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1. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

27 X1 2007 Tytut doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej, z wyrdznieniem.

Praca doktorska pt. "Proba stworzenia zwierzecego modelu choroby Parkinsona z wykorzystaniem
pestycydu parakwatu u szczuréw" wykonana w Instytucie Farmakologii, Polskiej Akademii Nauk w
Krakowie pod kierunkiem prof. Krystyny Ossowskiej.

17 Vi 2003 Tytut mgr biologii, Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie.

Praca magisterska pt. "Przygotowanie stabilnie transfekowanych linii komdrkowych mysiej
neuroblastomy NB41A3 konstruktami genetycznymi zawierajgcymi promotory receptorow
dopaminowych D2 i D3 oraz gen reporterowy”, wykonana na Wydziale Biotechnologii w Zaktadzie
Biochemii Komoérki pod kierunkiem prof. Jolanty Jury.

2. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Ood Vil 2011 Adiunkt w Zakfadzie Neuropsychofarmakologii, Instytutu Farmakologii Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie.

IX2013 - 1l1 2016 Postdoc w Zaktadzie Biochemii Technicznego Uniwersytetu w Darmstadt, Niemcy.

VII 2007 - VI 2011 Asystent w Zaktadzie Neuropsychofarmakologii, Instytutu Farmakologii Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie.

X 2003 - VI 2007 Doktorant w Zaktadzie Neuropsychofarmakologii, Instytutu Farmakologii Polskiej
Akademii Nauk w Krakowie.

VII - X 2003 Wykonawca grantu w Zakfadzie Neuropsychofarmakologii Instytutu Farmakologii
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.

IX 1998 - VI 2003 Studia magisterskie na Wydziale Biologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie.

3. Wskazanie osiggniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U.z 2018 r. poz. 1789):

A) Tytut osiggniecia naukowego

Whykazanie istotnej roli astrocytéw w mechanizmach kompensujacych degeneracje
neuronow dopaminergicznych i w regulacji energetyki komadrkowej uktadu
czarnoprazkowiowego w zwierzecym modelu wczesnej choroby Parkinsona

B) Lista prac
Autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

Osiggniecia naukowe stanowigce podstawe habilitacji zostaty opublikowane w cyklu 5 prac
oryginalnych, w latach 2016 — 2019.



. Katarzyna Kuter, Manuela Kratochwil, Klemencja Berghauzen-Maciejewska, Urszula Gtowacka,
Michiru D. Sugawa, Krystyna Ossowska, Norbert A. Dencher

Adaptation within mitochondrial oxidative phosphorylation supercomplexes and membrane
viscosity during degeneration of dopaminergic neurons in an animal model of early Parkinson’s
disease

Biochim Biophys Acta. - Molecular Basis of Disease 2016 Apr;1862(4):741-53.

PMID:26844379; DOI: 10.1016/j.bbadis.2016.01.022 ; wydawnictwo Elsevier

IF = 5.476; punkty MNiSW = 40; liczba cytowan 18

. Katarzyna Kuter, Manuela Kratochwil, Sven H. Marx, Sonja Hartwig, Stephan Lehr, Michiru D
Sugawa, Norbert A Dencher

Native DIGE proteomic analysis of mitochondria from substantia nigra and striatum during
neuronal degeneration and its compensation in an animal model of early Parkinson's disease.
Arch Physiol Biochem. 2016 Jul 28:1-19.

PMID:27467289; DOI:10.1080/13813455.2016.1197948; wydawnictwo Taylor & Francis

IF = 1.220; punkty MNiSW = 20; liczba cytowan 2

. Katarzyna Kuter, tukasz Olech, Urszula Gtowacka

Prolonged Dysfunction of Astrocytes and Activation of Microglia Accelerate Degeneration of
Dopaminergic Neurons in the Rat Substantia Nigra and Block Compensation of Early Motor
Dysfunction Induced by 6-OHDA.

Mol Neurobiol. 2018 Apr;55(4):3049-3066

PMID: 28466266; DOI: 10.1007/s12035-017-0529-z; wydawnictwo Springer

IF = 5.076; punkty MNiSW = 40. Liczba cytowan 4

. Katarzyna Kuter, tukasz Olech, Urszula Gtowacka, Martyna Paleczna

Astrocyte support is important for the compensatory potential of the nigrostriatal system neurons
during early neurodegeneration

J Neurochem. 2019 Jan;148(1):63-79.

