologicznej i
funkcjonalnej, ktéra wplywa na regulacje krotko- i dlugotrwalego wzmocnienia synaptycznego
oraz szlakow sygnalizacyjnych, wspotdziatania kilku systeméw neuroprzekaznikowych, a takze
wspierajacej funkcji neurogleju. W publikacji umiescilisSmy opracowany przez nas schemat
przedstawiajacy uporzadkowany model potaczen aferentnych i eferentnych jadra podtlezacego z
innymi obszarami mozgowia (rycina 2). Zrozumienie ztozonej roli jadra potlezacego w ukladzie
nagrody jest mozliwe bioragc pod uwage wyniki badan morfologicznych, molekularnych,
genetycznych i behawioralnych. W pracy przedstawiono aktualne poglady na funkcje petnione
przez jadro potlezace w warunkach fizjologicznych, oméwiono znaczenie jego potaczen z innymi
obszarami OUN, procesy neuroplastycznosci, a takze uktady neuroprzekaznikowe.

Za powyzszg publikacje, wraz z pozostalymi czlonkami zespotu, otrzymatam w 2021 roku
Nagrode Specjalng przyznang przez Rektora Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

VI. Jednostka nerwowo-naczyniowa — jej struktura i funkcje w warunkach fizjologicznych
oraz patologicznych, a takze jako potencjalne Zrédlo biomarkerow udaru mézgu

Kolejnym tematem, ktory mialam okazj¢ zglebi¢ byta rola jednostki nerwowo-naczyniowe;j
(NVU) w funkcjonowaniu mézgowia. W cyklu publikacji pogladowych podsumowali$my aktualny
stan wiedzy na temat struktury i funkcji NVU (w szczeg6lno$ci roli pelnionej przez astrocyty), jej
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roli w metabolizmie cholesterolu w mézgowiu, a takze mozliwosci jej wykorzystania jako zrodto
biomarkeréw w udarze mézgu.

Pomimo intensywnych badan nad udziatem astrocytow w funkcjonowaniu NVU, nadal pozostaje
kilka istotnych kwestii, ktére wymagaja wyjasnienia. Nalezg do nich: 1) modulatorowe dziatanie
astrocytow na synapsy tréjdzielne, 2) znaczenie, w warunkach fizjologicznych i patologicznych,
reakcji zwezenia naczyn wywotlanej przez metabolity kwasu arachidonowego, 3) zwiazek
pomigdzy poziomem aktywnosci mozgu a procesami metabolicznymi zachodzacymi w astrocytach,
a takze 4) rola astrocytow w odpowiedzi nerwowo-naczyniowej w warunkach patologicznych w
OUN. Powyzsze zagadnienia, oraz rozne funkcje pelnione przez astrocyty w zaleznosci od
warunkow panujacych w OUN, przedyskutowano w pierwszej publikacji.

Kolejna publikacja przedstawia aktualny stan wiedzy na temat roli cholesterolu w funkcjonowaniu
NVU w warunkach fizjologicznych i patologicznych. W pracy zaprezentowano badania, ktérych
wyniki sugeruja iz zaburzenia homeostazy cholesterolu w OUN moga mie¢ zwiazek z
insulinoopornoscia i rozwojem T2DM, angiopatia amyloidowa, a takze chorobami
neurodegeneracyjnymi.

Wazna publikacja w moim dorobku naukowym jest praca pogladowa na temat mozliwosci
wykorzystania elementéw NVU jako zrodta biomarkeréw pozwalajacych na identyfikacje réznych
typow i faz udaru niedokrwiennego moézgu, ktére miatyby réwniez warto$¢ prognostyczng w
odniesieniu do oceny $miertelnosci czy powiklan zwigzanych z udarem. W chwili obecnej
diagnoza neurologiczna i neuroradiologiczna udaru mozgu, zwlaszcza w fazie ostrej, jest czesto
niepewna lub nierozstrzygajaca. W rezultacie czgsto trudno jest zidentyfikowac pacjentow Zle
rokujacych lub obarczonych zwigkszonym ryzykiem powiktan, a takze tych ktoérzy mogliby
skorzysta¢ z bardziej agresywnych form leczenia. Dlatego tez istnieje pilna, uzasadniona potrzeba
opracowania nowych metod diagnostycznych, ktore bytyby odpowiedzig na to zapotrzebowanie. W
pracy dyskutujemy na temat perspektyw znalezienia biomarkeréw, bedacych elementami NVU,
charakterystycznych dla roznych typow i faz udaru, ktérych stezenie w ptynach ustrojowych bedzie
korelowalo z rozlegloscia uszkodzenia mozgowia oraz statusem neurologicznym pacjenta.
Przedstawiamy réwniez krytyczng analize perspektyw dalszej poprawy diagnostyki udaru mozgu.
Praca ta ma dla mnie szczegdlne znaczenie z uwagi na fakt, ze opublikowano ja w jednym z
najbardziej prestizowych czasopism dotyczacych problematyki chordb naczyniowych moézgu
(Translational Stroke Research) i jestem w niej ostatnim autorem. W chwili obecnej, pomimo
stosunkowo krotkiego czasu od daty publikacji, praca ma juz 19 cytowan (dane wg Web of Science
z dnia 8.02.2022).

Prace pogladowe:

o Kowianski P., Lietzau G., Steliga A., Waskow M., Mory$ J. (2013) The astrocytic contribution to
neurovascular coupling - Still more questions than answers? Neuroscience Research, vol. 75:171-183;
DOI: 10.1016/j.neures.2013.01.014 (IF 2,145; MEiN 20)

e Czuba E., Steliga A, Lietzau G, Kowianski P. (2017) Cholesterol as a modifying agent of the
neurovascular unit structure and function under physiological and pathological conditions. Metabolic
brain disease Aug;32(4):935-948; DOI: 10.1007/s11011-017-0015-3 (IF 2,441; MEiN 25)

o Steliga A., Kowianski P., Czuba E., Waskow M., Morys J., Lietzau G. (2020) Neurovascular Unit as a
Source of Ischemic Stroke Biomarkers-Limitations of Experimental Studies and Perspectives for Clinical
Application. Translational Stroke Research, Aug 11(4):553-579; DOI: 10.1007/s12975-019-00744-5
(IF 6,829; MEIN 140)
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Podsumowujac, rezultatem mojej pracy badawczej w Gdanskim Uniwersytecie Medycznym jest
wspotautorstwo w 9 oryginalnych publikacjach naukowych i 10 pracach pogladowych o tacznej
warto$ci wskaznika IF 36,303 i pkt MEiIN 634 (aczna liczba cytowan wg Web of Science wynosi
479, dane z dnia 8.02.2022). Wyniki badan zaprezentowano na 19 konferencjach krajowych i 1
zagranicznej (wyszczegdlnione w pkt. 7 Wykazu osiggnie¢ naukowych).

