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2. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. 2016 poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 poz. 1311)

2.1. Tytut osiggniecia naukowego

Wykorzystanie modeli transgenicznych opartych o ablacje czynnika transkrypcyjnego TIF-IA do badan
nad neuroprotekcja w chorobach neurodegeneracyjnych

2.2. Lista publikacji wchodzacych w skfad osiggniecia naukowego

Tabela 1. Wykaz publikacji wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego bedacego przedmiotem habilitacji ze
wskaznikami bibliometrycznymi z roku opublikowania pracy i opisem wktadu habilitanta. Punkty IF/MNiSW
liczone wg wskaznikow podanych dla roku opublikowania pracy.

L.p. Publikacja IF MNiSW Wktad habilitanta

Dr Parlato — jako pomystodawca badan - jest
pierwszym autorem publikacji, natomiast ja
bytem odpowiedzialny za prowadzenie projektu
podczas jej urlopu macierzynskiego. Wykonatem
eksperymenty zilustrowane na Fig 1G-L, 2I-P,
4A-C, 4F, uczestniczytem w wykonaniu
pozostatych, analizie i dyskusji wynikow,
wspdlnie z GS i RP napisatem manuskrypt
pracy. Swoj wkiad w powstanie pracy oceniam
na 50%.

Parlato R, Kreiner G, Erdmann G, Rieker C,
Stotz S, Savenkova E, Berger S, Grummt |,
Schiitz G: Activation of an endogenous

1 suicide response after perturbation of rRNA 7,452 24
synthesis leads to neurodegeneration in mice.
J Neurosci 2008; 28:12759-64; doi:
10.1523/JNEUROSCI.2439-08.2008

Wspdlnie z dr Parlato i dr Bierhoffem bytem
pomystodawcg badan. Wykonatem
eksperymenty zilustrowane na Fig. 2a-e; 3c;
4a,b, d-f; 5a,c; 6¢; Suppl Fig. 2a, 3a-c, 4, 6a-d,
uczestniczytem w wykonaniu wigkszo$ci
pozostatych, analizie i dyskusji wynikow,
redagowaniu manuskryptu. Opracowatem wyniki
w ostatecznej formie, przygotowatem w finalnej
wersji wszystkie ryciny i ostateczng wersje pracy.
Swoj wktad w jej powstanie oceniam na 50%.

Kreiner G, Bierhoff H, Armentano M,
Rodriguez-Parkitna J, Sowodniok K, Naranjo
JR, Bonfanti L, Liss B, Schiitz G, Grummt |,
2 | Parlato R: A neuroprotective phase precedes 8,385 40
striatal degeneration upon nucleolar stress.
Cell Death Differ 2013; 20: 1455-1464; doi:
10.1038/cdd.2013.66

Kreiner G: Compensatory mechanisms in

3 genetic models of neurodegeneration: are the 4.609 35 Praca przegladowa napisana samodzielnie.
mice better than humans? Front Cell Neurosci ’ Wkiad w powstanie pracy — 100%
2015 6;9:56; doi: 10.3389/fncel.2015.00056
Bytem pomystodawca badan, zdobytem Srodki
Kreiner G, Rafa-Zabtocka K, Chmielarz P, na ich realizacje (grant NCN Opus2), wykonatem
Baginska M, Nalepa I: Lack of riluzole efficacy eksperymenty zilustrowane na Fig. 2A-D i 3A-D,
4 in the progression of the neurodegenerative 2118 35 wspotuczestniczytem w wykonaniu pozostatych.
phenotype in a new conditional mouse model ’ Przeanalizowatem wyniki, przygotowatem ryciny i
of striatal degeneration. PeerJ 2017; 5:63240; napisatem manuskrypt pracy. Jestem jej autorem
doi: 10.7717/peer}.3240 korespondencyjnym. Wktad wtasny w powstanie

publikacji oceniam na 75%.
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Kreiner G: What have we learned recently
from transgenic mouse models about

5 neurodegeneration? The most promising
discoveries of this millennium. Pharmacol Rep
2018, 70(6):1105-1115; doi:
10.1016/j.pharep.2018.09.006

25 Praca przegladowa napisana samodzielnie.

2,187 Wkiad w powstanie pracy — 100%

Bytem pomystodawca badan, zdobytem Srodki
na ich realizacje (grant NCN Opus2), wykonatem
eksperymenty zilustrowane na Fig. 3A-D,
wspétuczestniczytem w wykonaniu pozostatych.
Przeanalizowatem wyniki, przygotowatem ryciny i
napisatem manuskrypt pracy. Jestem jej autorem
korespondencyjnym. Swéj wktad w powstanie
publikacji oceniam na 60%.

Kreiner G, Rafa-Zabtocka K, Barut J,
Chmielarz P, Kot M, Bagiriska M, Parlato R,
Daniel WA, Nalepa I: Stimulation of

6 | noradrenergic transmission by reboxetine is 4,122 40
beneficial for a mouse model of progressive
Parkinsonism. Scientific Rep 2019, 9:5262;
doi: 10.1038/s41598-019-41756-3

29,473 199

Podsumowujac, na osiggni¢cie naukowe bedace przedmiotem habilitacji sktadaja si¢

e 4 prace oryginalne
e 2 przegladowe

Sumaryczny IF prac wchodzacych w sktad dzieta habilitacyjnego —29.473 (199 MNiSW), w tym 22.077
(139 MNiSW) z prac oryginalnych.

2.3. Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikédw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

2.3.1. Wprowadzenie

Choroby neurodegeneracyjne

Najpowazniejszym z zadan jakie stoja przed wspotczesng medycyng jest nie tyle samo
przedluzenie zycia ludzkiego (wg danych statystycznych GUS w Polsce wskaznik $redniej dtugosci
zycia to obecnie 74 lata dla me¢zczyzn i 82 dla kobiet; w Japonii — odpowiednio 81 i 88 lat), ale
zapewnienie by trwato ono we wzglednie dobrym zdrowiu do ostatnich dni. Jednym z najwickszych
zagrozen dla dobrej kondycji umystowej 1 fizycznej w podesztym wieku sg choroby
neurodegeneracyjne, w znacznej wigkszosci przypadkéw o nieustalonej etiologii. Szacuje si¢, ze np.
zapadalno$¢ na chorobg Alzheimera obejmuje obecnie ok. 40 mln. ludzi na catym $wiecie a osiagnie
135 mln. do roku 2050, w przypadku choroby Parkinsona te wskazniki wynosza odpowiednio 6 mln. na
chwilg obecna z alarmujaca prognostyka zapadalnosci co trzeciej osoby powyzej wieku 65 lat w roku
2050 (zrédto: dane GUS, www.alzheimer.org.pl, www.mayoclinic.org).

Zdecydowana wigkszo$¢ chorob neurodegeneracyjnych, w tym ok. 90% przypadkéw choroby
Alzheimera (AD) i Parkinsona (PD), nalezy do schorzen idopatycznych o nieustalonej etiologii, ale
nawet w przypadku choréb wywotywanych przez mutacje genetyczne (dziedziczne formy AD i PD czy
choroba Huntingtona, HD) sekwencja proceséw wewnatrzkomorkowych prowadzacych do utraty
neuronéw pozostaje stabo poznana'. Pomimo ogromnych wysitkow, gigantycznych funduszy i wielu lat
badan, postep w mozliwosciach leczenia choréb neurodegeneracyjnych nie wydaje si¢ szczegdlnie
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spektakularny. Aktualnie dostepne farmakoterapie wcigz ograniczaja si¢ wylacznie do leczenia
objawowego i nie sg w stanie zahamowac progresji choroby.

Wsrod niektorych badaczy istnieje poglad, iz rézne choroby neurodegeneracyjne mogg posiadac
wspolne szlaki prowadzace do ostatecznej $mierci komorki. Uposledzenie mitochondridw, procesy
zapalne, zaburzenia degradacji bialek, funkcji jaderka komorkowego, stres oksydacyjny, apoptoza i
autofagia - wszystkie te procesy, postulowane jako zaangazowane w procesach neurodegeneracyjnych,
nie stanowig specyficznej cechy konkretnego schorzenia. Postuluje si¢, ze takie holistyczne podejscie
moze przyczynié sie do lepszego zrozumienia patofizjologii neurodegeneracji’. Doglebne poznanie tych
wewnatrzkomorkowych proceséw na poziomie molekularnym wraz z rozwojem wczesnej diagnostyki
chorob neurodegeneracyjnych moze przyczyni¢é si¢ w przysztosci do projektowania nowych
farmakoterapii o charakterze neuroprotekcyjnym, wprowadzanych — co wazne — na wczesnym etapie
neurodegeneracji, przed wystapieniem objawoéw zwigzanych z nieodwracalng utrata komorek
nerwowych.

Modele badawcze

Aby bada¢ mechanizmy molekularne choréb neurodegeneracyjnych, a takze testowac
potencjalne farmakoterapie, konieczne sa dobre modele zwierzegce. Stanowig one wciaz niezastapiony
pomost pomiedzy badaniami in-vitro z wykorzystaniem linii komérkowych a probami klinicznymi.
Mozna przyjaé, ze idealny model choroby neurodegeneracyjnej powinien charakteryzowaé sig
nastepujacymi piecioma paradygmatami’:

e obraz neuropatologii widoczny dopiero u zwierzat dorostych;

e uposledzenie kognitywne lub motoryczne typowe dla przebiegu schorzenia;

e wystepowanie charakterystycznych inkluzji biatkowych dla danej choroby (ciata Lewy’ego,

splatki, plaki itp.);

e progresja postepujgca w czasie, odzwierciedlajaca sekwencje¢ zmian neurodegeneracyjnych;

e relatywnie krotki przebieg procesu neurodegeneracyjnego dla efektywnego badania i

testowania potencjalnych terapii.

Niestety, taki idealny model nie istnieje. Klasyczne, farmakologiczne modele oparte o podania
rozmaitych neurotoksyn (np. 6-OHDA, MPTP stosowane do wywotania neurodegeneracji dopaminowej
odzwierciedlajacej fenotyp PD, kwas kainowy — degeneracji neurondéw prazkowia w przebiegu HD,
podanie B-amyloidu dla wywotania zmian kognitywnych przypominajacych fenotyp AD) spehiaja
wprawdzie pierwsze dwa warunki (fenotyp widoczny u zwierzat dorostych) ale dzialaja na zasadzie
systemu ,,zero-jedynkowego” (podanie toksyny wywoluje natychmiastowy efekt) i tym samym
zazwyczaj nie umozliwiaja badania powolnego procesu utraty komoérek nerwowych, tak
charakterystycznego dla chorob neurodegeneracyjnych. Ponadto, modele te z definicji raczej nigdy nie
beda mialy wiele wspolnego z rzeczywistg etiopatologia schorzenia.

W drugiej potowie XX wieku wielkie nadzieje poktadano w modelach transgenicznych,
tworzonych gléwnie na myszach. Wybor tego gatunku podyktowany byt nie tylko wzgledami
praktycznymi (relatywnie niskie koszty utrzymania zwierzat, efektywno$¢ hodowli, dostepnos¢ miejsca
dla bytowania zwierzat itp.) ale przede wszystkim technicznymi ograniczeniami zwigzanymi z
koniecznos$ciag wykorzystania w procesie transgenezy na etapie homologicznej rekombinacji
embrionalnych komoérek macierzystych. Byto to stosunkowo tatwe do przeprowadzenia u myszy, u
szczuréw stalo sie mozliwe dopiero w roku 2008*. Pierwsze modele transgeniczne byly oparte o
strategi¢ wiernego powielania mutacji odpowiedzialnych za ludzkie formy niektérych choréb
neurodegeneracyjnych, zwykle poprzez tworzenie zwierzat z delecjg konkretnego genu (tzw. knock-
out, KO), jednak zbieznos¢ tych modeli z oczekiwanym fenotypem czesto nie byta zadowalajaca™”.
Nalezy tu podkresli¢, ze tzw. globalny knock-out (KO) niesie ze sobg sporo trudnych do przewidzenia
probleméw — z jednej strony niejednokrotnie letalno$¢ spowodowang kontrolowaniem przez dany gen
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rowniez innych, waznych funkcji zyciowych (zwlaszcza na etapie prenatalnym) z drugiej — wywotanie
szeregu zmian kompensacyjnych, powodujacych w efekcie brak pozadanej odpowiedzi fenotypowej. Sa
to czgsto podnoszone argumenty przeciwko traktowaniu modeli genetycznych jako wartosciowych dla
badania ztozonych proceséw sktadajacych si¢ na calos¢ procesu danej choroby.

Wprowadzenie w potowie lat 90. XX wieku technologii tworzenia modeli opartych o
warunkowa/indukowang ekspresje gendow z wykorzystaniem tzw. rekombinacji zlokalizowanej (np.
system Cre/loxP) zrewolucjonizowato metodologi¢ otrzymywania zwierzat transgenicznych,
umozliwiajac ukierunkowanie mutacji do okreslonych populacji komérkowych®. Dodatkowo, modele
indukowane pozwolily na przezwyciezenie wielu problemow zwigzanych z efektami kompensacyjnymi
i niespecyficznoscia, jakimi obarczone byly czesto modele typu KO. Systemy warunkowej/indukowane;j
ekspresji genow umozliwiajg wlaczanie mutacji juz na etapie dorostego zycia zwierzgcia, co jest
szczegoblnie pozadane w przypadku badan nad neurodegeneracja, a prawidtowy dobdr odpowiedniego
promotora rekombinazy Cre gwarantuje wycigcie badanego genu wylacznie w wybranej populacji
komorek.