PMID: 30295916; DOI: 10.1111/jnc.14605 ; wydawnictwo John Wiley & Sons, Inc.

IF =4.609 ; punkty MNiSW = 30, liczba cytowan 0

. Katarzyna Kuter, tukasz. Olech, Norbert A. Dencher

Increased energetic demand supported by mitochondrial electron transfer chain and astrocyte
assistance is essential to maintain the compensatory ability of the dopaminergic neurons in an
animal model of early Parkinson’s disease

Mitochondrion. 2018 Dec 20. pii: $1567-7249(18)30095-3. [Epub ahead of print]

PMID: 30578987; DOI: 10.1016/j.mit0.2018.12.002 ; wydawnictwo Elsevier

IF =3.226 ; punkty MNiSW = 35; liczba cytowan 0
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C) Omowienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikdw wraz z omdwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Przyczyng zaburzen motorycznych w chorobie Parkinsona (PD) jest powazne uszkodzenie
dopaminergicznego ukfadu czarnoprgzkowiowego, przejawiajgce sie sztywnoscig miesniowa,
spowolnieniem ruchowym, bezruchem oraz drzeniami. PD jest wolno postepujaca, nieodwracalng
chorobg neurodegeneracyjng, ujawniajgcg sie wraz ze starzeniem. PD i uktad dopaminergiczny
znajdowat sie w centrum moich zainteresowan od czasu studidw magisterskich. W pracy doktorskiej
skupitam sie na opracowaniu nowego zwierzecego modelu PD wywotanego pestycydami. Dato mi to
szczegdtowy wglad w rézne mechanizmy degeneracyjne zaangazowane w rozwdéj choréb centralnego
uktadu nerwowego (CUN) i w to, jak powinno wyglada¢ prawidtowe modelowanie PD u zwierzat.

Szczegélnie ciekawy fakt dotyczacy wtasnie PD to, ze pierwsze objawy motoryczne obserwuje
sie dopiero, kiedy uszkodzone zostaje az ok. 70% neuronéw dopaminergicznych w istocie czarnej
(substantia nigra - SN), co skutkuje obnizeniem poziomu dopaminy (DA) o ok. 80% w jadrze ogoniastym
i skorupie (n. caudatus i putamen - CP) u ludzi (Hornykiewicz 1998). Pojawianie sie objawoéw
motorycznych dopiero po tak znacznym, nieodwracalnym uszkodzeniu, dowodzi obecnosci silnych
mechanizméw kompensujacych powolny zanik neuronéw dopaminergicznych, maskujgcych lub
przeciwdziatajgcych pojawianiu sie zaburzen na przedklinicznych etapach choroby (Zigmond et al.
1990; Zigmond 1997; Bezard & Gross 1998). Te wiasnie mechanizmy kompensujgce powolna
degeneracje neuronéw dopaminergicznych w moézgu, zaobserwowane w modelu PD opracowanym
podczas doktoratu, stanowig od tej pory gtédwny temat mojej pracy badawczej, analizowany z
réznych punktéw widzenia.

Jako, ze kompensacja funkcjonalna ubytkéw w liczbie neuronéw zmusza pozostate przy zyciu
neurony oraz inne komodrki do nasilenia aktywnosci, prawdopodobnie zwieksza sie takze ich
zapotrzebowanie energetyczne. Regulacja dostepnosci substratow energetycznych moze byé jednym
z wazniejszych mechanizmdw przyczyniajacych sie do zdolnosci mézgu do kompensowania uszkodzen.
Dlatego podjetam sie badania energetyki komorkowej CUN, w czym istotnie pomogty mi wielokrotne
wyjazdy stypendialne do Niemiec i wspdtpraca z prof. Dencherem.

Za wsparcie energetyczne neurondéw odpowiadajg w gtdwnej mierze komorki glejowe —
astrocyty. Odbywa sie to m.in. poprzez dostarczanie substratéw do produkcji NADH i ATP. Dilugotrwata
dysfunkcja astrocytow mogtaby w znacznym stopniu uposledzi¢ dziatanie neuronéw. W zwigzku z
tym hipoteza badawcza tego cyklu prac zaktadata, ze dopdki astrocyty s3 w stanie energetycznie
wspiera¢ neurony w sytuacji stresowej, dopdty system jest stabilny. Natomiast po przekroczeniu
pewnej granicy rozpoczyna sie degeneracja neurondéw. W konsekwencji, manipulacja zasobami
energetycznymi  mogtoby pozwoli¢ na wsparcie przedstawionego endogennego procesu
kompensujacego i lepszg terapie PD.