C) DEPARTMENT OF CLINICAL SCIENCE AND EDUCATION, KAROLINSKA
INSTITUTET, SODERSJUKHUSET, SZTOKHOLM

W okresie 2014-2020 przebywatlam na stazu podoktorskim w grupie badawczej
prof. Thomasa Nystrom’a i dr Cesare Patrone w Karolinska Institutet (KI), w Sztokholmie
(https://ki.se/en/kisos/the-neurocardiometabol-group). Podczas mojego pobytu w  tym

prestizowym instytucie badawczym zainicjowatam badania nad zwiazkiem pomiedzy otytoscig i
cukrzycg typu 2 a patogeneza chordb neurodegeneracyjnych. Jestem autorka lub wspodtautorka
koncepcji badan oraz uzyskatam finansowanie na realizacje¢ dotyczacych tej tematyki projektow
badawczych, ktorych wyniki zostaly opublikowane, a czg$¢ z nich stanowi cykl 4 publikacji
tworzacy zaprezentowane wczesniej osiagniecie naukowe (pkt. 4 Autoreferatu). Ponadto bylam
beneficjentkg lub bratam udziat w realizacji 10 grantow: w 3 jako kierownik, w 7 jako
wykonawca. Zestawienie tematyki projektow oraz szczegdélowe informacje na temat fundatorow,
okresu realizacji badan, a takze wysokosci kwot dofinansowania znajduja si¢ w Tabeli 1.

Moje pozostate zainteresowania naukowe dotyczyly takich tematow jak:

L Wplyw cukrzycy typu 2 oraz analogow GLP-1 na procesy neurogenezy i
neuroplastycznosci (4 publikacje)

II.  Wplyw cukrzycy typu 2 na procesy naprawcze w udarze niedokrwiennym mozgu
(2 publikacje)

III. Gliptyny — mechanizmy dzialania w osrodkowym ukladzie nerwowym oraz ich
zastosowanie w leczeniu choréb neurologicznych (3 publikacje)

Opisany ponizej dorobek naukowy powstat przy wspélpracy, w ramach sieci naukowej grupy
badawczej NeuroCardioMetabol, z nastgpujacymi osrodkami naukowymi 1 firmami
biomedycznymi:

e Department of Molecular Medicine and Surgery, KI, Szwecja (Prof. Claes-Goran Ostenson)

e Department of Physiology and Pharmacology, KI; Pronexus Analytical AB, Szwecja
(dr Jan Kehr)

e Department of Molecular Medicine and Surgery, KI, and Dept. of Research, Sodertilje
Hospital, Sodertilje, Szwecja (Assoc. Prof. Camilla Krizhanovskii)

e The European Neuroscience Institute oraz KI, Szwecja (dr André Fisahn)

e Department of Physiology, Institute of Neuroscience and Physiology, The Sahlgrenska
Academy, University of Gothenburg, Szwecja (Prof. Carina Mallard)

e Tianjin Medical University Chu Hsien-I Memorial Hospital & Tianjin Institute of
Endocrinology, Tianjin Medical University, Chiny (dr Zhida Wang)

e  Center for Neuroscience and Cell Biology, University of Coimbra, Portugalia
(dr Ana L. Duarte)

e Department of Drug Science and Technology, University of Turin, Wiochy
(Prof. Massimo Collino)

e Department of Pharmacological and Biomolecular Sciences, Universita degli Studi di Milano,
Milan, Wtochy (Assoc. Prof. Stefania Ceruti)

e Boehringer Ingelheim AB, Szwecja (dr Josefin Skogsberg)

e Boehringer Ingelheim AB, Niemcy (dr Thomas Clein)
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e PXBioVision GmbH, Hannover, Niemcy (dr med. Harald Tammen)
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Tabela 1. Finansowanie projektéw badawczych realizowanych w Karolinska Institutet

OKkres
Fundator Kwota . .
Lp. Tytul grantu finansowa Kierownik
[Nr grantu] -nia (Euro)

1. Pathogenic mechanisms Ahlén stiftelsen 2016 22.000 Cesare
at the basis of cognitive Patrone
decline and dementia in
diabetes: a translational
project

2. GLP-1R activation for Konung Gustaf V:s och | 2015-2017 | 30,000 Cesare
the treatment of stroke Drottning Victorias Patrone

Frimurarestiftelse

3. | Inkretinbaserade ALF (Swedish 2016-2017 | 30,000 | Thomas
likemedel for behandling governmental research Nystr()m
av stroke financing body)

[20150568]

4. | Inkretinbaserad ALF (Swedish 2017-2018 | 30,000 | Thomas
lakemedelsbehandling governmental research Nystrom
mot hjértsjukdom och financing body)
stroke [20160477]

5. | Inkretinbaserad Hjért-Lungfonden 2016-2019 | 150,000 | Thomas
likemedelsbehandling Nystrom
mot kardiovaskuldr
sjukdom

6. | Stroke recovery in European Foundation | 2018-2020 | 90,000 | Cesare
diabetes: mechanisms for the Study of Patrone
and therapies based on Diabetes (Diisseldorf)
glucagon-like peptide
1 receptor activation

7. | Stroke recovery in Swedish Research 2019-2021 | 235,000 | Cesare
diabetes: mechanisms Council [2018- Patrone
and therapies based on 02483_VR]
glucagon-like peptide
receptor 1 activation

8. Olfactory dysfunction in | Stiftelsen for Gamla 2018-2019 | 3,000 Grazyna
type 2 diabetes — the first Tjéanarinnor Lietzau
step towards cognitive
decline?

9. Stroke recovery in AstraZeneca och 2019 5,000 Grazyna
diabetes: mechanisms Svensk Forening for Lietzau
and therapies based on Diabetologi
dipeptidyl peptidase-4
inhibitors

10. | The effects of diabetes KI Stiftelser & Fonden | 2018-2020 | 20,000 Grazyna
and obesity on the Lietzau
olfactory system — an
important link to
cognitive decline?
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I. Wplyw cukrzycy typu 2 oraz analogow GLP-1 na procesy neurogenezy i
neuroplastyczno$ci

Jednym z czgstych skutkow ubocznych niektorych terapii obnizajacych poziom glukozy u
pacjentow z T2DM jest hipoglikemia [105], ktora moze prowadzi¢ miedzy innymi do zaburzen
poznawczych, otgpienia i AD [106, 107]. O ile znany jest wptyw hipoglikemii na neurony, o tyle
nadal nie wyjasnione sg skutki jej dziatania na neuronalne komorki macierzyste (ang.: neural stem
cells, [NSCs]). Celem naszych badan bylo stworzenie modelu in vitro przydatnego do badania
wptywu hipoglikemii na NSCs. Chcielismy takze okresli¢ czy polipeptyd aktywujacy przysadkowa
cyklaze adenylowana (ang.: pituitary adenylate cyclase-activating peptide, [PACAP]) i analog
GLP-1 eksendyna-4 (ang.: exendin-4, [Ex-4]) moga zapobiec skutkom hipoglikemii we
wspomnianej populacji komorek. WykazaliSmy, ze PACAP dzialajac poprzez receptor PAC-1 oraz
dzigki aktywacji kinazy biatkowej A zapobiega wywolanej przez hipoglikemi¢ redukcji
przezywalno$ci NSCs. Dzialania tego nie odnotowali§my w przypadku Ex-4. Uzyskane wyniki
sugeruja potencjalng rolg terapeutyczng agonistow receptora PAC-1 w leczeniu powiktan
neurologicznych wywotanych przez uposledzenie neurogenezy wskutek hipoglikemii.