Obecnie jestesmy $wiadkami kolejnego przetomu w transgenice. Niedawne odkrycie potgznego
i stosunkowo prostego w swoich zatozeniach narzedzia do edycji genow, systemu CRISPR/Cas9”'" —
metodologii uznanej w 2015 roku za przetom roku w naukach biologicznych, ktorej odkrywcy stali si¢
powaznymi kandydatami do nagrody Nobla — otworzylo nowa er¢ transgeniki, ktora z pewnoscia

. . . . . . . . ;11,12
zaowocuje wprowadzeniem na scen¢ wielu modeli zwierzecych w niedalekiej przysztosci .

Czynnik transkrypcyjny TIF-1A

Czynnik transkrypcyjny TIF-IA, zlokalizowany w jaderkach komodrkowych, jest kluczowym
regulatorem polimerazy I sterujacej procesem biosyntezy biatka'”. Jaderka komoérkowe (ang. nucleolus),
zlokalizowane wewnatrz jadra komorki, sg odpowiedzialne za syntez¢ rybosomalnego RNA. Jednak
oprocz tej ,,tradycyjnej” roli pelnionej przez te organella komoérkowe, jaderka petnia wazng role w
utrzymaniu homeostazy komoérki, posredniczac w rozmaitych procesach wewnatrzkomérkowych'*".
Niekorzystne zmiany molekularne zwigzane z uposledzong aktywnoscia jaderkowa pod pojeciem tzw.
»HStresu jaderkowego” (ang. nucleolar stress) zaczgly by¢ postrzegane jako istotne czynniki sprawcze
w rozmaitych procesach chorobotworczych powiazanych z uszkodzeniami na poziomie DNA'C, choé
do okreslenia ich doktadnej roli droga jeszcze daleka. Wykazano m.in., ze prawidtowe funkcjonowanie
jaderek jest niezbedne m.in. do przezycia neurondéw, odpowiada za aktywnos$¢ mitochondriéw i liczne
szlaki wewnatrzkomorkowej sygnalizacji'’. Uposledzenie funkcji jaderek zostalo skorelowane w
ostatnich latach réwniez z patofizjologia chorob neurodegeneracyjnych w tym PD, oraz innych,
rzadkich choréb genetycznych'®".

2.3.2. Geneza cyklu prac wchodzgcych w sktad osiggniecia habilitacyjnego

W 2005 roku ukazata si¢ praca autorstwa Yuan et al. z grupy badawczej prof. Ingrid Grummt z
German Cancer Research Center (Deutsches Krebsforschungszentrum, DKFZ) w Heidelbergu,
pokazujaca in-vitro mozliwo$¢ wywotania zaprogramowanej $mierci komorek na drodze apoptozy
zaleznej od biatka p53*°. Opublikowanie tej pracy zbiegto si¢ z moim przyjazdem do Heidelbergu (maj
2005), gdzie w latach 2005-2008 miatem przyjemno$¢ odby¢ blisko 3.5 roczny staz podoktorski w
grupie prof. Giinthera Schiitza (Laboratory of Molecular Biology of the Cell I). Wspotpracujac z dr
Rosanng Parlato, przebywajaca rowniez w tym czasie na stazu podoktorskim w grupie prof. Schiitza,
zainteresowaliS$my si¢ mozliwoséciag wykorzystania tego narzedzia badawczego in-vivo, do wywotania
zaprogramowanej $mierci wybranych populacji komoérkowych, tworzac odpowiednie modele
transgeniczne chordéb neurodegeneracyjnych w systemie warunkowych rekombinacji Cre/loxP.
Poniewaz pierwsze proby byty bardzo obiecujace, wspolnie z pozostatymi osobami zaangazowanymi w
projekt dokonaliSmy zgloszenia patentowego chronigcego pomyst tworzenia transgenicznych modeli

10
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zwierzecych, opartych o komoérkowo-specyficzng ablacje czynnika transkrypcyjnego TIF-IA i
wywotlanie apoptotycznej Smierci komorek w celu studiowania przebiegu chorob neurodegeneracyjnych
na przyktadzie choroby Parkinsona (patent W(Q/2007/110245). Réwnolegle, wraz z dr Rosanng Parlato
i dr Clausem Riekerem (wowczas doktorantem w grupie prof. Schiitza) dokonali$my charakterystyki
modelu in-vivo, poczatkowo na bazie myszy z delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-IA w
neuronalnych komérkach progenitorowych?!, pézniej takze w komorkach ekspresjonujacych transporter

dopaminowy (DAT) jako model progresywnego parkinsonizmu (linia TIF-TAPATCeERT2

), opublikowany
ostatecznie w 2011 roku w J Neurosci*>. W pracy tej opisano caly szereg postepujacych progresywnie
zmian neurodegeneracyjnych, charakterystycznych dla przebiegu PD. Poniewaz bylo to
podsumowanie doktoratu Clausa Riekera, gdzie habilitant pehit tylko doradcza role i wykonat
niewielki fragment eksperymentow, publikacja ta (Rieker et al., J Neurosci, 2011) nie jest wlaczona

do osiggnigcia habilitacyjnego.

2.3.3. Omdwienie gtéwnych wynikéw cyklu prac (osiggniecia naukowego)

Dla zweryfikowania mozliwo$ci wykorzystania do badan nad neurodegeneracjg narzgdzia jakim
byla celowana delecja genu kodujacego czynnik transkrypcyjny TIF-IA, w pierwszym etapie badan, z
pomoca systemu warunkowej rekombinacji Cre/loxP, wywotaliémy ablacj¢ TIF-IA w neuronalnych
komérkach progenitorowych uzywajac jako promotora rekombinazy Cre bialka nestyny. W efekcie,
czynnik transkrypcyjny TIF-IA zostat usuniety ze wszystkich komoérek ekspresjonujacych nestyne, juz
na etapie prenatalnym (myszy TIF-IAN®™). Jak spodziewali$my sie, brak TIF-IA w neuronalnych
komoérkach progenitorowych okazal si¢ letalny, u myszy nie dochodzito do rozwoju uktadu
nerwowego”'. Ten model, oczywiscie bezuzyteczny jesli chodzi o praktyczne zastosowanie, pozwolit
nam jednak w szybki sposob pozytywnie zweryfikowaé, czy opisany system in-vitro moze by¢
wykorzystany do modelowania chordéb polegajacych na utracie komorek nerwowych. Kwestig byto
tylko dobranie odpowiedniego promotora rekombinazy Cre. Ponadto — co wazne — w krdtkim czasie
zdotaliSmy potwierdzi¢ in-vivo zaktadang kinetyke zmian molekularnych, wykazujac kolejno wzrost
akumulacji biatka p53, apoptoze i w rezultacie $mier¢ komoérek ekspresjonujacych nestyne (Rye. 1)*'.
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Ryc. 1. Efekty mutacji u myszy TIF-IANesCre widoczne na etapie rozwojowym: dezintegracja jaderek widoczna w barwieniu z przeciwciatem
anty-NPM/B23 (H,H’), wzrost ekspresiji biatka p53 (K), apoptoza mierzona wzrostem ekspresiji kaspazy 3 (L). Po lewej stronie analogiczny

uktad eksperymentalny u zwierzat kontrolnych (G,1,J). (Parlato et al., J Neurosci, 2008).
Kolejnym etapem byto wygenerowanie modeli opartych o usunigcie czynnika transkrypcyjnego

TIF-IA w dojrzatych neuronach, co wywotato ich postepujaca degeneracje. Efekt ten wykorzystalismy
w dwoch stworzonych przez nas liniach myszy transgenicznych, wspomnianej juz na wstepie TIF-
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TAPATCERTZ 4 TIF_JAP'C" ) gdzie gen kodujacy TIF-IA byl usuwany selektywnie odpowiednio z

komorek dopaminowych rejonu substancji czarnej i pola brzusznego nakrywki (ang. substantia
nigra, ventral tegmental area, SN/VTA) (linia TIF-IAP*T**}12) oraz prazkowia (linia TIF-IAP'RC™),
co powodowalo wierne odtworzenie sekwencji zmian neurodegeneracyjnych obserwowanych
odpowiednio w PD* i HD”. W pierwszym przypadku jako promotora rekombinazy Cre uzyto
transportera dopaminowego (DAT), w drugim przypadku rekombinaza Cre byta pod kontrola promotora
DIR (receptor dopaminowy D1).

Warto podkresli¢, ze istotng cechg wszystkich modeli opartych o ablacj¢ TIF-IA jest wywotanie
zmian o charakterze progresywnym, rozwijajacych si¢ na przestrzeni kilku tygodni, co pozwala na
rzeczywiste odzwierciedlenie kinetyki procesé6w neurodegeneracyjnych, jak rowniez daje mozliwosc
badania $ciezek molekularnych zaangazowanych w ich rozwo6j. Ponadto, w $wietle ostatnich doniesien
literaturowych, zjawisko zahamowania syntezy rRNA bedace bezposrednim efektem wywotanej
mutacji (nucleolar stress) wydaje si¢ mie¢ nie tylko znaczenie narzgdziowe, ale moze istotnie by¢
elementem rzeczywistego procesu neurodegeneracyjnego'". Byé moze wilasnie dlatego, obie linie
odzwierciedlalty wiernie fenotyp zmian neurodegeneracyjnych, charakterystyczny zaréwno w
przypadku linii modelujacej PD jak i HD. W obu przypadkach postgpujaca utrata neuronéw byta
wyraznie skorelowana z zaburzeniami motoryki zwierzat mierzonymi na przestrzeni tygodni w testach
behawioralnych (rotarod, test klasnie¢ — ang. clasping behawior, ruchliwo$¢ zwierzat). Zwierzeta TIF-
IAP'RC™ na wezesnym etapie zmian neurodegeneracyjnych poprzedzajacym utrate neuronéw w rejonie
prazkowia, charakteryzowaty si¢ ponadto widocznym podniesieniem markerdéw stresu oksydacyjnego,
mikro- 1 astrogleju, zmianami w aktywnos$ci komplekso6w mitochondrialnych. Co szczegodlnie

interesujace, w przypadku linii TIF-IAP'*"

profilowanie ekspresji genéw ujawnito, ze 13-tygodniowe
myszy TIF-IAP'R“ wykazuja zadziwiajaco podobny profil transkryptomiczny w stosunku do
obserwowanego w przebiegu ludzkiej choroby Huntingtona, daleko bardziej zgodny niz inne modele

HD, jak cho¢by najpowszechniej uzywany model myszy R6/2 (Rye. 2).

HD R6/2 TIF-IAPIRCre HD R6/2 TIF-IAPTRCre
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Ryc. 2. (A) Progresywna neurodegeneracja u myszy TIF-IAP'RCre ywidoczniona na przestrzeni kilku tygodni za pomoca, barwienia IHC z
przeciwciatem anty-D1R w prazkowiu. (B) Poréwnanie istotnych statystycznie zmian transkryptomicznych dla 250 genéw o najbardziej
podwyzszonej i obnizonej ekspresji w HD (dane zebrane na materiale ludzkim) w stosunku do modelu R6/2 i TIF-IAP'RCre (Kreiner et al., Cell
Death Diff, 2013).

Po zakonczeniu stazu podoktorskiego powyzsze linie myszy transgenicznych zostaly

przeniesione do Instytutu Farmakologii PAN, gdzie wykorzystano je do badan nad neuroprotekcijg i
farmakologiczng weryfikacja potencjalnych strategii neuroprotekcyjnych w powyzszych modelach
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(grant NCN Opus2 2011/03/B/NZ7/05949, kierownik: dr Grzegorz Kreiner). Zatozenia tych badan
zostaly ujete w opublikowanej przeze mnie rownolegle pracy przegladowej wyrazajacej poglad, ze brak
fenotypu obserwowany niekiedy w modelach zwierzgcych tworzonych na bazie celowania w mutacje
odpowiedzialne za ludzkie formy choréb neurodegeneracyjnych niekoniecznie oznacza, iz model jest
nieprzydatny. Przeciwnie, moze sktania¢ do badan w kierunku identyfikacji mozliwych mechanizmoéw
neuroprotekcyjnych, zaangazowanych w ,,0dporno$¢” zwierzat na wywolang mutacje™*.