CELE NAUKOWO-BADAWCZE:

Celem cyklu prac byto zbadanie roli astrocytéw we wspieraniu potencjatu modzgu do
spontanicznego kompensowania uszkodzen neuronéw dopaminergicznego uktadu
czarnoprgzkowiowego. Badania te skupiaty sie na endogennej regulacji energetycznego metabolizmu
komoérkowego, zaleznego od astrocytow.

W szczegdlnosci celem przeprowadzonych badan byto:

1] Opracowanie modelu zwierzecego wczesnej choroby Parkinsona wykazujgcego cechy kompensacji
behawioralne;j.

2] Okreslenie roli superkomplekséw oddechowych w w/w modelu w prazkowiu i istocie czarnej
szczuréw w odpowiedzi na degeneracje neurondw dopaminergicznych i jej kompensacje w réznych
punktach czasowych.

3] Wskazanie biatek mitochondrialnych i petnionych przez nie funkcji komérkowych zaangazowanych
w dwadch fazach - degeneracji i kompensacji uktadu czarnoprazkowiowego.



4] Opracowanie modelu zwierzecego przewlektej dysfunkcji i uszkodzenia astrocytow w ukfadzie
czaranoprazkowiowym i wykazanie, ze astrocyty sg niezbedne do funkcjonalnej kompensacji zaburzen
motorycznych.

5] Okreslenie zmian w wykorzystaniu substratdw energetycznych i ekspresji kluczowych biatek
regulujgcych metabolizm w szlaku czarnoprgzkowiowym w odpowiedzi na uszkodzenie astrocytow
i/lub neurodegeneracje oraz skorelowanie zmian z mozliwo$cig kompensacji.

6] Okreslenie zmian w budowie i funkcjonowaniu komplekséw i superkomplekséw oksydatywnej
fosforylacji w mitochondriach szlaku czarnoprgzkowiowego w odpowiedzi na neurodegeneracje i/lub
uszkodzenie astrocytéw oraz kompensacje uszkodzenia.

WSTEP:

Choroba Parkinsona

Przyczyna zapadalnosci na chorobe Parkinsona jest nadal nieznana, mimo, ze jest to jedna z
najczesciej wystepujacych schorzen neurodegeneracyjnych i od momentu jej opisania mineto ponad
200 lat! Niestety, dostepne leczenie jest jedynie objawowe i polega gtéwnie na podawaniu duzych
dawek prekursora DA (L-DOPA), co wywotuje silne skutki uboczne, po kilku latach jeszcze bardziej
uposledzajace pacjenta. Poniewaz brak wczesnej diagnostyki tej choroby, a pacjenci zgtaszajg sie do
lekarza zazwyczaj dopiero po wystgpieniu objawdéw motorycznych, wszelkie préby terapii
neuroprotekcyjnych nie mogg by¢ zastosowane, gdyz w momencie rozpoznania wiekszo$¢ neurondéw
dopaminergicznych juz obumarta. Degeneracja neuronédw w CUN jest nieodwracalna. Tak pdine
rozpoznanie choroby jest gtéwnie wynikiem maskowania objawdw choroby na jej wczesnym etapie
przez mechanizmy kompensujace. Z kolei fakt, ze mechanizmy te sg wystarczajgce aby przeciwdziataé
degeneracji az do 70% neuronéw w catej strukturze SN daje poczucie ogromu mozliwosci, jakie
niostoby zastosowanie ich kiedys w praktyce.

Mechanizmy kompensacyjne

Kompensacja to mechanizm pozwalajgcy uktadowi na adaptacje do zmienionych warunkéw po
jego czesciowym uszkodzeniu, w tym wypadku czesciowej neurodegeneracji i podtrzymaniu jego
funkcjonowania. Istnienie mechanizmoéw kompensacyjnych u pacjentéw z PD jest powszechnie uznane
ale wciagz nie znane jest ich podtoze komérkowe i molekularne. W licznych modelach zwierzecych,
zarowno u naczelnych jak i gryzoni wykazano, ze cze$ciowe uszkodzenie uktadu czarnoprazkowiowego
jest funkcjonalnie kompensowane z czasem (Petzinger et al. 2006; Stanic et al. 2003b; Hornykiewicz
1998; Zigmond et al. 1990; Zigmond 1997; Bezard & Gross 1998; Finkelstein et al. 2000).