Kolejny projekt, w ktory bytam zaangazowana dotyczyt wptywu T2DM na struktury moézgowia
zwigzane z funkcjami poznawczymi, czuciowymi i ruchowymi. Wyniki ostatnio opublikowanych
badan wykazaty, Zze uposledzenie funkcji hamujacych interneuronéw GABA-ergicznych ma
zwigzek z zaburzeniami funkcji poznawczych w trakcie starzenia si¢ [108]. Przyjelismy hipoteze,
ze podobne zaburzenia wczesniej wywoluje T2DM w korze nowej i prazkowiu, czyli rejonach
moézgowia odpowiedzialnych miedzy innymi za funkcje poznawcze i czuciowo-ruchowe.
Interesowalo nas rowniez to czy skutkom T2DM mozna zapobiec stosujac analog GLP-1 Ex-4. W
warunkach doswiadczalnych wykazalismy, ze T2DM wywoluje zmniejszenie ggstosci
interneuronéw GAD-67+ w prazkowiu oraz interneuronéw CB+ zaréwno w prazkowiu, jak i korze
nowej, a takze zwigkszenie $redniej objetosci interneuronéw PV+ w przebiegu starzenia. Dalszych
badan wymaga odpowiedz na pytanie czy zidentyfikowane przez nas mechanizmy
patofizjologiczne leza u podstaw zwigkszone] czestosci wystgpowania zaburzen funkcji
poznawczych u oséb z T2DM. U szczuréw z T2DM, skutkiem podawania Ex-4 bylo zwigkszenie
gestosci interneuronow CB+ w prazkowiu. Wykryte przez nas pozytywne dziatanie Ex-4 na
subpopulacj¢ interneuronéw CB+ sugeruje potencjat terapeutyczny analogéw GLP-1 u pacjentow z
T2DM, u ktorych wystepuja powiktania neurologiczne.

Kontynuacja poprzedniego tematu byly badania nad zwigzkiem T2DM z wystepowaniem zaburzen
poznawczych, otgpienia, a takze AD. Procesy poznawcze i formowanie pamigci sg zwigzane z
wystepowaniem oscylacji gamma wytwarzanych w sieciach neuronowych hipokampa, a szybko
reagujace na pobudzenie neurony wstawkowe (ang.: fast-spiking interneurons) zawierajace
parwalbumine (PV) odgrywaja kluczowa role w tych procesach. BadaliSmy wptyw T2DM na
oscylacje gamma oraz morfologi¢ i gesto$¢ interneuronéw PV+ u 6-cio miesigcznych szczuréw
rasy Goto-Kakizaki (GK, genetyczny model spontanicznie rozwijajgcej si¢ T2DM) w poréwnaniu
ze szczurami Wistar w tym samym wieku. W badaniach elektrofizjologicznych wykazalismy, ze
T2DM zaburza oscylacje gamma w obrebie sieci neuronowej hipokampa u szczuréw GK, czemu
towarzyszy zwigkszenie gestosci interneuronéw PV+ w tym obszarze mézgowia, a takze aktywacja
markeréw stresu metabolicznego w tych komoérkach. Wykryte przez nas zaburzenia oscylacji
gamma oraz funkcjonowania subpopulacji GABA-ergicznych interneuronéw PV+ w hipokampie
mogg leze¢ u podstaw zaburzen poznawczych w T2DM.
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Kolejnym obszarem OUN, w ktérym badaliSmy zmiany wywotane przez T2DM jest jadro pasma
samotnego. Znajduja si¢ w nim komdrki syntetyzujagce GLP-1. Wcze$niej udowodniono, ze peptyd
ten nie tylko reguluje metabolizm, ale ma réwniez pozytywny wplyw na procesy poznawcze oraz
dzialanie neuroprotekcyjne [109]. Do tej pory stosunkowo dobrze scharakteryzowano komorki
produkujace GLP-1 znajdujace si¢ w jelitach, jednak wiedza na temat syntetyzujacych go
neuronow w OUN nadal jest stosunkowo niewielka. W projekcie wykorzystalismy model
otytosci/T2DM wywotany dlugotrwatym przyjmowaniem diety bogatej w tluszcze (HFD)
podawanej myszom przez 12 miesi¢gcy. Model ten wykorzystano do zbadania wplywu T2DM na
liczbe, potencjalng atrofi¢, oraz aktywacje neuronow GLP-1+ w OUN. Drugim celem bylo
okreslenie wptywu terapii normalizujagcych poziom glikemii z zastosowaniem linagliptyny lub
glimepiridu, podawanych przez 3 miesigce, na potencjalne zmiany w komoérkach GLP-1+ w mysim
modelu T2DM. Uzyskane wyniki nie wykazaty istotnych zmian parametréw morfologicznych
komérek GLP-1+. U myszy z T2DM zaobserwowali§my natomiast zwigkszong aktywacje
neuronéw GLP-1+, czemu towarzyszyt proces zapalny. Oba zastosowane leki przeciwcukrzycowe
czgsciowo normalizowaty ten efekt oraz zmniejszyly natezenie procesu zapalnego. Sadzimy, ze
zwickszona aktywacja komoérek GLP-1+ moze odzwierciedla¢ nieprawidlowe zapotrzebowanie
metaboliczne towarzyszace otyto$ci/T2DM, ktore tagodzi normalizacja poziomu glikemii. To czy
zwigkszenie aktywno$ci neuronéw GLP-1+ w jadrze pasma samotnego poprzedza uposledzenie
sygnalizacji z udziatem GLP-1 w OUN wymaga dalszych badan.

Wyniki wyzej opisanych badan opublikowano:
e Mansouri S., Lietzau G., Lundberg M., Nathanson D., Nystrom T., Patrone C. (2016) Pituitary Adenylate

Cyclase Activating Peptide Protects Adult Neural Stem Cells from a Hypoglycaemic milieu. PLoS One,
Jun 15;11(6); DOI: 10.1371/journal.pone.0156867 (IF 2,806; MEIiN 35)

e Larsson M., Lietzau G., Nathanson D., Ostenson C.G., Mallard C., Johansson M.E., Nystrom T., Patrone
C., Darsalia V. (2016) Diabetes negatively affects cortical and striatal GAB Aergic neurons: an effect that
is partially counteracted by exendin-4. Bioscience Reports, Dec 5;36(6); DOI: 10.1042/BSR20160437
(IF 2,906; MEIiN 20)

e Lietzau G., Darsalia V., Pintana H., Ostenson C.G., Nystrom T., Fisahn A., Patrone C. (2017) Type 2
diabetes alters hippocampal gamma oscillations: a potential mechanism behind impaired cognition
Psychoneuroendocrinology Apr 27;82:46-50; DOI: 10.1016/j.psyneuen.2017.04.012 (IF 4,731; MEIiN 40)

e Lietzau G., Ntika S., Pintana H., Tracy L., Klein T., Nystrom T., Darsalia V., Patrone C., Krizhanovskii
C. (2021) A high-fat diet increases activation of the glucagon-like peptide-1-producing neurons in the
nucleus tractus solitarii; an effect that is partially reversed by drugs normalizing glycaemia. Cellular and
Molecular Neurobiology; Apr 3. DOI: 10.1007/s10571021-01079-2 (IF 5,046; MEiN 100)