Jednym z takich mechanizméw moze by¢ wzajemna regulacja procesow apoptozy i

autofagocytozy, obserwowana w modelu TIF-IAP'*

i opisana w pracy Kreiner et al., Cell Death
Differ, 2013%. W publikacji tej wykazano

istnienie neuroprotekcyjnej fazy obronnej

Nucleolar
—  stress N, obserwowanej u 9-tygodniowych myszy
@ TIF-IAP'®“"® w odpowiedzi na wprowadzona
/ \ mutacj¢, polegajacej na  przejSciowej

aktywacji zaleznej od bialka p53 fosfatazy
PTEN oraz zahamowaniu sciezki

sygnalizacyjnej zwigzanej z kinaza mTOR

1
1 i
@ @ (ang. mammalian target of rapamycin) co
, . J \ powodowato nasilenie procesow

/ \ autofagocytozy”. Jednym =z glownych

’ 3
% C G—' - osiggnig¢ tej pracy bylo udowodnienie, ze

Autophagy T Autophagy ¥ dodatkowe usunig¢cie pS3/PTEN przyspiesza
fenotyp neurodegeneracyjny u myszy TIF-
\/ \/ IAP'RC™ pozbawiajac komoérki mozliwosci
Neuronal survival Neuronal death aktywowania obronnego procesu
autofagocytozy poprzez inhibicje szlaku

Ryc. 3. Schemat reprezentujacy zalezng od p53/PTEN mTOR (Rye. 3).

neuroprotekcyjng odpowiedz komérkowa na wywotana mutacie u myszy

W dalszych badaniach podj¢to probe wykazania, czy dodatkowe nasilenie tego procesu poprzez
chroniczne podania trehalozy (roztwor 2%, per os, 8 tyg.) moze wplywac¢ pozytywnie na modulacje
fenotypu mutacji. Trehaloza posiada udokumentowane dziatanie wzmagajace autofagocytoze,
niezalezne od szlaku mTOR>?’, Proba ta jednak okazata si¢ nieskuteczna. Zwierzeta przyjmujace
trehaloze (roztwor 2%, per os) — w przeciwienstwie do zwierzat otrzymujacych zwykla wode oraz
maltoze¢ (kontrola negatywna) — wykazywaly wprawdzie nieco zwigkszony poziom ekspresji biatka LC3
(marker autofagocytozy), ale nie miato to znaczenia praktycznego (dane nicopublikowane). Z drugiej
strony, moze to podkresla¢, ze dla efektow neuroprotekcyjnych istotne jest wlasnie zaangazowanie
przekaznictwa poprzez szlak mTOR a nie tylko samo wzmozenie procesOw autofagocytarnych.

Kolejne proba weryfikacji innej strategii neurprotekcyjnej w tym modelu polegata na stymulacji
neurogenezy w prazkowiu poprzez chroniczne podania riluzolu (5 mg/kg, i.p., 14 dni), leku
wprowadzonego kilka lat temu do leczenia stwardnienia zanikowego bocznego (ALS) i HD, z
postulowanym udziatem w nasileniu procesu neurogenezy>*. Po podaniach riluzolu zaobserwowano
istotnie znamienne statystycznie nasilenie neurogenezy w rejonie strefy podkomorowej (SVZ, ang.
subventricular zone) wykazane w barwieniach immunofluorescencyjnych z uzyciem markera Ki67, nie
wptyneto to jednak na kinetyke postepujacego procesu neurodegeneracji jak rowniez na zmiany w
morfologii neuronéw, mierzone analiza ilosci kolcow dendrytycznych®. Moglo to wynikaé z
konieczno$ci zastosowania mniejszej dawki riluzolu niz zakladanej w projektowanych badaniach i
podawanej w piSmiennictwie, ze wzglgdu na duzg $Smiertelno$¢ zwierzat. Ze wzgledu na brak tolerancji

DIRCre

u myszy linii TIF-IA stosowanej standardowo w badaniach dziennej dawki riluzolu (30 mg/kg,

i.p.), konieczne bylo jej zmniejszenie (az do 5 mg/kg, i.p.) oraz skrocenie planowanego okresu podan
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(14 dni zamiast 21), co mogto mie¢ wptyw na uzyskane wyniki. Niemniej jednak, wykazanie efektu
wzmozenia neurodegeneracji pod wptywem riluzolu stanowito oryginalne odkrycie tej pracy.

W nastgpnym etapie badan dokonano weryfikacji hipotezy mneuroprotekcyjnej roli
noradrenaliny i mozliwosci wykorzystania tego zjawiska dla strategii przysztych farmakoterapii
choroby PD. Jak powszechnie wiadomo, PD jest powoli post¢pujaca choroba neurodegeneracyjna
osrodkowego uktadu nerwowego, prowadzaca do zaniku komoérek nerwowych uktadu dopaminowego
w rejonie SN/VTA, co bezposrednio odpowiada za jej objawy. PD jest zwigzana jednak nie tylko z
neurodegeneracja w obrebie uktadu dopaminowego, odpowiedzialnego bezposrednio za powstawanie
symptomoéw, ale takze z dysfunkcja innych systeméw pozapiramidowych, a w szczegdlnosci uktadu
noradrenergicznego™. Postuluje sic nawet, ze degeneracja komorek ukladu noradrenergicznego w
miejscu sinawym (LC, locus ceruleus) moze poprzedzaé, a nawet przewyzsza¢ utrate komorek
dopaminowych®??. Dane eksperymentalne wskazuja na istotna zalezno$¢ pomiedzy poziomem
noradrenaliny w mézgu a podatno$cig na neurotoksyny indukujace parkinsonizm u myszy, podkreslajac
neuroprotekcyijna rolg tego neurotransmitera® >,

Do badan w tym kierunku wykorzystano model progresywnego parkinsonismu, oparty o
usuniecie czynnika transkrypcyjnego z rejonu SN/VTA (linia TIF-IAPATC™RT?) - Wykazano, iz
stymulacja ukladu noradrenergicznego poprzez chroniczne podanie leku z grupy selektywnych
inhibitoréw wychwytu zwrotnego noradrenaliny, reboksetyny (20 mg/kg, i.p., 21 dni), powodowata
spowolnienie progresji fenotypu mutacji. Podanie reboksetyny tagodzito obserwowany u 13-tyg. myszy
TIF-IAPATCERT2 hostep w zaburzeniach motorycznych mierzonych w tescie rotarod jak rowniez
przyczyniato si¢ do spowolnienia zaréwno spadku liczby komoérek TH+ w rejonie SN/VTA jak i
obnizenia poziomu dopaminy w prazkowiu w stosunku do myszy zmutowanych, nie otrzymujacych
leku’®. Réznica ta byta widoczna szczegolnie u zwierzat w 10 tygodniu od indukcji mutacji wywotanej
poprzez podanie tamoksifenu (Ryc. 4).
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Ryc. 4. Neuroprotekcyjne efekty chronicznych podan reboksetyny (REB) widoczne u myszy TIF-IAPATCreERT2 wyrazone poprzez zliczenia
komérek TH+ w rejonie w rejonie SN (A) i VTA (B). TAM+7,+10,+13 - liczba tygodni od indukcji mutacii (Kreiner et al., Scientific Rep, 2019).

Analogiczna préba serii eksperymentdw z zastosowaniem chronicznych podan antagonisty
receptorow alpha,-AR, atipamezolu (3 mg/kg, i.p., 21 dni) — inne podejscie w kontek$cie mechanizmu
dziatania, ale prowadzace réwniez do nasilenia transmisji noradrenergicznej — nie wykazata podobnych
efektow. W dodatkowych badaniach in-vitro potwierdziliSmy jednak na przyktadzie fenylefryny, ze
agonisci noradrenergiczni maja pozytywny wplyw na przezywalno$¢ komorek dopaminowych z
embrionalnych hodowli pierwotnych®.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wykazaty, iz modele choréb neurodegeneracyjnych oparte o
selektywng ablacje czynnika transkrypcyjnego TIF-IA moga stanowi¢ interesujace narzgdzie nie tylko
do badania samego procesu neurodegeneracyjnego, ale takze dla testowania strategii farmakoterapii
opartych na stymulowaniu endogennych mechanizméw neuroprotekcyjnych. Wydaje sie, iz takie
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podejécie stanowi wcigz niedoceniane pole dla dalszych badan nad mozliwa terapig choréb
neurodegeneracyjnych. Podsumowaniem osiagnigcia habilitacyjnego w bardziej szerokim ujeciu byto
opublikowanie na koniec pracy przegladowej, omawiajacej wkiad wiedzy w zrozumienie
patomechanizméw  neurodegeneracji, jaki  dostarczyly modele transgeniczne  choréb
neurodegeneracyjnych badane na przestrzeni ostatnich 20 lat’’,

2.3.4. Omdwienie ewentualnego wykorzystania wynikdw prac wchodzacych w sktad osiggniecia
naukowego

Postep inzynierii genetycznej w ciagu ostatnich dwoch dekad zaowocowal wygenerowaniem
bardzo wielu genetycznych modeli choréb neurodegeneracyjnych (gléwnie u myszy), stanowiacych
doskonatg alternatywe dla klasycznych modeli farmakologicznych. Wiele z nich znaczgco przyczynito
si¢ do poszerzenia naszej wiedzy o etiologii i rozwoju chordb ludzkich, jak rowniez do identyfikacji
szlakow molekularnych regulowanych przez badane w ten sposdb geny. Niemniej jednak okazalo sig,
iz wiele z takich modeli nie w pelni odzwierciedla oczekiwane zmiany fenotypowe®’. Co wigcej, nawet
wierne skopiowanie mutacji bedacych bezposrednig przyczyng rozmaitych choréb u ludzi nie zawsze
wywolywato analogiczne zmiany patomorfologiczne u zwierzat’’. Obserwowany brak korelacji
wprowadzonej mutacji z oczekiwanym fenotypem jest czesto postrzegany przez krytykow transgeniki
jako jej zasadnicza wada, sktania tez badaczy do zaniechania dalszej charakterystyki i wykorzystania
takich modeli. Tymczasem moze to stanowi¢ szans¢ dla wykrycia i opisania rozmaitych mechanizmow
kompensacyjnych, ktorych stymulacja moglaby mie¢ potencjalne znacznie terapeutyczne **. Badania
realizowane w ramach niniejszego projektu poszerzyly wiedze na temat dwodch takich strategii
neuroprotekcyjnych dotyczacych stymulacji uktadu noradrenergicznego oraz nasilenia procesow
autofagocytozy. W obu przypadkach wykazano skuteczno$¢ zaprezentowanego podejscia
eksperymentalnego w badanych modelach transgenicznych choréb neurodegeneracyjnych.

Osobnym problemem jest wcigz niewielka liczba modeli, w ktorych oprocz oczekiwanego
fenotypu obserwuje si¢ skorelowang z nim, postgpujaca w czasie kinetyke procesu utraty komorek
nerwowych tak charakterystyczng dla ludzkich choréb neurodegeneracyjnych. Analizowane w
projekcie, nowe modele oparte o ablacj¢ czynnika transkrypcyjnego TIF-IA wydaja si¢ doskonale
wypetniaé te luke i — jak wykazaly doswiadczenia przeprowadzone w ramach niniejszego projektu — ze
wzgledu na progresywng kinetyke procesu neurodegeneracyjnego i mozliwo$¢ jej regulacji poprzez
czynniki zewngtrzne, moga stanowi¢ cenne narzedzie badawcze dla weryfikacji innych terapii
neuroprotekcyjnych.

2.3.5. Dalsze plany badawcze

Pomimo solidnych dowodow klinicznych na istnienie korelacji pomiedzy uktadami
noradrenergicznym a dopaminowym w PD*** jak dotychczas podjeto bardzo niewiele prob badan
eksperymentalnych dtugotrwatego wplywu degeneracji noradrenergicznej na funkcjonowanie ukladu
dopaminowego, przede wszystkim z braku odpowiednich modeli zwierzecych. Klasyczne podejscie
farmakologiczne polegajace na wywolaniu lezji noradrenergicznej przez neurotoksyne DSP-4
dostarczylo wprawdzie dowodow na kontrolowanie przez uktad noradrenergiczny uwalniania dopaminy
w prazkowiu, ale na dluzsza mete nie przyniosto rozstrzygniecia, prawdopodobnie z powodu
funkcjonalnej odwracalnosci lezji po dtuzszym czasie od jej wywotania®. We wstepnych badaniach z
uzyciem trzeciej linii transgenicznej z delecja czynnika transkrypcyjnego TIF-IA z wywolang
progresywna neurodegeneracja ukladu noradrenergicznego (linia TIF-IA®"“™), zaobserwowano
szereg zmian $wiadczacych o dysfunkcji uktadu dopaminowego (nie bedacego w tym modelu celem
mutacji): wzrost stresu oksydacyjnego, aktywacj¢ astrogleju, podniesienie ekspresji cytokin
prozapalnych czy nawet pojedyncze neurony z pozytywnym sygnatem dla FluoroJadeC (marker
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specyficzny dla degenerujacych komorek). Niestety, ze wzgledu na to, iz ekspresja promotora
hydroksylazy p-dopaminowej (DBH) jest roéwniez obecna na obwodzie, mutacja dotyka takze
pozaos$rodkowych struktur uktadu noradrenergicznego, prowadzac m.in. do zaniku rdzenia nadnerczy i
wczesnej letalno$ci zwierzat.