Mechanizmy kompensacyjne wtgczane podczas postepujacej z wiekiem degeneracji neurondéw
zalezg od wielkosSci uszkodzenia. Na wczesnych etapach funkcjonowanie uktadu jest zachowane
poniewaz utrata neurondw jest mata i uzupetniana funkcjonalng adaptacjg podnoszacg poziom DA do
poziomu normalnego. Sredniej wielkoéci uszkodzenia wymagaja adaptacji strukturalnych i pojawia sie
niewielkie obnizenie poziomu DA. Najwieksze uszkodzenia, powyzej 70% wigzg sie z utratg funkcji
przez uktad i angazujg rowniez uktady postsynaptyczne do kompensacji. Na tym etapie kompensacja
nie jest juz wystarczajgco wydajna i dochodzi do pojawiania sie objawdw choroby i zaburzen
motorycznych. Widoczny jest duzy spadek poziomu DA w CP (Robinson et al. 1994).

Jak dotad poznano kilka z procesdw zaangazowanych w kompensowanie zaburzen
motorycznych po uszkodzeniu uktadu dopaminergicznego w modelach zwierzecych PD.

Adaptacje funkcjonalne neuronéw dopaminergicznych, ktére przezyty po uszkodzeniu SN widoczne sg
m.in. w postaci podniesionej ekspresji i aktywnos$ci enzymu syntetyzujgcego DA — hydroksylazy
tyrozynowej (TH), zmniejszony wychwyt zwrotny poprzez spadek aktywnosci transportera
dopaminergicznego (DAT) oraz zwiekszone uwalnianie DA z zakoriczenn (Robinson et al. 1994).
Powoduje to utrzymanie sie niemalze normalnego stezenia DA w synapsie. Wiadomo réwniez, ze
pozostate przy zyciu neurony dopaminergiczne zwiekszajg czestosé wytadowan w celu wyréwnania
transmisji dopaminergicznej. Adaptacje funkcjonalne sg pierwszymi mechanizmami zaangazowanymi
w proces kompensowania jeszcze nieduzych ubytkow neurondw dopaminergicznych. Podczas wolno
postepujgcej degeneracji uktadu dopaminergicznego dochodzi do aktywacji kolejnych procesow i
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zmian strukturalnych w neuronach dopaminergicznych i ich zakoriczeniach. M.in. udokumentowano
rozrost zarowno ciat komdrkowych, jak i rozgatezien drzewek aksonalnych neurondw ktére przezyty,
dzieki czemu pojedyncze neurony pokrywajg wiekszy obszar struktury i moga produkowac wiecej DA
(Stanic et al. 2003a; Stanic et al. 2003b). Przy duzym uszkodzeniu uktadu czarnoprazkowiowego
dochodzi do zmniejszenia transmisji dopaminergicznej pochodzacej z SN i CP. Deficyt ten jest
czeSciowo niwelowany przez wzrost lub modulowanie aktywnosci uktadow postsynaptycznych. U
zwierzat  doswiadczalnych  zaobserwowano zwiekszong aktywnos¢ posredniego  szlaku
GABAergicznego znakowanego proenkefaling wychodzacego z prazkowia (striatum — STR,
odpowiednik CP u gryzoni) do gatki bladej oraz wzrost gestosci postsynaptycznych receptoréw DA
(Bezard & Gross 1998). Transmisja neuronalna pomiedzy wieloma strukturami mézgu regulowana jest
na zasadzie wzajemnej sieci potgczen i w odpowiedzi dostosowuje aby skompensowaé ubytek
neurondw. Zaburzenie transmisji dopaminergicznej w CP/STR wptywa na cato$¢ systemu CUN.

Astrocyty w patogenezie PD

Wczesniejsze badania nad PD skupialy sie przewaznie na neuronach, nie uwzgledniajgc roli