II. Wplyw cukrzycy typu 2 na procesy naprawcze w udarze niedokrwiennym mézgu

Podczas pobytu w KI kontynuowatam roéwniez badania doswiadczalne nad udarem
niedokrwiennym mézgu. Dotyczyly one procesow naprawczych w jego fazie przewlektej (do 6
tygodni po MCAO). Dodatkowo, poniewaz udar mézgu wystepuje przewaznie u osob w §rednim i
starszym wieku, a cukrzyca jest jednym z czynnikow ryzyka jego wystapienia, zastosowany w tych
badaniach model do§wiadczalny to myszy C57bl/6j w wieku 12-14 miesiecy, u ktorych rozwineta
si¢ otylos¢/T2DM na skutek przyjmowania diety bogatej w tluszcze (HFD). W modelu
przejsciowego MCAO (30 min.) badaliSmy wplyw otylosci/T2DM na procesy naprawcze w
przebiegu udaru niedokrwiennego moézgu. PrébowaliSmy znalezé odpowiedZz na pytanie w jaki
sposob otylos¢/T2DM wplywa na aktywowane w przebiegu udaru procesy neurogenezy oraz
neuroplastyczno$ci z udzialem neuronéw wstawkowych zawierajacych parwalbuming (PV).
Wyniki naszych badan dowiodly, Ze otyto$¢/T2DM upo$ledza funkcje mdzgowia, ale nie
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towarzyszg temu zmiany wielkoSci samego uszkodzenia. Ponadto u myszy z T2DM
zaobserwowaliSmy zmniejszong proliferacje NSCs i formowanie neuroblastow w prazkowiu i
hipokampie 2 tygodnie po MCAO oraz calkowite zahamowanie neurogenezy w hipokampie 6
tygodni po reperfuzji. Dodatkowo, 2 tygodnie po MCAO odnotowaliSmy atrofi¢ interneuronow
PV+ w prazkowiu myszy zardwno z T2DM, jak i bez cukrzycy. Jednakze po 6 tygodniach od
wywotania MCAO efekt ten byt obecny jedynie u myszy z T2DM. Odkryte przez nas zmniejszenie
efektywno$ci procesu neurogenezy i utrzymujaca si¢ atrofia interneuronéw PV+, §wiadczaca o
uposledzeniu procesow neuroplastycznosci, poszerzaja naszg wiedz¢ na temat mechanizmow
naprawczych po udarze niedokrwiennym moézgu w T2DM. Moze ona okaza¢ si¢ uzyteczna w
opracowaniu nowych strategii rehabilitacji dla pacjentéw z T2DM po udarze mézgu.

Kontynuacja poprzedniego tematu badawczego byl projekt, ktérego celem byto okreslenie jak
T2DM wptywa na liczebno$¢ neurondéw wstawkowych zawierajacych somatostatyne (SOM) w
obszarze zawatu i1 strefie okolozawatowej] w 2. i 6. tygodniu po MCAO. W tym celu
zaproponowali§my nowa metode oceny ilosciowej, ktéra niweluje roznice w uszkodzonej potkuli
wynikajace z deformacji tkanki oraz nieregularnej dystrybucji komorek po udarze mozgu. Po 6
tygodniach od MCAO zaobserwowalismy wzrost ggstosci komorek SOM+ w prazkowiu myszy
karmionych standardowa dieta (grupy kontrolnej) w obrebie obszaru zawatu oraz strefy
okotozawatowej w porownaniu z pragzkowiem drugiej potkuli. Wykazali§my, ze wzrost ten nie byt
wynikiem neurogenezy. T2DM catkowicie zniosta obserwowany efekt w obszarze zawatu
niedokrwiennego. Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze obserwowany w fazie przewleklej udaru
moézgu wzrost ekspresji SOM w prazkowiu moze mie¢ zwigzek z zachodzacymi tu procesami
naprawczymi, a T2DM hamuje ten proces.

Wyniki wyzej opisanych badan opublikowano:
e Pintana H., Lietzau G., Augestad IL., Chiazza F., Nystrom T., Patrone C., Darsalia V. (2019) Obesity-
induced type 2 diabetes impairs neurological recovery after stroke in correlation with decreased

neurogenesis and persistent atrophy of parvalbumin-positive interneurons. Clinical Science (London,
England: 1979); Jul 1;133(13):1367-1386; DOI: 10.1042/CS20190180 (IF 5,223; MEiN 140)

e (Chiazza F., Pintana H., Lietzau G., Nystrom T., Patrone C., Darsalia V. (2021) The Stroke-Induced
Increase of Somatostatin-Expressing Neurons is Inhibited by Diabetes: A Potential Mechanism at the
Basis of Impaired Stroke Recovery. Cellular and Molecular Neurobiology; Apr;41(3):591-603;
DOI: 10.1007/s10571-020-00874-7 (IF 5,046; MEiN 100)

III. Gliptyny — mechanizmy dzialania w oSrodkowym ukladzie nerwowym oraz ich
zastosowanie w leczeniu chor6b neurologicznych

Dziatanie inhibitorow DPP-4 (gliptyn) wykorzystywanych w leczeniu hiperglikemii u
pacjentow z T2DM opiera si¢ gtownie na hamowaniu degradacji GLP-1, hormonu inkretynowego
stymulujacego wydzielanie insuliny po positku. Wyniki badan doswiadczalnych wykazaly
neuroprotekcyjne dziatanie gliptyn w udarze niedokrwiennym moézgu, gdy zwierzgta otrzymywaty
je 4 tygodnie przed i 3 tygodnie po MCAO [90]. Dotychczas brak bylo danych na temat czy z
podobnym efektem mielibysmy do czynienia w przypadku rozpoczecia ich podawania w ostrej
fazie udaru oraz czy neuroprotekcja z udziatem gliptyn odbywa si¢ poprzez aktywacje receptora
GLP-1. W celu uzyskania odpowiedzi na te pytania, myszy glp-1r(-/-) oraz myszy typu dzikiego
poddalismy procedurze MCAO. Linagliptyng podawano w dwoch kombinacjach: w momencie
zamykania t¢tnicy srodkowej mozgu (w dawce 50mg/kg, dozylnie) lub przewlekle (w dawce 10
mg/kg, doustnie), przez 4 tygodnie przed i 3 tygodnie po MCAQ. Neuroprotekcje oceniano na
podstawie pomiaru objetosci ogniska niedokrwiennego oraz oceny ilosciowej NeuN+ neurondow w
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uszkodzonej potkuli. StwierdziliSmy, ze wywotana przez linagliptyng neuroprotekcja w udarze
mézgu wymaga przewlektego jej podawania przed udarem i nie zachodzi z udziatem GLP-1R.
Uzyskane wyniki uzupetnity wiedzg¢ dotyczaca potencjalnego zastosowania klinicznego gliptyn w
terapii udaru moézgu, jak réwniez istotnie przyczynily si¢ do wyjasnienia mechanizméw ich
dziatania w OUN.