DBH . Vg , .
€ odnosnie mozliwosci

Niemniej jednak, obiecujace wyniki uzyskane w modelu TIF-IA
badania wstepnej, przedklinicznej fazy PD na myszach z selektywna i progresywna neurodegeneracja
noradrenergiczng staty si¢ podstawa do kontynuacji projektu w tym kierunku, realizowanego w
kolejnym grancie (NCN Opus 13 2017/25/B/NZ7/02406, kierownik: dr Grzegorz Kreiner). W
projekcie tym, rozpoczetym w ub. roku, na bazie tworzonego aktualniec w oparciu o technologie
CRISPR/Cas9 modelu selektywnej degeneracji neuronéw LC (ograniczonej tym razem wylacznie do
osrodkowego uktadu nerwowego) zamierzamy zbada¢ wplyw takiego uszkodzenia na funkcjonowanie

uktadu dopaminowego w celu poszukiwania ew. przedklinicznych markeréw PD.
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3. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych po uzyskaniu stopnia
doktora

3.1. Staze zagraniczne

W latach 2005-2008 przebywatem na ponad 3-letnim stazu podoktorskim w German Cancer
Research Center (Deutsches Krebsforschungszentrum, DKFZ) w Heidelbergu, w grupie prof.
Giinthera Schiitza (Lab. Molecular Biology of the Cell I). Pobyt w Niemczech umozliwit mi
praktyczne zapoznanie si¢ z zupelnie nowym zagadnieniem, jakim byla technologia tworzenia
transgenicznych modeli zwierzecych, opartych o warunkowa/indukowana ekspresje¢ rekombinazy
Cre, w jednym z wiodacych laboratoriow §wiatowych prowadzacych od lat badania w tym kierunku.
Podczas stazu rozpoczalem badania w catkowicie nowej dla mnie tematyce, jaka byly molekularne
mechanizmy choréb neurodegeneracyjnych. Oprocz tego bratem udzial takze w innych projektach
badawczych, w tym m.in. dot. okreslenia roli mitochondrialnego biatka p53 w procesach
nowotworowych. Staz byt réwniez §wietng okazja do poznania realiow funkcjonowania nauki w
wiodacym, modelowo zarzadzanym niemieckim o$rodku badawczym, zatrudniajagcym ponad 3000
0sob, finansowanym w duzej czgSci z budzetu federalnego. Styl pracy w grupie prof. Schiitza
charakteryzowat si¢ bardzo duza swoboda naukowsa dotyczaca wyboru tematyki badan, technik
badawczych i partnerskim traktowaniem wszystkich wspétpracownikéw. Efektem stazu — oprocz
poszerzenia horyzontéw naukowych, przyswojenia nowych technik laboratoryjnych, wspotautorstwa w
publikacjach — bylo nawigzanie szerokich kontaktow naukowych, ktore procentuja do dzisiaj (w
szczegb6lnosci kontynuowana nadal wspolpraca z dr Rosanng Parlato z Ulm University w Niemczech,
dr Andrii Domanskyi’m z Institute of Biotechnology, University of Helsinki w Finlandii). Dzigki
uprzejmosci prof. Schiitza mogltem dalej prowadzi¢ badania z wykorzystaniem stworzonych w
Heidelbergu modeli transgenicznych po powrocie do kraju. Prof. Schiitz zgodzit si¢ nie tylko na
nieodplatne przekazanie kilku linii transgenicznych na podstawie umow MTA, ale sfinansowat takze
koszty transportu zwierzat do Polski. Byt to rok 2009, kiedy finansowanie nauki w Polsce i mozliwosci
aplikowania o projektu grantowe byly jeszcze bardzo ograniczone.

W pdzniejszym okresie przebywatem jeszcze 3-krotnie w German Cancer Research Center w
Heidelbergu, na zaproszenie prof. Schiitza na krotkich pobytach, finansowanych przez strone
niemiecka, trwajacych od 7 do 21 dni (10.2009, 05.2010, 05.2013). Bezposrednim efektem stazu
podoktorskiego byt 1 patent i nastgpujace publikacje:

1. Diaz-Ruiz C, Parlato R, Aguado F, Urefia JM, Burgaya F, Martinez A, Carmona MA, Kreiner G, Bleckmann S, Del Rio JA, Schiitz

G, Soriano E: Regulation of neural migration by the CREB/CREM transcription factors and altered Dab1 levels in CREB/CREM
mutants. Mol Cell Neurosci 2008; 39: 519-28

2. Parlato R, Kreiner G, Erdmann G, Rieker C, Stotz S, Savenkova E, Berger S, Grummt |, Schiitz G: Activation of an endogenous
suicide response after perturbation of rRNA synthesis leads to neurodegeneration in mice. J Neurosci 2008; 28: 12759-64

3. Rieker C, Engblom D, Kreiner G, Domanskyi A, Schober A, Stotz S, Neumann M, Yuan X, Grummt |, Schiitz G, Parlato R: Nucleolar
disruption in dopaminergic neurons leads to oxidative damage and parkinsonism through repression of mTOR signaling. J Neurosci
2011; 31: 453-60

4. Kreiner G, Bierhoff H, Armentano M, Rodriguez-Parkitna J, Sowodniok K, Naranjo JR, Bonfanti L, Liss B, Schitz G, Grummt |,
Parlato R: A neuroprotective phase precedes striatal degeneration upon nucleolar stress. Cell Death Differ 2013; 20: 1455-1464

Wktad w badania: Publikacje [2] i [4] wchodzg w skfad dzieta habilitacyjnego, doktadny wktad habilitanta w ich powstanie zostat
opisany w czesci 2.2. W publikacji [1] wykonatem badania technika RTgPCR zamieszczone na Fig. 5. W pracy [3]
wspotuczestniczytem w wykonaniu eksperymentéw zamieszczonych na Fig. 1, 2 i 6, bylem aktywnym uczestnikiem dyskusji
wynikéw w okresie jej tworzenia i wspotredagowatem manuskrypt publikacji. Swéj wkiad w powstanie w/w prac oceniam
odpowiednio: [1] - 5%, [2] — 50%, [3] — 20%, [4] - 50%.
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3.2. Kierowanie i uczestnictwo w grantach badawczych

Przed uzyskaniem stopnia doktora bylem zaangazowany w dwoéch grantach badawczych KBN
jako glowny wykonawca oraz w grancie promotorskim. Po uzyskaniu stopnia doktora kierowalem i
kieruj¢ nastepujacymi projektami badawczymi:

2010-2014 NCBiR DeMeTer (POIG.01.01.02-12-004/09), zadanie 1.2: Badanie interakcji ukfadu
noradrenergicznego i glukokortykoidowego w nowym modelu genetycznym i ocena jego
przydatnosci jako modelu depresji u myszy. Budzet projektu: 978 530 PLN (kierownik zadania w
projekcie realizowanym przez Instytut Farmakologii PAN)

Celem projektu byta weryfikacja czy zwierzeta pozbawione receptoréw glukokortykoidowych (GR)

DBHCre t 4 : t Lo dl
) mogg StaCc S1¢ wartosciowym, nowym modeliem

w ukladzie noradrenergicznym (myszy GR
depresji. W ramach projektu sprowadzono z Niemiec i rozwini¢to hodowle myszy transgenicznych,
potwierdzono selektywno$¢ mutacji w obrebie osrodkowego uktadu nerwowego i dokonano
wszechstronnej, behawioralnej, biochemicznej i molekularnej charakterystyki modelu. W badaniach

PBHC - charakteryzuja sie zachowaniami Igkowymi i

behawioralnych wykazano, iz samice GR
prodepresyjnymi oraz ostabiona pamigcig roboczg w tescie labiryntu Y. Zmian takich nie obserwowano
u samcow, co wiecej wykazywaly one oporno$¢ na efekty chronicznego stresu. Wykazano, ze podanie
lekoéw przeciwdepresyjnych (LPD) — dezipraminy jak i fluoksetyny — znosi zachowania prodepresyjne
samic GR”P"“™ tym samym zweryfikowano pozytywnie przydatno$¢ modelu pod katem odpowiedzi na
terapie przeciwdepresyjne. Zaobserwowano, iz dziatanie fluoksetyny u zwierzat zmutowanych jest
poglebione w stosunku do efektow obserwowanych po dezipraminie. Efekt ten zostat dodatkowo
poparty danymi z oznaczen neurotransmiterow. Nie stwierdzono natomiast réznic w dawkozaleznej
odpowiedzi na antagoniste GR, mifepriston. Wykonany test supresji deksametazonowej nie wykazat

DBHCre

anomalii w dzialaniu osi podwzgorze-przysadka-nadnercza (HPA) u myszy GR , Zaobserwowano

jednak istotnie wyzsze poziomy kortykosteronu u samic wzgledem zwierzat kontrolnych w zaleznos$ci
od pory dnia. Wykazano rézna, zalezng od plci regulacje niektorych podtypdéw receptorow

adrenergicznych (AR) i ekspresji czynnika troficznego BDNF. Wykazano takze istotny statystycznie

DBHCre

wzrost gestosci receptorow alpha,—AR u samic GR przy braku réznic u samcow. Uzyskane wyniki

PBHCr® jako nowego, transgenicznego modelu dla badan nad

udokumentowaty potencjat linii GR
zachowaniami depresyjnymi oraz podkreslily istotny a czgsto pomijany w dotychczasowych badaniach
problem réznic plciowych w odpowiedzi na wprowadzane mutacje i efekty dzialania LPD. Efektem

projektu sa nastgpujace publikacje:

1. Chmielarz P, Kusmierczyk J, Parlato R, Schiitz G, Nalepa |, Kreiner G: Inactivation of glucocorticoid receptor in noradrenergic
system influences anxiety- and depressive-like behavior in mice. PLoS One 2013; 8(8):e72632

2. Kot M, Kreiner G, Chmielarz P, Kusmierczyk J, Nalepa |, Daniel WA: Sex-dependent activity of CYP3A is indirectly modulated by
GR in noradrenergic system. Pharmacol Rep 2013; 65: 1431-34

3. Kreiner G, Chmielarz P, Roman A, Nalepa |: Gender differences in genetic mouse models evaluated for depressive-like and
antidepressant behavior. Pharmacol Rep 2013, 65(6):1580-90

4. Chmielarz P, Kreiner G, Nalepa I: Selective ablation of glucocorticoid receptors in the noradrenergic system affects evening
corticosterone levels in a gender-dependent manner. Pharmacol Rep 2015, 67(6):1201-3

5. Chmielarz P, Kreiner G, Kot M, Zelek-Molik A, Kowalska M, Baginska M, Daniel WA, Nalepa I: Disruption of glucocorticoid receptors
in the noradrenergic system leads to BDNF upregulation and altered serotonergic transmission associated with a depressive-like
phenotype in GRPBHCre mice. Pharmacol Biochem Behav 2015, 137:69-77

Wktad w badania: Bytlem pomystodawca projektu. Sprowadzitem sktadowe badanych linii transgenicznych i nadzorowatem rozwoj
ich hodowli. Opracowatem do$wiadczalnie protokoly genotypowania zwierzat i przeszkolitem w tym pracownika inz.-tech.
zajmujacego sie hodowla. Przez caty okres projektu zarzadzatem hodowlg myszy transgenicznych. Z wyjatkiem pracy [2]
wspdtuczestniczytem w planowaniu i wykonaniu wigkszosci eksperymentow (podania lekéw, testy behawioralne, pobrania struktur
mézgowych, izolacja RNA, oznaczenia RT-gPCR, barwienia immunohistochemiczne), analizie wynikéw i pisaniu manuskryptow
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publikacji. W pracy [1] i [3] jestem autorem korespondencyjnym. Napisatem w znacznej wiekszosci manuskrypt pracy przegladowej
[3]. W pracy [5] wspdtdziele pierwsze autorstwo na zasadzie réwnorzednosci (equal contribution). Swéj udziat procentowy w wiw
publikacjach szacuje odpowiednio: [1] — 40%, [2] — 5%, [3] — 80%, [4] - 20%, [5] - 30%.

2012-2016 NCN Opus 2 (2011/03/B/NZ7/05949): Farmakologiczna weryfikacja potencjalnych  strategii
neuroprotekcyjnych w nowych, genetycznych modelach progresywnej neurodegeneracji u myszy. Budzet
projektu — 471 000 PLN (kierownik grantu)

Projekt bedacy podstawa osiagniccia naukowego sktadajgcego si¢ na habilitacj¢. Najwazniejszym
osiggnieciem wynikajacym bezposrednio z prac realizowanych w projekcie byto wykazanie, iz
stymulacja uktadu noradrenergicznego poprzez chroniczne podanie reboksetyny w transgenicznym

DATCreERT2 . I ;.
) wykazuje  wilasciwosci

modelu progresywnego parkinsonizmu u myszy (linia TIF-IA
neuroprotekcyjne wptywajac na spowolnienie progresji w fenotypie wywotanej mutacji. W badaniach
potwierdzono rowniez odkryty wczesniej mechanizm aktywacji odpowiedzi neuroprotekcyjnej poprzez
nasilenie proceséw autofagocytozy u myszy linii TIF-IAP'™"“™. Ponadto wykazano, iz progresywna
neurodegeneracja u myszy ograniczona selektywnie do uktadu noradrenergicznego (linia TIF-IAPPHC™)
moze odpowiada¢ za zmiany stochastyczne w obrgbie uktadu dopaminowego, charakterystyczne dla
wczesnych, przedklinicznych etapéw choroby Parkinsona. i zwrdécono uwage na mozliwosci
wykorzystania endogennych mechanizméw kompensacyjnych obserwowanych w genetycznych
modelach choréb neurodegeneracyjnych jako potencjalnych punktow uchwytu farmakoterapii.