astrocytow, traktowanych jedynie jako spoiwo tkankowe (glia — klej). W ostatnich czasach jednak
zwraca sie na nie szczegblng uwage. Komorki glejowe — astrocyty i mikroglej sg kluczowymi
wykonawcami stanu zapalnego w mdzgu. Proces ten jest wazny zardwno w procesach inicjujgcych, jak
i postepujacych w PD. Zmiany patologiczne u pacjentdw post mortem takie, jak ciata Lewiego i markery
apoptozy widoczne sg nie tylko w neuronach ale tez w niektdrych astrocytach (Kosel et al. 1997). Te
zmiany nasilajg sie i rozprzestrzeniajg wraz z trwaniem choroby (Braak et al. 2007; Wakabayashi et al.
2000). Komorki gleju pobierajg nieprawidtowe czgsteczki a-synukleiny i ulegajg w ten sposéb aktywacji
napedzajgc potencjalnie szkodliwy stan zapalny (Lee et al. 2010). W badaniach proteomicznych, u
pacjentéw wykazano zwiekszong ekspresje biatek specyficznych wtasnie dla astrocytéw (GFAP, GMBF,
galectin 1, sorcin A) i zaproponowano, ze jest to efekt endogennej ochrony przed degeneracjg
neuronéw (Werner et al. 2008). Podobnie, badania L’Episcopo w mysim modelu PD po podaniu toksyny
MPTP wskazywaty witasnie astrocyty, jako podstawe mechanizmu kompensacji uszkodzenia ukf.
czarnopragzkowiowego (L'Episcopo et al. 2011).
Uktad dopaminergiczny jest szczegdlnie wrazliwy w kontekscie astrocytow poniewaz w SN jest ich
stosunkowo mato w poréwnaniu do innych struktur mézgu. Natomiast znajduje sie tam wiele komadrek
mikrogleju, ktéry moze by¢ potencjalnie szkodliwy w przedtuzajgcym sie stanie zapalnym (Kim et al.
2000). Astrocyty w SN stanowig réwniez oddzielng populacje komodrek znacznie réznigcg sie fenotypem
od innych struktur (Emsley & Macklis 2006). Wszystkie powyzsze fakty wskazujg na znaczacg role nie
tylko neuronéw ale réowniez astrocytow w patogenezie PD.

Funkcje astrocytow

Astrocyty sg funkcjonalnie scisle potgczone z neuronami. Tworzg one system wsparcia CUN
utrzymujac homeostaze pozwalajgcg na optymalne dziatanie neurondw w mozgu (Hu et al. 2016).
Chronig tkanke produkujgc antyoksydanty (kwas askorbinowy, GSH), wydzielajgc wiele czynnikow
troficznych (NGF, BDNF, CNTF, GDNF, IGF-1, FGF-2, VEGF, ADNF) i wspotdziatajgc z mikroglejem w
procesach zapalnych. Astrocyty wspierajg neurony na wielu ptaszczyznach, strukturalnej,
osmotycznej, troficznej, odpornosciowej i energetycznej.

Wsparcie energetyczne polega na pobieraniu glukozy z oplatanych przez astrocyty naczyn
krwionosnych, synteze mleczanu, ciat ketonowych, glutaminy i przesytanie ich do neurondw, jako
substraty energetyczne. W mézgu tylko astrocyty sg zdolne do magazynowania zapasow energii w
postaci glikogenu czy metabolizmu ttuszczy. Tylko one tez produkujg cholesterol potrzebny do budowy
bton komdrkowych (Bolafios 2016; Fernandez-Fernandez et al. 2012). Dzieki obecnosci receptoréw dla
neuroprzekaznikdw na swojej powierzchni (D1/2, al i f1/2, Al i A2A) astrocyty dostosowujg swoj
metabolizm do aktualnych potrzeb neuronéw. W odpowiedzi na stres lub uszkodzenie astrocyty
ulegaja aktywacji i adaptujg swoje funkcje produkujgc czynniki przezyciowe i regenerujgce. Ponadto,
funkcjonalna kompensacja degeneracji neuronéw moze zwiekszac zapotrzebowanie przezywajacych
komaérek na energie i uwrazliwiac¢ system na wszelkie dysfunkcje astrocytéw.

Energetyka komérkowa w PD



Metabolizm neurondw jest uzalezniony od astrocytéw, ktére zuzywajg wiekszg czesé glukozy
dostepnej w mdzgu. Przy patologicznie niskich zasobach glukozy i blokadzie oksydatywnej fosforylacji
w mitochondriach generujgcej ATP, neurony in vitro przezywaja, pod warunkiem, ze sg hodowane
wtasnie z astrocytami, posiadajgcymi rezerwy energetyczne. Same neurony dopaminergiczne majg
wysokie tempo metabolizmu, a ich ciata komdrkowe majg niewielkg mase mitochondriéw co czyni je
szczegdblnie wrazliwymi na braki energetyczne a tym samym zaleznymi od wsparcia energetycznego
astrocytow (Fernandez-Fernandez et al. 2012; Liang et al. 2007; Pacelli et al. 2015). Dlatego
dtugotrwate zaburzenie funkcjonowania astrocytow moze leze¢ u podtoza patogenezy PD nie tylko
ze wzgledu na brak wsparcia troficznego ale rowniez ze wzgledu na powstaty deficyt energetyczny
pogtebiony zwiekszonym zapotrzebowaniem na rzecz kompensac;ji.