Brak danych na temat mechanizméw dziatania gliptyn w OUN, a takze wykazanie w naszych
poprzednich badaniach ich neuroprotekcyjnego dziatania niezaleznego od GLP-1 po udarze mézgu,
sktonity nas do kontynuacji badan. Celem kolejnego projektu byta préba odpowiedzi na pytanie
czy w procesach naprawczych wywotanych przez inhibitor DPP-4 linagliptyne bierze udzial szlak
SDF-10/CXCR4, a takze identyfikacja dodatkowych czynnikéw efektorowych. Czynnik
pochodzenia stromalnego-la (ang.: stromal cell-derived factor-la, [SDF-1a]) jest substratem
DPP-4, a wyniki badan wykazaly, ze agonisci receptora chemokinowego CXCR4 majg korzystne
dzialanie w uszkodzeniach OUN [110]. Jednak udziat SDF-1a w neuroprotekcji po udarze mézgu
zwigzanej z dziataniem gliptyn nie byt dotychczas badany. Wykazali§my, ze zastosowanie
linagliptyny prowadzi do wzrostu stezenia SDF-1ac w OUN. Co ciekawe, efekt ten nie dotyczyt
GLP-1 i GIP. Zablokowanie szlaku SDF-10/CXCR4, przy uzyciu agonisty CXCR4: AMD3100,
zahamowato poprawe funkcji neurologicznych i zmniejszenie wielkosci obszaru niedokrwiennego
u myszy otrzymujacych linagliptyng. Na podstawie uzyskanych wynikéw wyciagnelismy wniosek,
ze szlak SDF-10/CXCR4 odgrywa istotng role w mechanizmie poprawy czynnosciowej i
ograniczenia skutkéw udaru mozgu zwigzanej z zastosowaniem linagliptyny. Wyniki naszych
badan sugeruja wystepowanie mechanizmu neuroprotekcyjnego z udzialem szlaku SDF-
1a/CXCR4, dziatajacego w oparciu o regulacje homeostazy Ca** oraz zmniejszenie aktywnosci
kalpainy.

Wyniki naszych badan opublikowano:

e Darsalia V., Larsson M., Lietzau G., Nathanson D., Nystrom T., Klein T., Patrone C. (2016) Gliptins-
mediated neuroprotection against stroke requires chronic pre-treatment and is GLP-1R-independent.
Diabetes, Obesity and Metabolism, May;18(5):53741; DOI: 10.1111/dom.12641 (IF 6,715; MEiN 40)

e Chiazza F., Tammen H., Pintana H., Lietzau G., Collino M., Nystrom T., Klein T., Darsalia V., Patrone
C. (2018) The effect of DPP-4 inhibition to improve functional outcome after stroke is mediated by the
SDF-10/CXCR4 pathway. Cardiovascular Diabetology; May 19;17(1):60; DOI: 10.1186/s12933-018-
0702-3 (IF 5,948; MEiN 35)

Realizacja czesci opisanych wyzej zadan badawczych byta mozliwa dzigki sfinansowaniu projektu
pt.: “Stroke recovery in diabetes: mechanisms and therapies based on dipeptidyl peptidase-4
inhibitors” w ramach prestizowego stypendium, ktoére zostalo mi przyznane w 2018 roku przez
Szwedzkie Stowarzyszenie Diabetologii i Astra Zeneca (http://svenskdiabetes.se/stipendier/).

Zagadnienie wykorzystania gliptyn w leczeniu chorob neurologicznych podsumowalismy w pracy

pogladowe;j:

e Darsalia V., Johansen OE., Lietzau G., Nystrom T., Klein T., Patrone C. (2019) Dipeptidyl Peptidase-4
Inhibitors for the Potential Treatment of Brain Disorders; A Mini-Review With Special Focus on
Linagliptin and Stroke. Frontiers in Neurology, May 8;10:493; DOI: 10.3389/fneur.2019.00493;
IF 2.889

Jak wczesniej wspomniano, gliptyny sg lekami przeciwcukrzycowymi, a skutkiem ich dziatania

jest redukcja hiperglikemii w przebiegu T2DM. Ponadto wykazano ich plejotropowe dziatanie w

OUN. Korzystne dziatanie inhibitorow DPP-4 udowodniono w badaniach z wykorzystaniem
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Zat.3 Autoreferat

zwierzecych modeli udaru moézgu [90, 111], PD [88, 112], oraz AD [113, 114]. W niektérych
przypadkach dane przedkliniczne zostaly poparte wynikami badan klinicznych. Jednak do tej pory
mechanizmy dziania linagliptyny i innych substancji zaliczanych do inhibitoréw DPP-4 w OUN
zostaty jedynie czgsciowo poznane, a ponadto, co wykazaty wyniki naszych badan, sa niezalezne
od GLP-1R. W pracy pogladowej podsumowali§my wyniki badan do$wiadczalnych i klinicznych
dotyczacych dziatania linagliptyny w OUN, ze szczegélnym uwzglednieniem neuroprotekcii,
dzialania prewencyjnego, a takze wplywu na procesy naprawcze po udarze niedokrwiennym
mézgu. SkupiliSmy si¢ na roli omawianej grupy lekéw w udarze mézgu, co $cisle koresponduje z
tematyka oméwionych wczesniej prac badawczych naszego zespotu. Poza tym, pomimo dziatan
prewencyjnych obejmujacych takie czynniki ryzyka jak cukrzyca czy nadci$nienie tetnicze, udar
niedokrwienny moézgu nadal pozostaje jedng z wiodacych przyczyn zgondéw 1 trwalej
niepelnosprawnosci oséb w podesztym wieku. Wyniki badan epidemiologicznych pokazuja, ze
okoto 30% pacjentow po udarze moézgu nie wraca do peinej sprawnosci i wymaga statej opieki
[115]. To uzasadnia potrzebg opracowania bardziej skutecznych strategii terapeutycznych w
przewleklej fazie udaru moézgu. Gliptyny sa jednym z kandydatéw do realizacji tego zadania, ale
mechanizmy ich dziatania w OUN wymagaja wyjasnienia w toku dalszych badan.

Podsumowujac, mdj dorobek naukowy w trakcie pobytu w KI obejmuje: 12 oryginalnych prac
naukowych, 1 prace pogladowa (jestem pierwszym autorem w 6 z nich i autorem
korespondencyjnym — w 5), a takze 2 artykuly w czasopi$mie branzowym dla lekarzy (w jezyku
szwedzkim). Laczna warto$¢ wskaznika IF to 61.452, pkt. MEiN 860 (liczba cytowan wg Web of
Science wynosi 166, dane z dnia 8.02.2022). Wyniki wyzej opisanych badan zaprezentowano na 23
konferencjach i sympozjach migdzynarodowych (wyszczegdlnione w pkt. 7 Wykazu osiggnigé
naukowych).