Wynikiem projektu sa nastgpujace publikacje:
1. Parlato R & Kreiner G: Nucleolar activity in neurodegenerative diseases: a missing piece of the puzzle J Mol Med 2013; 91: 541-7

2. Kreiner G, Bierhoff H, Armentano M, Rodriguez-Parkitna J, Sowodniok K, Naranjo JR, Bonfanti L, Liss B, Schiitz G, Grummt |,
Parlato R: A neuroprotective phase precedes striatal degeneration upon nucleolar stress. Cell Death Differ 2013; 20: 1455-1464

3. Kreiner G: Compensatory mechanisms in genetic models of neurodegeneration: are the mice better than humans? Front Cell
Neurosci 2015 6;9:56

4. Kreiner G, Rafa-Zabtocka K, Chmielarz P, Baginska M, Nalepa |: Lack of riluzole efficacy in the progression of the
neurodegenerative phenotype in a new conditional mouse model of striatal degeneration. PeerJ 2017; 5:3240

5. Kreiner G, Rafa-Zabtocka K, Barut J, Chmielarz P, Kot M, Bagifiska M, Parlato R, Daniel WA, Nalepa I: Stimulation of noradrenergic
transmission by reboxetine is beneficial for a mouse model of progressive Parkinsonism. Scientific Rep 2019, accepted

Wkiad w badania: Bytem pomystodawca projektu, na ktory zdobylem finansowanie. Publikacje [2-5] wchodza w skiad dzieta
habilitacyjnego, doktadny udziat habilitanta w ich powstaniu zostat opisany w czesci 2.2. W pracach [3-5] jestem autorem
korespondencyjnym. Publikacje [1] napisatem wspélInie z dr Parlato, bytem tez autorem zamieszczonych w tej publikacji schematow
i rycin. Swoéj wktad w powstanie wiw publikacji szacuje odpowiednio: [1] - 50%, [2] — 50%, [3] — 100%, [4] — 75%, [5] — 60%.

2015-2019 NCN Opus 7 (2014/13/BINZ7/02293): Ocena roli czynnika transkrypcyjnego CREB w
mechanizmach dziatania lekéw przeciwdepresyjnych: badania na nowych, genetycznych
modelach opartych o system warunkowej rekombinazy Cre/loxP. Budzet projektu — 673 100 PLN
(kierownik grantu).

Celem projektu bylo zbadanie funkcji czynnika transkrypcyjnego CREB w mechanizmach dziatania
wybranych lekow przeciwdepresyjnych (LPD) poprzez wykorzystanie nowych, unikatowych modeli
myszy transgenicznych, charakteryzujacych si¢ selektywnym usunigciem genu kodujacego CREB,
ograniczonym jedynie do neurondéw noradrenergicznych lub serotoninowych. Uzasadnieniem tak
postawionego pytania badawczego byta niespojnos¢ danych dotyczacych wptywu LPD na ekspresje
CREB, istotnego biatka regulatorowego. Cho¢ wedlug akceptowanego, przewazajacego w
pisSmiennictwie pogladu, obnizenie ekspresji CREB jest skorelowane z depresja a chronicznie stosowane
LPD przyczyniaja si¢ do nasilenia zaréwno ekspresji jak i aktywnosci CREB, dane te — pochodzace
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rowniez z analiz post-mortem przeprowadzonych na materiale ludzkim — nie znalazty potwierdzenia w
badaniach na zwierzetach pozbawionych CREB. Co wigcej, fenotyp tych zwierzat byt nieraz odwrotny
do oczekiwanego. Modele te byty jednak obarczone istotnymi ograniczeniami, moggcymi wptywac na
zachowanie zwierzat, zmiany rozwojowe i w konsekwencji interpretacje uzyskanych wynikow z dwéch
zasadniczych powodow: (a) mutacja obejmowata nieselektywne usuni¢cie genu kodujacego CREB z
wielu struktur mézgowych, (b) w badaniach nie uwzgledniano mozliwosci kompensacji braku CREB
przez biatko modulujgce CREM (ang. cyclic AMP response element modulator). Stad do naszych badan
zaproponowali$my uzycie modeli opartych o selektywna delecja CREB w systemie tzw. rekombinacji
zlokalizowanych Cre/loxP, wprowadzong dodatkowo w tto genetyczne Crem—/—.

W ramach projektu wykazano, iz myszy z selektywnie usunigtym czynnikiem transkrypcyjnym
CREB oraz CREM — w przeciwienstwie do myszy z pojedynczg delecja CREB — reagujg odmiennie na
jednorazowe podania lekow przeciwdepresyjnych w TST. Roéznicowanie to bylo najwyrazniej
uwidocznione w linjach Creb1®®"“ i Creb1”®"““Crem—/— (delecja CREB w ukladzie
noradrenergicznym) po podaniach dezipraminy, natomiast w liniach Crebl R
Crebl ™2 *R2Crem—/— (delecja CREB w ukladzie serotoninowym) po podaniach fluoksetyny
zalezalo dodatkowo od plci zwierzat. Tym samym wykazano istotny udziat biatkka CREM w
kompensacji efektow zaleznych od CREB. Zmiany molekularne widoczne po wielokrotnych podaniach
LPD byly przede wszystkim zwiazane z regulacja poziomu neurotrofin. M.in. wykazano, ze czynnik
transkrypcyjny CREB w uktadzie serotoninowym jest kluczowy do regulacji odpowiedzi na fluoksetyne
wyrazong zmianami w ekspresji BDNF. Myszy pozbawione CREB w ukladzie serotoninowym — w
przeciwienstwie do myszy kontrolnych — nie wykazywaly podniesionego poziomu BDNF
wywotywanego przez chroniczne podania fluoksetyny. Co wiecej, efekt ten byt skorelowany ze
zmianami na poziomie kinaz biatkowych (CamKII, ERK1/2), zaangazowanych w szlaki przekaznictwa
wewnatrzkomorkowego regulujace ekspresje BDNF. Podsumowujac, wykazano istotng rol¢ czynnika
transkrypcyjnego CREB zlokalizowanego w neuronach noradrenergicznych i serotoninowych w
mechanizmach dziatania badanych LPD. Na obecng chwilg efektem projektu jest 1 praca magisterska
oraz nastepujace publikacje:

1. Rafa-Zablocka K, Kreiner G, Bagiiska M, Kusmierczyk J, Parlato R, Nalepa I: Transgenic mice lacking CREB and CREM in

noradrenergic and serotonergic neurons respond differently to common antidepressants on tail suspension test. Scientific Rep 2017;
7(1):13515. doi: 10.1038/s41598-017-14069-6

2. Rafa-Zabtocka K, Kreiner G, Baginska M, Nalepa I: Selective depletion of CREB in serotonergic neurons affects the upregulation
of brain-derived neurotrophic factor evoked by chronic fluoxetine treatment. Front Neurosci 2018; 12:637

3. Rafa-Zabltocka K, Kreiner G, Baginska M, Nalepa I: The influence of CaMKIl and ERK phosphorylation on BDNF changes observed
in mice selectively devoid of CREB in serotonergic or noradrenergic neurons. Pharmacol Rep 2019, accepted
Wkiad w badania: Jestem pomystodawca, projektu, na ktory zdobytem finansowanie. Sprowadzitem sktadowe badanych linii
transgenicznych, opracowatem strategie i nadzorowatem rozwoj hodowli. Opracowatem do$wiadczalnie protokoty genotypowania
zwierzat i przeszkolitem w tym pracownika inz.-tech zajmujacego sie hodowlg. Zaplanowatem i wspétuczestniczytem w wykonaniu
czesci eksperymentéw (podania lekéw, test TST, pobrania struktur mézgowych, izolacja RNA, profilowanie ekspresji genéw, RT-
gPCR, barwienia immunohistochemiczne). Wspdélnie z doktorantkg (mgr Katarzyna Rafa-Zabtocka) przedyskutowatem uzyskane
wyniki i napisatem manuskrypty publikacji. Jestem autorem korespondencyjnym wszystkich publikacji. W pracach [1] i [2]
wspétdziele pierwsze autorstwo na zasadzie rownorzednosci (equal contribution). Swéj wktad w powstanie w/w publikacji szacuje
odpowiednio: [1] - 40%, [2] — 40%, [3] - 30%.

2018 -2021 NCN Opus 13 (2017/25/BINZ7/02406): Badanie wptywu postepujgcej neurodegeneracji ukfadu
noradrenergicznego na funkcjonowanie uktadu dopaminowego w kontekscie pre-symptomatycznej
fazy choroby Parkinsona. Budzet projektu — 1 620 000 PLN (kierownik grantu)

Obecnie realizowany projekt badawczy, rozpoczety w ub. roku, bedacy bezposrednig kontynuacja
grantu Opus 2. Celem projektu jest (a) stworzenie modelu myszy charakteryzujacego si¢ selektywna,
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mozgowo-specyficzng, progresywna degeneracja ukladu noradrenergicznego, co w konsekwencji
bedzie prowadzi¢ do spontanicznych zmian w uktadzie dopaminowym; (b) wykorzystanie modelu dla
badania wzajemnych zalezno$ci pomigdzy w/w uktadami neuroprzekaznictwa w kontekscie wczesnej,
przedklinicznej fazy PD i poszukiwania ew. markerow i punktow uchwytu farmakoterapii. Aktualnie
jesteémy w koncowej fazie opracowania przez doktorantke (mgr Justyna Barut) wektora
lentiwirusowego w systemie CRISPR/Cas9, pozytywnie zweryfikowanego w testach in-vitro. W ciagu
najblizszych miesigcy spodziewamy si¢ otrzymac pierwsze zwierzeta z moézgowo-specyficzna delecja
genu kodujacego TIF-IA, odpowiadajacego za wywolanie neurodegeneracji ograniczonej do miejsca
sinawego (LC). Na obecng chwile efektem projektu jest wyrdznienie w postaci zaproszenia doktorantki
na wygtoszenie ustnej prezentacji podczas konferencji (15-th Transgenic Technology Meeting, Kobe,
Japonia) oraz 1 publikacja przegladowa:

Kreiner G: What have we learned recently from transgenic mouse models about neurodegeneration? The most promising

discoveries of this millennium. Pharmacol Rep 2018, 70(6):1105-1115

Wktad w powstanie publikacji — 100%.

Ponadto jestem zatrudniony réwniez jako wykonawca w 3 innych projektach badawczych,
finansowanych z grantow NCN:

e 2016 - 2021 NCN Symfonia — Air Pollution versus Autoimmunity: Role of multiphase aqueous Inorganic
Chemistry — APARIC; projekt realizowanym przez konsorcjum, w sktad ktérego wchodzi Wydziat Chemii UJ,
Collegium Medicum UJ i Instytut Farmakologii PAN (kierownik projektu — prof. Rudi van Eldik, kierownik zadania
realizowanego w IF PAN — prof. dr hab. Irena Nalepa).

e 2016 - 2019 NCN Opus 9 — Rdznicowanie udziatu trzech podtypbw receptora alfa(1)-adrenergicznego w
efektach lekéw przeciwdepresyjnych: badania w oparciu o genetyczne modele in vitro oraz in vivo; projekt
realizowany w Zaktadzie Biochemii Mozgu, IF PAN (kierownik projektu — prof. dr hab. Irena Nalepa).

e 2019 - 2022 NCN Opus 16 — Sekrecja asprozyny i innych adipocytokin na tle wysitkowych zmian w
rownowadze prooksydacyjno-antyoksydacyjnej krwi u mezczyzn w zaleznosci od wieku, wydolnosci fizycznej i
Sktadu ciata; projekt realizowany w Zakfadzie Fizjologii i Biochemii Instytutu Nauk Biomedycznych na Akademii
Wychowania Fizycznego im. Bronistawa Czecha w Krakowie (kierownik projektu — dr hab. Magdalena Wigcek).