Szczegoblnie istotna, z mojego punktu widzenia, byla mozliwo$¢ zaprezentowania wynikéw badan
w formie wystapien ustnych na zjazdach i konferencjach naukowych:

e Lietzau G., Darsalia V., Ostenson C.-G., Nystrom T., Patrone C. GLP-IR activation by exendin-4
prevents neuronal loss in the piriform cortex of type 2 diabetic rats, 51st EASD Annual Meeting,
Stockholm, Szwecja, 14-18 wrzesien, 2015; Wystgpienie zarejestrowano: http.//www.easdvirtual
meeting.org/users/31800

e Lietzau G., Darsalia V., Ostenson C.-G., Nystrom T., Patrone C. Type 2 diabetes-induced neuronal
pathology in the piriform cortex of the rat is reversed by the glucagon-like peptide-1 receptor agonist
exendin-4. 9th International Symposium on Neuroprotection Neurorepair, Lipsk, Niemcy, 19-22
kwiecien, 2016

e Lietzau G., Candeias E., Magni G., Nystrom T., Abbracchio M. P.,Klein T., Ceruti S., Darsalia
V., Patrone C. The dipeptydyl peptidase 4 inhibitor linagliptin partially reverses diabetic-induced effects
on neurons and age-induced effects on glial cells in the mouse striatum, More than neurons: toward a less
neuronocentric view of brain disorders, Turyn, Wtochy, 1-3 grudzien, 2016

e Lietzau G., Davidsson W., Ostenson C. G., Nathanson D., Pintana H., Skoksberg J., Klein T., Nystrom
T., Darsalia V., Cesare P. Type 2 diabetes impairs odour detection, olfactory memory and olfactory
neuroplasticity; effects partly reversed by DPP-4 inhibition, More than Neurons: toward a less
neuronocentric view of brain disorders: II edition, Turyn, Wtochy, 29 listopad — | grudzien, 2018

e Lietzau G., Davidsson W., Ostenson C. G., Nathanson D., Pintana H., Skogsberg J., Klein T., Nystrom
T., Darsalia V., Patrone C. Type 2 diabetes impairs odour detection, olfactory memory and olfactory
neuroplasticity: effects partly reversed by DPP-4 inhibition, 8th SRP Diabetes Retreat, Saltsjobaden,
Szwecja, 17-18 maj, 2018
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Zat.3 Autoreferat

W 2016 roku zainicjowatam nawigzanie wspolpracy z prof. Henrikiem Driudem, ekspertem z
zakresu medycyny sadowej z Department of Oncology-Pathology w KI, w zakresie pobierania i
gromadzenia materiatu biologicznego post-mortem (w postaci struktur OUN) od zmartych dawcow
z T2DM. Bytam odpowiedzialna za odbidr, transport, dokumentacj¢ i1 przechowywanie
zgromadzonego materiatu. Projekt jest w trakcie realizacji.

Opieka naukowa nad studentami:

e Gloéwny opiekun naukowy i promotor pracy magisterskiej (2015, 2016), Karolinska Institutet, 2
studentéw (Tabela 2, pkt. 11 2)

e Gloéwny opiekun naukowy i promotor pracy licencjackiej (2017, 2018), Karolinska Institutet, 2
studentéw (Tabela 2, pkt. 51 8)

e Gloéwny opiekun naukowy (2018), Karolinska Institutet, 2 stuchaczy studiéw magisterskich
(Tabela 2, pkt. 91 10)

e Opiekun naukowy w czasie wizyty w ramach wspotpracy naukowej z Karolinska Institutet
(2015-2016), 1 doktorant z Uniwersytetu w Coimbrze, Portugalia (Tabela 2, pkt. 3)

e Opiekun naukowy w czasie wizyty w ramach wspotpracy naukowej z Karolinska Institutet
(2017-2018), 1 uczestnik stazu podoktorskiego z Uniwersytetu w Turynie, Wtochy (Tabela 2,
pkt. 7)

e Opiekun naukowy (2016, 2017, 2019), 5 stuchaczy KI Summer Research School (Tabela 2,
pkt. 4,6, 11-13)

Tematy prac magisterskich:

1. “A study of the potential efficacy of the dipeptidyl peptidase-4 inhibitor Linagliptin to counteract
brain complications in type 2 diabetes mellitus” — Ioni Appelberg (2015)

2. “Effects of diabetes on parvalbumin-containing interneurons in hippocampus: a potential
mechanism at the basis of decreased cognition in diabetes ’— Joakim Nielsen (2016)

Tematy prac licencjackich:

1. “Impaired neuroplasticity at the basis of olfactory dysfunction in type 2 diabetes” — William
Davidsson (2017)

2. “Type 2 diabetes induces neuroplasticity impairment mediated by GABAergic interneurons and
doublecortin-expressing neurons in the piriform cortex of mice” — Ellinor Kjellgren (2018)

Nadzorowatam réwniez wykonanie projektu (Junior Research Project) w ramach studiow

licencjackich:

o “Impaired neuroplasticity at the basis of olfactory impairment in type 2 diabetes” —Sandro
Meunier (2018)

34z41



Tabela 2. Opieka naukowa nad studentami i uczniami

Zat.3 Autoreferat

naukowa z KI

Lp. OKkres Student Program Moja rola
L Gtowny opiekun naukowy,
1. 2015 Ioni Appelberg ?\?Igii ce pr OJIC(CIt*m promotor pracy
edicine (KI%) magisterskiej
L. Glowny opiekun naukowy,
2. 2015-2016 | Joakim Nielsen Degree project in promotor pracy
Medicine (KI) magisterskiej
3 2015-2016 Emanuel Dokt(_)rant z Uniwe’r sytetu Wspotudziat w opiece
. - Candeias w Coimbrze — wspodtpraca naukowej

KI Summer Research

Uniwersytetem w Turynie

4. 2016 Timo Ostervald Gtowny opiekun naukowy
School
William Degree Project in Glowny opickun naukowy,
5. 2017 Davidsson Biomedicine (KI), promotor pracy
Bachelor level licencjackiej
Emily KIS R h ; i
6. 2017 : : ummer Researc Glowny opiekun nauko
Ljungqvist School yop wy
Staz podoktorski na KI i Wspotudziat :
. potudziat w opiece
7. 2017-2018 | Fausto Chiazza wspblpraca naukowa z naukowej

Gloéwny opiekun naukowy,

Ellinor Degree Project in
8. 2018 Kjellgren Biomedicine (KI), promotor pracy
Bachelor level licencjackie;
9. 2018 Sandro Meunier Master’s Programme in Gtoéwny opiekun naukowy
Biomedicine (KI)
Uczestnik studiow
_ ) magisterskich na )
10. 2019 Federico Ugazio Uniwersytecie Piemonte Gloéwny opiekun naukowy
Orientale — wspolpraca
naukowa z KI
11. 2019 Moa KI Summer Research Gtéwny opiekun naukowy
Asmundsson School
12. | 2019 | SaraHelleberg | KISummer Research Wspbludzial w opiece
School naukowej
13. | 2019 | Marcus Chang | KISummer Rescarch Wspludzial w opiece
School naukowej
*Karolinska Institutet, Sztokholm
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Informacja o osiagnieciach dydaktycznych (1), organizacyjnych (2) oraz
popularyzujacych nauke (3) lub sztuke

Prowadzenie zaje¢ dydaktycznych:

LYAnatomia z elementami Neurobiologii” — laboratoria, ¢wiczenia, seminaria
Wydzial Lekarski GUMed, kierunek Lekarski, I rok (2005-2014, 2020-do chwili obecne;j)

,,Gross Anatomy and Neuroscience” — laboratoria, ¢wiczenia, seminaria
Wydzial Lekarski GUMed, English Division, I rok (2006-2014, 2020-do chwili obecne;j)

swAnatomia prawidlowa” — laboratoria, ¢wiczenia, seminaria
Wydzial Nauk o Zdrowiu, kierunek Elektroradiologia, I rok (2008-2012, 2021/2022)

,, Praktyczne aspekty zastosowania anatomii” — fakultet
Wydziat Lekarski GUMed, kierunek Lekarski oraz English Division, I rok (2011-2014)

LwAnatomia prawidiowa cztowieka” — ¢wiczenia
sopocki oddzial Szkoty Wyzszej Psychologii Spotecznej (SWPS), kierunek Fizjoterapia, I rok
(2010/2011)