3.3. Wspdtprace naukowe (krajowe i zagraniczne)

Jestem goracym zwolennikiem wszelkiego rodzaju wspotprac naukowych, w tym rowniez
nawigzywanych bez zbednych formalnosci. Mam petne przekonanie, ze jest to najlepszy $rodek dla
poszerzenia naukowych horyzontéw, wymiany mysli, realizacji innowacyjnych badan, dajacy
doskonata mozliwos$¢ do skonfrontowania i krytycznej weryfikacji wlasnych pomystéw w dyskusjach
z partnerami, niezaleznie od stopnia i etapu rozwoju kariery naukowej. Wspotpraca niejednokrotnie
moze stanowic istotng warto§¢ dodang do projektu, umozliwiajac osiagniecie bardziej warto§ciowych
wynikow, a co za tym idzie — opublikowanie ich w lepszym czasopi$mie. Staram si¢ dzieli¢ swoja
wiedza i umiejetnosciami, sam che¢tnie korzystam réwniez z pomocy innych przy realizacji wiasnych
projektow. Wspotpracowatem i wspolpracuje z naukowcami reprezentujagcymi inne Zaktady/Pracownie
Instytutu Farmakologii PAN, jak rowniez rozne o$rodki w Polsce i za granica:

o prof. dr hab. Joanna Mika, Zaktad Farmakologii Bolu, IF PAN

W ramach wspotpracy prowadzonej od 2013 roku z grupg badawcza kierowana przez prof. Joanng
Mika, w modelach neuropatii wykazali$my po raz pierwszy zmiany poziomu ekspresji wielu chemokin
i ich receptorow. Ponadto, dowiedliSmy, ze antagoni$ci wybranych receptorow chemokinowych
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przynosza ulge w bolu, a takze moga nasila¢ efektywnos$¢ lekow opioidowych stosowanych w klinice.
Dane literaturowe dotyczace interakcji neuroimmunologicznych w neuropatii sa jeszcze ciagle
niekompletne, jednakze wskazuja, ze cytokiny modulujg odpowiedz bolowa, a wsrod nich chemokiny
wydajg si¢ by¢ niezwykle interesujace. W ramach badan prowadzonym pod kierunkiem prof. Joanny
Mika wykonatem analizy immunohistochemiczne majace na celu okreslenie kolokalizacji receptorow
chemokinowych z mikroglejem, astroglejem i neuronami u myszy/szczura w modelach bolu
neuropatycznego o rozmaitej etiologii, w tym neuropatii cukrzycowej. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
zaré6wno komorki neuronalne jak i mikroglejowe na poziomie rdzenia kregowego sg zaangazowane w
procesy nocyceptywne. Jednakze, co bylo nieoczekiwane, receptory dla chemokin znajduja si¢ czgsto
gtéwnie na neuronach, a ponadto w przypadku kilku chemokin to rowniez neurony sg ich gtownym
zrodtem komoérkowym biosyntezy. Efektem wspolpracy sa nastepujace publikacje:

1. Zychowska M, Rojewska E, Kreiner G, Nalepa |, Przewlocka B, Mika J: Minocycline influences the anti-inflammatory interleukins
and enhances the effectiveness of morphine under mice diabetic neuropathy. J Neuroimmunol 2013; 262: 35-45

2. Zychowska M, Rojewska E, Piotrowska A, Kreiner G, Mika J: Microglial inhibition influences XCL1/XCR1 expression and causes
analgesic effects in a mouse model of diabetic neuropathy. Anesthesiology. 2016; 125(3):573-89

3. Zychowska M, Rojewska E, Piotrowska A, Kreiner G, Nalepa |, Mika J: Spinal CCL1/CCR8 signaling interplay as a potential
therapeutic target - Evidence from a mouse diabetic neuropathy model. Int Immunopharmacol 2017; 52:261-271

4. Rojewska E, Zychowska M, Piotrowska A, Kreiner G, Nalepa |, Mika J: Involvement of macrophage inflammatory protein-1 family
members in the development of diabetic neuropathy and their contribution to effectiveness morphine. Front Immunol 2018; 9:494

5. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, Kreiner G, Ciechanowska A, Makuch W, Zychowska M, Mika J: Pharmacological blockade of
CXCR3 by (+)-NBI-74330 reduces neuropathic pain and enhances opioid effectiveness - Evidence from in vivo and in vitro studies.
BBA Mol Basis Dis 2018; 1864(10):3418-3437

6. Piotrowska A, Rojewska E, Pawlik K, Kreiner G, Ciechanowska A, Makuch W, Nalepa |, Mika J: Spinal CXCL3/CXCR2 signaling
as a potential therapeutic target in neuropathic pain - evidence from in vivo and in vitro studies. Pain 2019; under revision

Wkiad w badania: W powyzszych pracach wykonatem eksperymenty z wykorzystaniem techniki immunohistochemii
fluorescencyjnej, przeanalizowatem dane i przygotowatem nastepujace ryciny obrazujace uzyskane wyniki: praca [1] - Fig. 2E-F;
praca [2] - Fig. 4; praca [3] - Fig. 2,3; praca [4] - Fig. 3, 4C; praca [5] - Fig. 3; praca [6] - Fig. 2. Ponadto uczestniczytem w dyskusji
wynikéw, redagowaniu manuskryptow i odpowiedzi na uwagi recenzentdw. Swoj wkiad w powstanie wiw publikacji szacuje
odpowiednio: [1] - 15%, [2] - 15%, [3] — 20%, [4] — 20%, [5] — 15%, [6] — 10%.

o prof. dr hab. Marta Kubera, Zaktad Neuroendokrynologii DoSwiadczalnej, IF PAN

Projekt realizowany z grupa badawczg prof. Marty Kubery dotyczyt zréznicowanej efektywnosci
lekéw przeciwdepresyjnych z grupy selektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny w
zaleznoséci od wieku i ptci. W badaniach wykazalismy m.in. przeciwzapalne dzialanie fluoksetyny
mierzone zmianami w ekspresji wybranych cytokin. W ramach prowadzonych badan wykonatem
ilosciowe oznaczenia cytokin pro- i przeciwzapalnych na poziomie mRNA. Efektem tej wspotpracy jest
publikacja:

1. Duda W, Kubera M, Kreiner G, Curzytek K, Detka J, Gtombik K, Slusarczyk J, Basta-Kaim A, Budziszewska B, Lasor W, Regulska

M, Leskiewicz M, Roman A, Zelek-Molik A, Nalepa I: Suppression of pro-inflammatory cytokine expression and lack of anti-
depressant-like effect of fluoxetine in lipopolysaccharide-treated old female mice. Int Immunopharmacol 2017; 48:35-42

Wktad w badania: W powyzszej pracy przeprowadzitem izolacje i oznaczenia RNA, wykonatem eksperymenty technika RT-gPCR,
przeanalizowatem dane i przygotowatem nastepujace ryciny obrazujace uzyskane przeze mnie wyniki: Fig. 3, Fig. 4. Uczestniczytem
w redagowaniu manuskryptu, napisatem fragment dyskusji dot. wptywu podan fluoksetyny na efekty badanych cytokin w modelu
LPS. Swéj wktad w powstanie publikacji szacuje na 25%.

o prof. dr hab. Krystyna Golebiowska i dr Katarzyna Kamiriska, Zespét Il, Zaktad Farmakologii, IF PAN

W ramach badan prowadzonym pod kierunkiem prof. Gotembiowskiej pomagatem dr Katarzynie
Kaminskiej w ustawieniu i optymalizacji testu kometkowego (Comet Assay, SCGE) do oznaczen
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stopnia defragmentacji DNA po tzw. dopalaczach. Z kolei dr Kaminska wykonata dla potrzeb
prowadzonych przeze mnie projektdw oznaczenia poziomu neurotransmiterow metodg HPLC. Efektem
tej wspotpracy jak dotychczas sg nastgpujace publikacje:

1. Noworyta-Sokotowska K, Kaminiska K, Kreiner G, Rogdz Z, Gotembiowska K: Neurotoxic effects of 5-MeO-DIPT: a psychoactive
tryptamine derivative in rats. Neurotox Res 2016; 30(4):606-619

2. Gérska AM, Kaminska K, Wawrzczak-Bargieta A, Costa G, Morelli M, Przewtocki R, Kreiner G, Gotembiowska K: Neurochemical
and neurotoxic effects of MDMA (Ecstasy) and caffeine after chronic combined administration in mice. Neurotox Res 2018;
33(3):532-548

3. Kaminska K, Noworyta-Sokotowska K, Gorska A, Rzemieniec J, Wnuk A, Wojtas A, Kreiner G, Kajta M, Gotembiowska K: The
effects of exposure to mephedrone during adolescence on brain neurotransmission and neurotoxicity in adult rats. Neurotox Res.
2018; 34(3):525-537

4. Noworyta-Sokotowska K, Kaminska K, Rzemieniec J, Wnuk A, Wojcieszak J, Gorska AM, Kreiner G, Kajta M, Gotembiowska K:
Effects of exposure to 5-MeO-DIPT during adolescence on brain neurotransmission and neurotoxicity in adult rats. Forensic
Toxicology 2019, 37(1):45-58

Wkiad w_badania: W pracach [1-4] pomagatem w ustawieniach metody i mikroskopowej dokumentacji eksperymentow
przeprowadzonych za pomoca testu kometkowego. Swoj wkiad w powstanie kazdej z nich szacuje na 10%.

¢ dr hab. Jan Rodriguez-Parkitna, Zaklad Neurofarmakologii Molekularnej, IF PAN

Wspolpraca z dr hab. Janem Rodriguezem Parkitng rozpoczeta si¢ podczas stazu w DKFZ, ktory
odbywalismy razem w grupie prof. Schiitza. Po powrocie do kraju wspdlnie organizowalismy w IF PAN
zaplecze dla hodowli zwierzat transgenicznych w systemie indukowanych, miejscowo-specyficznych
mutacji Cre/loxP i do tej pory wspolnie uzytkujemy pomieszczenia hodowlane. Dr hab. Parkitna jest
tez wspotautorem jednej z prac wiaczonych do cyklu habilitacyjnego. Aktualnie wspodtpracujemy w
ramach projektu kierowanego przez dr hab. Parkitng, majacego na celu wyjasnienie zaburzen
kognitywnych po dtugotrwatym stosowaniu L-DOPA, realizowanego z wykorzystaniem posiadanego

przeze mnie modelu progresywnej degeneracji neuronéw dopaminowych (linia TIF-TAPATCeERT2),

o dr hab. Magdalena Wiecek, Zaklad Fizjologii i Biochemii, Instytut Nauk Biomedycznych, Akademia
Wychowania Fizycznego w Krakowie

Wspoélpraca nawigzana przy okazji prowadzenia przeze mnie zaj¢¢ z biochemii na krakowskiej
AWF. Jestem wykonawcg grantu, ktoérego realizacja rozpoczeta si¢ w tym roku, kierowanego przez dr
hab. Magdaleng Wigcek. W ramach projektu jestem zaangazowany w wykonanie niektorych oznaczen
biochemicznych, dyskusj¢ wynikéw i przeprowadzenie analiz statystycznych.

o prof. Ute Moll, Department of Pathology, Stony Brook University, USA

Wspolpraca realizowana w okresie 2007-2008 podczas stazu podoktorskiego w Heidelbergu, gdzie
prof. Moll bylta tzw. visiting scientist. Bylem zaangazowany w projekt badajacy znaczenie
mitochondrialnego biatka p53 w procesach nowotworowych. W ramach projektu uczestniczylem w
stworzeniu modelu myszy Mitop53-/- (z delecja biatka pS3 w mitochondriach), opracowatem metodyke
i protokot genotypowania zwierzat.

¢ dr Rosanna Parlato, Institute of Applied Physiology, University of Ulm, Niemcy

Wspoélpraca kontynuowana od czasu stazu podoktorskiego w Heidelbergu. W roku 2011
aplikowaliSmy o wspolny grant badawczy dla mlodych naukowcow z sieci ERA-Net — wniosek
przeszedt do drugiej tury oceny, niestety ostatecznie nie uzyskat finansowania. PracowaliSmy i
pracujemy wspolnie nad kilkoma projektami zwigzanymi z tematyka neurodegeneracyjna m.in.
wyjasnieniem roli stresu komorkowego przejawiajacego si¢ spadkiem syntezy rRNA w przezywalnosci
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neuron6éw na przykladzie linii z delecja genu kodujacego czynnik transkrypcyjny TIF-IA w rejonie
hipokampa (wspotpraca trojstronna z zaangazowaniem takze dr Witolda Konopki i kierowanej przez
niego Pracowni Modeli Zwierzecych Instytutu Biologii Doswiadczalnej im. Nenckiego w Warszawie),
roli rzgsek neuronalnych w rozwoju choroby Parkinsona, czy roli sirtuin w chorobach
neurodegeneracyjnych. W tym ostatnim projekcie dostarczyliSmy dowodow, ze biatka SIRT1 i TIF-IA
moga by¢ $cisle powigzane ze sobg i regulowane przez wspolne $ciezki molekularne w odpowiedzi na
czynniki stresu komoérkowego. Zachwianie tej homeostazy moze by¢ krytyczne w rozwoju choréb
neurodegeneracyjnych a modulacja szlakéw zaangazowanych w regulacje SIRT1 moze mie¢ znaczenie
terapeutyczne. Owocem tej wspotpracy sg nastgpujace publikacje (nie wliczajac innych, bedacych
efektem wspotpracy w okresie stazu podoktorskiego, wymienionych wczesniej w punkcie 3.1):

1. Parlato R & Kreiner G: Nucleolar activity in neurodegenerative diseases: a missing piece of the puzzle J Mol Med 2013; 91: 541-7