W ramach podnoszenia kwalifikacji zawodowych, ukonczenie kursow dotyczacych
nowoczesnych metod ksztatcenia studentéw uczelni wyzszych:

Kurs dydaktyki akademickiej (nr 2012-708-148), zorganizowany przez Dzial Oceny Jakos$ci
Ksztatcenia GUMed, 2012

Pedagogika dorostych — kurs online, GUMed, 2021

Whpisana do protokotu oficjalna pochwata dziatalnos$ci dydaktycznej od studentéow I roku
kierunku Lekarskiego GUMed na Radzie pedagogicznej, styczen 2014

Ocena projektéw badawczych realizowanych przez studentéw Karolinska Institutet w
ramach uzyskania licencjatu z biomedycyny (Biomedicine Degree Projects) oraz rola
egzaminatora w trakcie obrony prac licencjackich, lata 2018-2020, liczba ocenionych
projektéw i przeegzaminowanych studentéw: 5

Unowocze$nienie Pracowni biologii molekularnej Zaktadu Anatomii i Neurobiologii:

Bratam aktywny udziat w rozwoju potencjatu badawczego Zaktadu Anatomii i Neurobiologii
GUMed. W 2012 roku przygotowatam projekt zakupu wyposazenia do pracowni biologii
molekularnej w postaci aparatu do iloSciowego PCR. Z mojej inicjatywy zakupiono: aparat
LightCycler® 480 (Roche Diagnostics), aparat do transferu pionowego (BioRad), a takze inny
drobny sprzet laboratoryjny (m.in. mikrowiréwke 1 zestawy pipet automatycznych
(Eppendorf)), co umozliwito wdrozenie nowych metod badawczych w naszej jednostce.

Bylam czlonkiem komisji skrutacyjnej w trakcie zebrania wyborczego nauczycieli
akademickich z I Okregu Wyborczego wybierajgcych elektorow oraz przedstawicieli do Rady
Wydziatu i Senatu GUMed, 7 marzec 2012

Udziat w organizacji kongresow:

o Xlll-tego Miedzynarodowego Kongresu Histochemii i Cytochemii “Imaging of cell
Dynamics”, Gdansk, 23-27 sierpien 2008

e XXXl-ego Kongresu Polskiego Towarzystwa Anatomicznego, Strzelinko, 27-30 czerwiec
2013
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3a) Udzial w thumaczeniu podrecznika akademickiego:

Hansen JT.: Anatomia Nettera do kolorowania. Rozdziatly: Uklad oddechowy i uktad
wewnatrzwydzielniczy. Wyd. Elsevier Urban & Partner, Wroctaw 2010, ISBN: 978-83-
7609-252-2 (wyd.2 Edra Urban & Partner 2015, pISBN: 978-83-65195-02-9)

3b) Jestem pierwsza autorka 2 publikacji przedstawiajacych podsumowanie wynikow

prowadzonych przeze mnie w grupie NeuroCardioMetabol (KI) badan przedklinicznych w
czasopi$mie branzowym dla lekarzy w Szwecji:

e Lietzau G., Nystrom T., Ostenson C.G., Darsalia V., Patrone C. (2016) Diabetesrelaterade

fordndringar i piriforma hjarnbarken kan motverkas efter receptoraktivering av glukagonlik peptid-1
(GLP-1). BestPractice, 19 June;32-34

e Lietzau G., Ostenson C.G., Skogsberg J., Nystrom T., Darsalia V., Patrone C. (2018) Luktformaga
och olfaktorisk neuroplasticitet forbattras av dpp-4-hdammaren linagliptin vid typ 2-diabetes.
BestPractice, online Jul 2018

3c) Prezentacja aktywnosci naukowych prowadzonych w grupie NeuroCardioMetabol
(http://ki.se/en/kisos/the-neurocardiometabol-group) podczas Tygodnia badan: “2018 ars
FoUUi-vecka Idé och kunskap pa S6s” — to rokrocznie organizowane w Sodersjukhuset
(S6s) wydarzenie daje szans¢ na prezentacj¢ grup badawczych oraz zapoznanie si¢ z
wynikami prowadzonych w KI S6s badan naukowych przez personel i pacjentow szpitala, a
takze zainteresowanych ta tematykag mieszkancow Sztokholmu.

3d) Opieka i nadzér naukowy nad uczniami liceum w ramach organizowanej w Karolinska
Institutet szkoty letniej: KI Summer Research School. Moja rola polegata na przedstawieniu
1 zainteresowaniu mtodziezy praca naukowa, a takze nadzorze nad wykonaniem mini-
projektu badawczego i napisaniem krétkiego raportu z jego realizacji. Lista nadzorowanych
przeze mnie uczestnikow tego programu (lata 2016-2017, 2019) znajduje si¢ w Tabeli 2.

7. Inne istotne informacje dotyczace kariery zawodowej

W trakcie mojej kariery zawodowej szczegdlng wage przywigzuje¢ do podnoszenia
kwalifikacji zawodowych. Dlatego tez bratam udziat w szeregu kurséw, szkolen i warsztatow (w
kraju i za granicg), ktére pozwolity mi na rozwéj kompetencji zawodowych zaréwno pod katem
rozszerzenia posiadanej wiedzy merytorycznej (jako ze tematyka mojego doktoratu dotyczyta
udaru moézgu, przez szereg lat uczestniczylam np. w forach udarowych i zjazdach Polskiego
Towarzystwa Udaru Moézgu: pkt. 8, 12, 15, 22, 27), prowadzenia badan doswiadczalnych
(szkolenia na temat prowadzenia do§wiadczen na zwierzetach: pkt. 21 i 30), nowoczesnych metod i
technik z zakresu biologii molekularnej i biomedycyny (pkt. 1, 3, 6-7, 10-11, 13-14, 16, 24, 28-29,
34, 40-41), jak i aplikowania o $rodki na ich realizacj¢ (pkt. 9, 31 i 33), analiz¢ danych (pkt. 25-26)
i publikowanie uzyskanych wynikéw (pkt. 23, 35).

Kursy, warsztaty i seminaria:

1. Warsztaty laboratoryjne z biotechnologii: ,, Laboratoryjne i komputerowe metody badania DNA”
Olsztyn, wrzesien 2000

2. Szkolenie techniczne w Promega, Monachium, marzec 2001

3. Kurs: ,,Analiza ekspresji genéw metodami Real-Time PCR i RT-PCR” w Instytucie Zoologii PAN w
Warszawie, wrzesien 2003

4. Kurs: ,,Najnowsze osiggniecia w technikach biologii molekularnej” zorganizowany przez Applied
Biosystems, marzec 2004
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Kurs ,Jak realizowa¢ zasady GLP (ang.: Good Laboratory Practice) w laboratoriach kontrolnych”,
Warszawa, maj 2004

Kurs: ,, Sekwencjonowanie DNA i analiza wynikéw” w Pracowni Sekwencjonowania DNA i Syntezy
Oligonukleotydow w IBB w Warszawie, wrzesien 2004

Szkolenia nt. technik i metod stosowanych w barwieniach immunohistochemicznych zorganizowane
przez firm¢ BIOKOM w Katedrze Histologii i Immunologii AMG, Gdansk, maj 2007 i wrzesien 2010
IX Interdyscyplinarne Forum Udarowe Polskiego Towarzystwa Udaru Mézgu: ,,Wieloogniskowe zmiany
niedokrwienne mozgu i ich konsekwencje kliniczne”, Torun, pazdziernik 2009