2. Kiryk A, Sowodniok K, Kreiner G, Rodriguez-Parkitna J, Soenmez A, Gérkiewicz T, Janusz A, Liss B, Konopka W, Schiitz G,
Kaczmarek L, Parlato R: Impaired rRNA synthesis triggers homeostatic responses in hippocampal neurons. Front Cell Neurosci
2013; 11;7:207

3. Mustafa R, Spittau B, Kreiner G, Kaminska K, Kirsch J, Tucker KL, Parlato R: Loss of primary cilia function in mature dopaminergic
neurons triggers homeostatic responses in the basal ganglia and alters responsiveness to MPTP neurotoxicity. 2019, submitted

4. Kreiner G, Soenmez A, Liss B, Parlato R: Integration of the deacetylase SIRT1 in the response to nucleolar stress. Front Cell
Neurosci 2019, minor revision

Wktad w badania: Publikacje [1] napisatem wspoinie z dr Parlato, bytem tez autorem zamieszczonych w publikacji schematéw i
rycin. W publikaciji [2] uczestniczytem w badaniach i z udziatem dr hab. J. Rodrigueza Parkitny wykonatem analize profilowania
ekspresji gendw zamieszczong na Fig. 8. W pracy [3] wspélnie z dr K. Kamifiskg wykonali$my oznaczenia neurotransmiteréw (KK
- oznaczenia HPLC, GK - przygotowanie materiatu eksperymentalnego, opracowanie, analiza wynikéw i przygotowanie rycin),
wykonatem zliczenia komérek po barwieniach immunohistochemicznych i analize statystyczng dla wszystkich wynikéw
zamieszczonych w publikacji. W pracy [4] wykonatem analiz¢ profilowania ekspresji genow, oznaczenia wybranych transkryptow
metodg RTqPCR, przygotowatem ryciny, wsptredagowatem manuskrypt i aktualnie odpowiedzi na uwagi recenzentéw. Swoj wktad
w powstanie w/w publikacji szacuje odpowiednio: [1] - 50%, [2] - 15%, [3] - 20%, [4] - 50%.

o dr Andrii Domanskyi, Institute of Biotechnology, University of Helsinki, Finlandia

Niedawno rozpoczgta wspélpraca przy realizacji grantu NCN Opus 13, ktorego jestem
kierownikiem. Przedmiot wspotpracy stanowi pomoc dr Domanskyi’ego w opracowaniu konstruktu do
podan z uzyciem wektora lentiwirusowego, przygotowywanego przez nas w technologii CRISPR/Cas9.
W ramach wspoélpracy, w maju 2018 do laboratorium w Helsinkach wyjechata na 2-tygodniowy staz
badawczy doktorantka zatrudniona w projekcie grantowym NCN Opus13 (mgr Justyna Barut), gdzie
zostala opracowana strategia stworzenia konstruktu i wykonane pierwsze klonowania. Aktualnie
zostalem zaproszony do Helsinek celem wygloszenia wyktadu na seminarium, podsumowujacego
uzyskane przez nas wstepne wyniki (16.05.2019).

Oprocz powyzszych wspoélprac, dysponujac zaawansowang hodowla kilku unikatowych modeli
transgenicznych, ktorg udato mi si¢ rozwingé po powrocie ze stazu zagranicznego do Polski, wspieratem
i wspieram naukowcow z innych osrodkow odpowiadajac na ich prosby o udostgpnienie modeli
transgenicznych bedacych przedmiotem badan wtasnych.

Odbiorcami zwierzat na podstawie uméw MTA sa: prof. Jan Tuckermann, Institute for
Comparative Molecular Endocrinology, University of Ulm, Niemcy; prof. Siegfired Hekimi, Dept. of
Biology, McGill University, Montreal, Kanada; prof. Angel Barco, Instituto de Neurociencias,
Alicante, Hiszpania. Nawigzane w ten sposob kontakty moga by¢ przyczynkiem do dalszej wspotpracy
z tymi o$rodkami przy realizacji innych projektow badawczych.
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3.4. Udziat w innych projektach badawczych realizowanych w Zaktadzie Biochemii Mézgu
Instytutu Farmakologii PAN

Po powrocie ze stazu podoktorskiego wiaczatem si¢ rowniez w inne projekty badawcze realizowane
w Zaktadzie Biochemii Mozgu IF PAN. Dotyczyly one badan nad udzialem podtypow receptora
adrenergicznego alphal-AR w mechanizmach dziatania lekéw przeciwdepresyjnych (prace
zapoczatkowane jeszcze w okresie realizacji doktoratu; [1], [3]), uzaleznien opioidowych [2],
metodycznych aspektow testu TST [4], czy obwodowych efektow mutacji u myszy GRPPHC™ [5]
Efektem tej pracy sg nastgpujace publikacje:

1. Kreiner G, Zelek-Molik A, Kowalska M, Bielawski A, Antkiewicz-Michaluk L, Nalepa I: Effects of noradrenergic neurotoxin DSP-4

on expression of alpha1-adrenoceptor subtypes after antidepressant treatment. Pharmacol Rep 2011; 63: 1349-58

2. Zelek-Molik A, Bielawski A, Kreiner G, Popik P, Vetulani J, Nalepa I: Morphine-induced place preference changes mRNA expression
of G protein alpha subunits in rat brain. Pharmacol Rep 2012; 64: 546-57

3. Kreiner G, Roman A, Zelek-Molik A, Kowalska M, Nalepa I: A lack of alpha1A-adrenergic receptor-mediated antidepressant-like
effects of S(+)-niguldipine and B8805-033 in the forced swim test. Behav Pharmacol 2016; 27(4):397-401

4. Chmielarz P, Kreiner G, Kusmierczyk J, Kowalska M, Roman A, Tota K, Nalepa I: Differences in total immobility time and activity
pattern in tail suspension test of selected mice strains in basal conditions and after chronic restraint stress. Stress 2016; 19(2):206-
13

5. Roman A, Kusmierczyk J, Kreiner G, Nalepa |: Assessment of leukocyte activity in mice devoid of the glucocorticoid receptor in the
noradrenergic system (GRDBHCre). Immunobiology 2018; 223(2):227-238

Wkiad w badania: Publikacja [1] podsumowuje cze$¢ wynikdw uzyskanych jeszcze podczas przygotowywania pracy doktorskiej,
wykonatem w niej wiekszo$¢ eksperymentdw i wspdlnie z promotorem zredagowatem manuskrypt publikacji. W publikacji [2] bytem
zaangazowany w podsumowanie i analize statystyczng wynikow. W publikacji [3] wspdlnie z dr A. Romanem przeprowadzitem
eksperymenty FST zamieszczone na Fig.1 i 2, wykonatem analize wynikow, przygotowatem ryciny i napisatem manuskrypt pracy,
ktorej jestem autorem korespondencyjnym. Dla potrzeb publikacji [3] zorganizowatem nieodptatne przekazanie do badan zwigzku
B8805-033 z firmy Altana Pharma AG. W pracy [4] pomagatem w barwieniach IHC niezbednych do analizy zamieszczonej na Fig.
4, wspotuczestniczytem w redagowaniu manuskryptu i odpowiedzi na pozniejsze recenzje pracy. W publikacji [5] zapewnitem
materiat w postaci zwierzat transgenicznych i wspétuczestniczytem w redagowaniu manuskryptu pracy. Swoj wktad w powstanie
wiw publikacji szacuje odpowiednio: [1] — 60%, [2] — 10%, [3] — 75%, [4] — 15%, [5] — 10%.

3.5. Dziatalnos¢ dydaktyczna

W roku akademickim 2013/2014 prowadzilem zajecia ze studentami w ramach kursu
»Zwierzgta laboratoryjne w badaniach psycho-neuro-farmakologicznych” na Wydziale Hodowli i
Biologii Zwierzat krakowskiego Uniwersytetu Rolniczego dla studentow na kierunku ,,Biologia
stosowana” w tacznym wymiarze 4 godzin.

Od 2016 jestem rowniez zatrudniony na umowg-zlecenie jako wykladowca w Zakladzie
Fizjologii i Biochemii Instytutu Nauk Biomedycznych Akademii Wychowania Fizycznego in. B.
Czecha w Krakowie. Prowadzitem i prowadzg zajecia z przedmiotu ,,Biochemia” w nastepujacym
wymiarze godzin:

1. Wychowanie Fizyczne, studia stacjonarne | stopnia:
- semestr zimowy 2016/2017 - 90 godzin (¢wiczenia)

2. Sport, studia stacjonarne | stopnia:

- semestr letni 2016/2017 - 52 godziny (15 wykfad + 37 ¢wiczenia)

- semestr zimowy 2017/2018 - 40 godzin (15 wykfad + 25 ¢wiczenia)

- semestr zimowy 2018/2019 - 40 godzin (15 wykfad + 25 ¢wiczenia)
3. Kultura Fizyczna Osob Starszych, studia stacjonarne | stopnia:

- semestr letni 2017/2018 - 67 godzin (15 wykfad + 52 ¢wiczenia)

- semestr letni 2018/2019 - 67 godzin (15 wykfad + 52 ¢wiczenia)
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W roku 2013 bytem opiekunem 3-miesiecznego stazu mgr Katarzyny Tota w ramach projektu
,,Aktywnos¢ kluczem do kariery”, realizowanego w Instytucie Farmakologii PAN a finansowanego z
Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach Programu Operacyjnego Kapital Ludzki 2007- 2013,
Poddziatanie 6.1.3. (1.05-31.07.2013, umowa UmSTAZ/13/0095).

W latach 2010 — 2018 bytem wielokrotnie opiekunem 3-tygodniowych praktyk studenckich
realizowanych w Zakladzie Biochemii IF PAN przez studentéw kierunkéw Neurobiologia i
Biotechnologia UJ (tacznie 9 praktykantéw i praktykantek).

W latach 2012 — 2016 bylem opiekunem prac magisterskich studentek kierunku Neurobiologia
na Uniwersytecie Jagiellonskim realizowanych w Zakladzie Biochemii IF PAN. Wszystkie prace
magisterskie byly realizowane w ramach badan prowadzonych w kierowanych przeze mnie grantach
badawczych NCN (Opus2 i Opus7), w dwoch przypadkach studentki byly wylonione na podstawie
konkursu i zatrudnione jako stypendystki NCN (zgodnie z decyzjg Rady Wydziatu Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego osoba ze stopniem doktora wywodzaca si¢ spoza uczelni nie moze
peti¢ funkcji promotora w pracach magisterskich):

2012/13  Agnieszka Jurga, Neurobiologia UJ. Temat pracy: Badanie wp#ywu progresywnej neurodegeneracji ukfadu
noradrenergicznego u myszy linii TIF-IADBHCre na funkcjonowanie ukfadu dopaminowego.

2014/15  Aneta Latacz, Neurobiologia UJ. Temat pracy: Immunohistochemiczna charakterystyka myszy selektywnie
pozbawionych czynnika transkrypcyjnego CREB w ukfadzie noradrenergicznym (linia Creb/CremDBHCre).

2015/16  Weronika Buczek, Neurobiologia UJ. Temat pracy: Transkryptomiczna ocena myszy transgenicznych pozbawionych
czynnika transkrypcyjnego CREB w ukfadzie serotoninowym i noradrenrgicznym.

Aktualnie, decyzja Rady Naukowej Wydziatu Farmacji Uniwersytetu w Helsinkach (Faculty of
Pharmacy at the University of Helsinki, Finland) z dnia 12.02.2019, zostalem zatwierdzony jako
recenzent pracy doktorskiej:

2019 Katrina Albert, MSc, Division of Pharmacology and Pharmacotherapy, Faculty of Pharmacy, University of Helsinki,

Finlandia. Temat pracy: Modelling alpha-syncuclein-based Parkinson’s disease and studies with CDNF (supervisors:
doc. Mikko Airavaara, PhD, prof. Mart Saarma, PhD). Planowana obrona - 17.05.2019.

Jestem réwniez promotorem pomocniczym dwoch prac doktorskich, w tym jednej juz z
zakonczonym przewodem:

2018 mgr inz. Ewa Trojan, Zakfad Neuroendokrynologii Do$wiadczalnej IF PAN. Temat pracy: Neuroimmunologiczne
mechanizmy dziafania lekéw przeciwdepresyjnych. Badania w modelach in vivo i in vitro (promotor: prof. dr hab.
Agnieszka Basta-Kaim). Doktorat obroniony 16.10.2018.

2019 mgr Katarzyna Rafa-Zabtocka, Zaktad Biochemii IF PAN. Temat pracy: Evaluation of the putative role of transcription
factor CREB in the mechanisms of selected antidepressants — investigation on transgenic mice models with selective
deletion of CREB in noradrenergic or serotonergic systems (promotor: prof. dr hab. Irena Nalepa). Praca doktorska
wykonana w ramach kierowanego przeze mnie grantu NCN Opus7. Planowana obrona - czerwiec 2019.

3.6. Dziatalnosé popularyzatorska i zabieranie gtosu w sprawach nauki

Uwazam, ze popularyzacja nauki stanowi wazng aktywno$¢ w pracy naukowej, w ktorej
wydajemy publiczne pienigdze podatnikow. W ramach szerokiego upowszechniania wiedzy wygtositem
kilka wyktadow popularno-naukowych dla studentéw, licealistow lub innego, szerokiego grona
odbiorcow o tematyce w rozny sposoéb powigzanej z wykonywanym zawodem i realizowanymi
projektami badawczymi:

2011 ,Egzotyka blisko i daleko oraz zdrowie w podrézy”. IV Konferencja Szkoleniowa "Podrézuj bezpiecznie"

organizowana przez Centrum Szczepien w Szpitalu Jana Pawta II. Krakéw, 08.10.2011.

2015 ,Czy myszy moga mie¢ depresje?” — wyktad w ramach Krakowskiego Sympozjum Samorzadéw Szkolnych: "Twoj
mbzg - twoja przyszto$¢”. Krakow, 13.02.2015.
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2016 ,Zastosowanie systemow warunkowej/indukowanej ekspresji genéw — czyli jak trafi¢ mutacja tam, gdzie chcemy” -
wyktad dla kota naukowego MYGEN studentéw UJ podczas wyjazdu integracyjnego, Mszana Dolna, 22.10.2016.

2017 ,Czy myszy moga mie¢ depresje?” oraz ,Farmakologia z klockéw Lego” — wyktady i prezentacje podczas Festiwalu
Nauki w Instytucie Farmakologii PAN, 25-27.05.2017.

W 2013 wzigltem udzial w II edycji miedzynarodowego konkursu dla popularyzatoré6w nauki
FameLab, organizowanego przez Centrum Nauki Kopernik i British Council, w ktorym dotartem
do krajowego finalu. W ramach nagrody dla uczestnikoéw etapu finalowego wzigtem udziat w
bezptatnych warsztatach i szkoleniu MasterClass z zakresu komunikacji naukowej, autoprezentacji i
wystapien publicznych, prowadzonym przez specjalistow, zawodowych prezenteréw i rezyseréw BBC
(maj 2013, Liblice k/Pragi, Czechy).

Staram si¢ rowniez uczestniczy¢ w dyskusji na tematy organizacji zycia naukowego czy
wprowadzanymi reformami nauki. Wyrazem tego byla m.in. ponizsza publikacja, w ktorej
polemizowalem z bezkrytycznym podejSciem do parametryzacji nauki i stosowania wskaznikow
bibliometrycznych, takich jak tzw. wspotczynnik Hirscha (h-index), dowodzac, ze ten parametr czgsto
ma niewiele wspdlnego z jakoScig prowadzonych badan:

Kreiner G: The slavery of the h-index - measuring the unmeasurable. Front Hum Neurosci 2016; 10:556

W powyzej pracy dokonatem analizy indeksu Hirscha dla laureatéw nagrody Nobla z lat 2005-2015 dla 3 r6znych etapdw ich kariery,
sporzadzitem ryciny i napisatem manuskrypt pracy. Wktad w powstanie publikacji — 100%.

3.7. Woyktady na krajowych i miedzynarodowych konferencjach oraz spotkaniach naukowych

W latach 2009 — 2019 bytem zapraszany przez organizatorow wymienionych nizej konferencji i
spotkan naukowych. Wygtlositem nast¢pujace wyklady:

2009 ,Genetyczne modelowanie choréb neurodegeneracyjnych u myszy — zasadnicze strategie”. XVIII Dni
Neuropsychofarmakologiczne, 25-27.05.2009, Ustron-Jaszowiec.

2010 “Induction of ribosomal stress as a novel mouse model of neurodegeneration”. XVIl Miedzynarodowy Kongres
Polskiego Towarzystwa Farmakologicznego, 16-18.09.2010, Krynica.

2011 ,Genetic modeling of neurodegenerative diseases in mice”. 10th International Congress of Polish Neuroscience
Society, 21-24.09.2011, L4dz.

2013 “Nucleolar activity in neurodegenerative diseases”. XVIII Migdzynarodowy Kongres Polskiego Towarzystwa
Farmakologicznego, 22-25.05.2013, Kazimierz Dolny.

2013 “Nucleolar stress: new insights into the molecular mechanisms of Parkinson’s Disease”. Neurochemical Conference
- Emerging topics in neurological diseases: molecular mechanisms, diagnosis and therapy, 24-25.10.2013,
Warszawa.

2014 ,Rola uktadu noradrenergicznego w chorobie Parkinsona”. XXIlI International Symposium, Molecular & Physiological
Aspects of Regulatory Processes of the Organism, 26-27.09.2014, Krakéw.

2015 “Noradrenergic signaling in Parkinson’s disease”. Neurochemical Conference — Neuropsychoimmunological
mechanisms in the pathology of neurodegenerative diseases - from biomarkers to therapeutics, 22-23.10.2015,
Warszawa.

2016 ,Systemy warunkowej/indukowanej ekspresji gendéw i ich praktyczne zastosowanie”. XXXIIl Szkota Zimowa Instytutu

Farmakologii PAN, 12-15.01.2016, Krakow

2016 “Compensatory mechanisms as possible targets of pharmacotherapy in neurodegenerative diseases”. 2 Central
European Biomedical Congress, 15-18.06.2016, Krakéw

2016 “Targeting nucleolus — a new approach in generating transgenic mouse models of neurodegenerative diseases and
their exploitation to study possible neuroprotective therapies”. 13t Transgenic Technology Meeting, 20-23.03.2016,
Praga, Czechy

2018 ,Czego nauczylismy sie o chorobach neurodegeneracyjnych ze zwierzecych modeli transgenicznych w obecnym
tysigcleciu?”. XXXV Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN, 06-09.02.2018, Krakow

2019 “Noradrenergic system in Parkinson’s disease as a potential target for neuroprotective treatment”. Institute of
Biotechnology, University of Helsinki, Finlandia — wyktad na zaproszenie, potwierdzony do wygtoszenia na
seminarium naukowym w dniu 16.05.2019.
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3.8. Uczestnictwo w panelach eksperckich

W latach 2013-2014 bytem cztonkiem Korpusu Ekspertow Narodowego Centrum Nauki
(NCN), bralem udziat w panelach eksperckich przy ocenie wnioskow grantowych w konkursach
Preludium, Sonata, Opus, Fuga i Etiuda (ok. 50 zrecenzowanych wniosko6w na réznych panelach
eksperckich). Oceniatem réwniez wnioski grantowe jako ekspert zewnetrzny (2 wnioski).

Od roku 2015 jestem ekspertem Narodowego Centrum Badan i Rozwoju (NCBiR). Oceniatem
wnioski grantowe i bratem udzial w posiedzeniach paneli eksperckich NCBiR, pelnigc réwniez rolg
Eksperta Wiodacego i Przewodniczacego (tacznie ok. 20 ewaluowanych wnioskéw w roéznych
konkursach).

Jestem takze ekspertem oceniajacym wnioski grantowe dla Narodowej Agencji Wymiany
Akademickiej (NAWA) — 9 wykonanych recenzji. Jako ekspert zewnetrzny wykonywatem rowniez
ekspertyzy dla Departamentu Innowacji i Rozwoju MNiSW (2 ekspertyzy).

3.9. Recenzje publikacji w czasopismach naukowych

Recenzowatem publikacje dla J Neurochem, Pharmacol Rep, PLoS One, Front Cell Neurosci,
Front Pharmacol, Phytomed, Schizophrenia Biul, Molecules, Mol. Neurobiol (facznie ok. 25 recenz;ji).

Jestem czlonkiem szerokiej Rady Redakcyjnej (Editorial Board) w czasopismach Front Cell
Neurosci i Front Pharmacol peligc funkcj¢ Review Editor.

3.10. Dziatalno$¢ organizacyjna

W trakcie mojej pracy w Instytucie Farmakologii staratem si¢ aktywnie wiacza¢ w dziatalnosc
organizacyjna. Jeszcze przed uzyskaniem stopnia doktora az do wyjazdu na staz podoktorski w roku
2005 pehitem funkcj¢ Inspektora Ochrony Radiologicznej (IOR) w Instytucie Farmakologii PAN
nadzorujac prace z materiatami radioaktywnymi i prowadzac ewidencje zrodel i odpadow
radioaktywnych. Pomagatem w organizacji kilku Szkét Zimowych IF PAN, wykonujac m.in.
dokumentacje fotograficzng do publikowanych przez Instytut skryptow z wyktadami. Bezposrednio
po powrocie ze stazu podoktorskiego, wspdlnie z dr hab. Janem Rodriguezem Parkitng, bytem
zaangazowany w zorganizowanie i stworzenie na terenie Zwierzetarni Instytutu Farmakologii PAN
pomieszczen przystosowanych dla hodowli zwierzat transgenicznych w systemie Cre/loxP. W trakcie
wakacyjnych urlop6w administratora sieci internetowej w IF PAN pehlnilem w zastepstwie jego
funkcje.

W latach 2010 — 2014 bytem wybrany na czlonka Rady Naukowej IF PAN jako przedstawiciel
adiunktéw i asystentow. W latach 2013 — 2017 bytem regularnie wybierany do komisji nadzorujacej
przyznawanie nagréd Qualitas/Quantitas z funduszu KNOW, powolywanych przez dyrektora I[F PAN
celem weryfikacji i przeliczania kwot nagréd wyptacanych za najlepsze prace opublikowane z afiliacja
IF PAN.

Od kwietnia 2017 pehi¢ funkcj¢ kierownika Zakladu Inzynierii Genetycznej GMO/GMM
(Z1G GMO/GMM) i sprawuje nadzér nad procesem wydawania zgdéd GMO/GMM dla indywidualnych
uzytkownikow jak rowniez nad bezpieczenstwem pracy z materiatem GMO/GMM.

Bylem/jestem wspotorganizatorem dwodch sesji tematycznych na konferencjach naukowych:

2011 ,Molecular mechanisms of neurodegenerative diseases”. 10th International Congress of Polish Neuroscience
Society, 21-24.09.2011, Ldz.

2019 “New insights into neurodegeneration and neuroprotection in Parkinson’s disease”. 20th International Congress of
the Polish Pharmacological Society, 5-7.06.2019, Lublin.
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3.11. Cztonkostwa w towarzystwach naukowych

Jestem cztonkiem Polskiego Towarzystwa Badan Ukladu Nerwowego (PT BUN) i Polskiego
Towarzystwa Farmakologicznego (PTF).

4. Podsumowanie catosci dorobku naukowego

Podsumowanie catosci dorobku naukowego z podziatem na osiagnigcia przed i po uzyskaniu
stopnia doktora zostalo przedstawione w tabeli ponizej.

Tabela 2. Zbiorczy wykaz najwazniejszych osiagni¢¢ naukowych habilitanta (stan na 19.03.2019).

Przed doktoratem Po doktoracie
Liczba IF MNiSW | Liczba IF MNiSW

Publikacje oryginalne 6 5.75 62 29 | 108.02 | 855
Publikacje przegladowe 0 0 0 7 21.84 | 210

RAZEM 6 5.75 62 36 | 129.86 | 1065
Patenty 0 - - 1 - -
Streszczenia w materiatach pokonferencyjnych 15 - - 64 - -
Wyktady naukowe wygtoszone poza IF PAN 0 - - 12 - -
Udziat w projektach grantowych 3 - - 3 - -
Kierowanie projektami grantowymi 0 - - 4 - -
Sumaryczny IF wszystkich opublikowanych prac 135.61
Sumaryczna punktacja KBN/MNiSW wszystkich opublikowanych prac 1127
Catkowita liczba cytowan wg bazy JCR Web of Science 454
Catkowita liczba cytowan z wyt. autocytowan wg bazy JCR Web of Science 377
h-index 12

W tym sumaryczny IF prac wchodzacych w sktad dzieta habilitacyjnego — 29.473 / 199 MNiSW (22.077 / 139 MNiSW z prac
oryginalnych i 7.396 / 60 MNiSW z prac przegladowych). Punkty IF/MNiSW liczone wg danych dla roku opublikowania pracy
na podstawie bazy JCR (Journal Citation Reports) Web of Science i punktacji czasopism publikowanych w odpowiednich
latach przez KBN/MNiSW.
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5. Zataczniki

Zatgcznik 1 — Dane kontaktowe
Zatgcznik 2 — Uwierzytelniony odpis z dyplomu doktorskiego

Zatgcznik 3 — Analiza bibliometryczna dorobku naukowego przygotowana przez Centrum
Informacji Naukowej, Biblioteki i Archiwum Instytutu Farmakologii PAN

Zatgcznik 4 — Petny wykaz wszystkich prac opublikowanych przez habilitanta

Zatgcznik 5 — Oswiadczenia wspotautoréow publikacji bedgcych przedmiotem dzieta
habilitacyjnego

Zatgcznik 6 — Zaswiadczenie prowadzenia zaje¢ na Wydziale Hodowli i Biologii Zwierzat
Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie z podaniem wymiaru godzin

Zatgcznik 7 — Zaswiadczenie prowadzenia zaje¢ w Instytucie Nauk Biomedycznych Akademii
Wychowania Fizycznego im. B. Czecha w Krakowie z podaniem wymiaru godzin

Zatgcznik 8 — Petne wersje prac stanowigcych podstawe habilitacji
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