Szkolenie: ,,Pomyst-Projekt-Pienigdz Aktualne mozliwosci finansowania indywidualnych projektow
badawczych ze zrodetl miedzynarodowych ”, Gdansk, pazdziernik 2009

Warsztaty: ,,Wykorzystanie metody amplifikacji w czasie rzeczywistym (Real-time PCR) w oznaczeniach
ilosciowych i jakosciowych” zorganizowane przez Roche, Torun, wrzesien 2010

Praktyczny kurs: ,,Real-Time PCR Ekspresja Genow” DNA-Gdansk, Gdansk wrzesien 2010

X Interdyscyplinarne Forum Udarowe Polskiego Towarzystwa Udaru Mézgu ,.Zylne udary mézgu”
Bydgoszcz, pazdziernik 2010

Warsztaty: ,,Mikromacierze. Analiza danych z uzyciem programu GeneSpring”, organizowane przez
ELSEVIER Urban&Partner, Warszawa, czerwiec 2011

Konferencja naukowa: ,,Genomika 2011. Technologie, diagnostyka medyczna, zastosowania”,
organizowane przez ELSEVIER Urban&Partner, Warszawa, czerwiec 2011

IV Zjazd Polskiego Towarzystwa Udaru Mézgu ,,Postegpy w diagnostyce i leczeniu niedokrwiennego
udaru mézgu”, Torun, pazdziernik 2011

Seminarium: ,,Hodowle komdrek ssaczych” zorganizowane przez firm¢ Merck, Gdansk, kwiecien 2012
Kurs ,,Dydaktyka Akademicka”, GUMed, Gdansk, kwiecien-maj 2012

wEuropa zaprasza mobilnych naukowcow.” spotkanie informacyjne zorganizowane przez Regionalny
Punkt Kontaktowy ds. 7. PR UE przy Politechnice Gdanskiej, Gdansk, maj 2012

Szkolenie: Tworzenie raportow cytowan na Web of Science, (online), czerwiec 2012

Szkolenie: ,,Indywidualne stypendia wyjazdowe w 7. Programie Ramowym UE — wskazowki jak
przygotowac wniosek. EURAXESS — europejski portal dla naukowcow.” — zorganizowane w ramach
Punktu Kontaktowego ds. 7. Programu ramowego przy UG — konsorcjum ,Platforma wspolpracy
Punktéw Kontaktowych ds. Programéw Unii Europejskiej w Regionie Pélnocnym”, Gdansk, czerwiec
2012

wSzkolenie dla o0sob przeprowadzajgcych doswiadczenia na zwierzetach (myszy, szczury)”
zorganizowane przez Trojmiejska Akademicka Zwierzetarniec Doswiadczalng — Centrum Badawczo-
Ustugowe, GUMed (nr kursu 2012-748-151), Gdansk, wrzesien 2012

XI Interdyscyplinarne Forum Udarowe Polskiego Towarzystwa Udaru Moézgu: ,,Udar krwotoczny
mozgu”, Jurata, wrzesien 2012

Szkolenie ,Jak skutecznie pisa¢ publikacje naukowe” w ramach konferencji Bioinnovation International
Summit, Gdansk, pazdziernik 2012

Szkolenie operatorsko-aplikacyjne z obstugi aparatu LightCycler® 480 firmy Roche, Gdansk, listopad
2012

Kurs: “Podstawy biostatystyki w oparciu o pakiet Statistica.pl” zorganizowany przez Studium Nauczania
Matematyki, Statystyki i Informatyki Wydzialu Farmaceutycznego GUMed, Gdansk, luty 2013

Kurs "Regresja logistyczna w badaniach medycznych i przyrodniczych", z zakresu wykorzystania
oprogramowania STATISTICA zorganizowany przez StatSoft, Gdansk, kwiecien 2013

XII Interdyscyplinarne Forum Udarowe Polskiego Towarzystwa Udaru Moézgu: ,.Zespoly sercowo-
mozgowe i mozgowo- sercowe”, Jurata, wrzesien 2013

Seminaria: ,,Odwrotna transkrypcja i Real-time PCR — technika, Zrodta najczestszych problemow i ich
rozwigzania”, ,,Klonowanie molekularne — optymalizacja techniki”’, ,,Technologia RNAi i jej
zastosowanie w badaniach biologicznych” - zorganizowane na GUMedzie przez ThermoScientific,
Darmacon oraz ABO sp. z 0.0., Gdansk, maj 2014

Warsztaty “Zastosowanie spektrometrii mas w proteomice i genomice” — zorganizowane w ramach
projektu MOB14Health przez Migdzyuczelniany Wydzial Biotechnologii Uniwersytetu Gdanskiego i
Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego we wspolpracy z firmami KAWA.SKA, SEQUENOM i1 AB
SCIEX, Gdansk, czerwiec 2014

Kurs teoretyczny i praktyczny: ,[Laboratory Animal Science for Researchers — Rodents and
Lagomorphs” — zakonczony uzyskaniem certyfikatu FELASA kat. B, KI, Sztokholm,
pazdziernik/listopad 2014

Grant Writing Workshop: “Scientific Grant Writing. The Practical Approach” prowadzony przez
Angelike Hofmann z Yale University w KI, Sztokholm, listopad 2015 i kwiecien 2017
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Kurs: “Neurodegenarative disorders - from molecule to treatment” — KI, Sztokholm, pazdziernik 2015
Kurs: “Successful grant applications: getting it right” zorganizowany przez Elsevier Publishing
Campus, (online), luty 2016

Seminarium: ,, Badania ekspresji genow na roznych poziomach - optymalne zastosowanie reakcji gPCR i
systemow genow reporterowych lucyferazy” zorganizowane przez Promega na GUMed, Gdansk, maj
2016

Warsztaty KIB: “Choosing a journal to publish in” biblioteka KI, Sztokholm, marzec 2017

Symposium: “Cardiometabolic Risk and Vascular Disease: from Mechanisms to Treatment” KI,
Sztokholm, grudzien 2017

“CPR course with guidelines from the Swedish Resuscitation Council”, Sodersjukhuset, Sztokholm,
grudzien 2017

Kurs jezyka szwedzkiego, poziom Al+, BBi Communication, Sztokholm, semestr zimowy 2018
Warsztaty: ,,Presentation Skills for Postdocs” zorganizowane przez KIPA (Karolinska Institutet Postdoc
Association), Sztokholm, wrzesien 2018

Warsztaty nt. hodowli organoidéw, zorganizowane przez Karolinska Stem & Cell Organoid/Murine
Stem Cell Unit, BioNut, KI, maj 2019

Seminarium: ,,Bio-Plex® User Meeting Stockholm”, zorganizowane przez BioRad, KI Solna,
Sztokholm, pazdziernik 2019

Seminarium: “More than bystanders, learning what microglia do in dementia” — KI, (online), wrzesien
2020

Webinar: “Writefull — narzedzie do korekty tekstow naukowych” — Jacek Lewinson, listopad 2020

Kurs: ,, Pedagogika dorostych” organizowany przez GUMed, wrzesien-pazdziernik 2021
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