W modzgach pacjentdw post mortem wykazano deficyty w aktywnosci | kompleksu
oddechowego w mitochondriach (Mann et al. 1992; Schapira et al. 1990b; Schapira et al. 1990a;
Janetzky et al. 1994) i rozregulowanie wtasnie szlakdw sygnatowych wrazliwych na zmiany
energetyczne. Defekty w wykorzystaniu glukozy i reagowaniu na zmiany jej poziomu zostaty
zaobserwowane juz na wczesnych, przedobjawowych etapach choroby.

Dlatego hipoteza badawcza tego cyklu prac polegata na zatozeniu, ze zmiany metabolizmu
energetycznego gtdwnie astrocytéw, nie samych neuronéw, wptywajg na endogenny potencjat
uktadu czarnoprazkowiowego do przeciwdziatania degeneracji.

OPIS OSIAGNIETYCH CELOW

1] Opracowanie modelu zwierzecego wczesnej choroby Parkinsona wykazujacego cechy
kompensacji behawioralnej
Ta czes¢ osiggniec zostata opublikowana w pracach (Kuter et al. 2016a; Kuter et al. 2018a).

Aby mozna byto badac¢ procesy kompensacyjne w médzgu potrzebny byt zweryfikowany i
wiarygodny, powtarzalny model zwierzecy. Dotychczasowe publikacje na ten temat pojawiaty sie
niejako przy okazji innych badan nt. PD. Tutaj mechanizmy kompensacyjne byty bezposrednim celem
badawczym a wystandaryzowany model kompensacji nie istniat.

Dlaczego w ogdle bada¢ procesy kompensacyjne? Po uszkodzeniach w obwodowym uktadzie
nerwowym dochodzi do czesciowej regeneracji neuronéw, natomiast $mieré neurondw w CUN i
czarnoprgzkowiowym uktadzie dopaminergicznym, jest nieodwracalna. Pomimo, ze prowadzone s3
prace nad przeszczepami komérek do mdézgu nadal nie jest to forma leczenia powszechnie dostepna
dla pacjentow. Z kolei dtugos¢ u ludzi wydtuza sie, przez co gromadzace sie z czasem uszkodzenia
kumulujg sie, w coraz wiekszym stopniu uposledzajgc funkcjonowanie starzejgcych sie oséb. PD jest
jedna z choréb neurodegeneracyjnych Scisle zwigzang ze starzeniem. Potencjat jaki niosg ze sobg
endogenne mechanizmy kompensacyjne jest ogromny. Poznanie ich pozwolitoby np. na wsparcie ich
aby przedtuzy¢ normalne funkcjonowanie juz zdiagnozowanych chorych. Ponadto, gdybysmy wiedzieli
co maskuje poczgtkowe deficyty w PD moglibysmy opracowa¢ wczesniejszg diagnostyke. Samo
poznanie mechanizmdéw plastycznosci i adaptacyjnych mdzgu pozwolitoby na prébe zachowania ich
podczas starzenia.

Dlaczego badaé¢ procesy kompensacyjne wtasnie w PD? Po pierwsze, istnienie tych
mechanizmdéw u pacjentéw z PD jest niezaprzeczalne. Po drugie, PD stanowi bardzo dobre tto do
badania kompensacji w mdzgu poniewaz za jej zaburzenia motoryczne odpowiada zasadniczo
uszkodzenie jednego szlaku neuronalnego — dopaminergicznego uktadu czarnoprgzkowiowego. W
przebiegu PD zaburzone i uszkodzone sg takze inne uktady ale to selektywne uszkodzenie SN/STR
wywotuje deficyty motoryczne. Po trzecie, dotychczas w badaniach nad degeneracjg nie zwracano
uwagi na wielkos¢ uszkodzenia, czy czas po uszkodzeniu w jakim analizowano zwierzeta a bardzo
istotnie wptywa to na obserwowane zmiany i zmiany kompensacyjne mylnie brane byty za np.
neuroprotekcje. Wprowadza to chaos i btedy merytoryczne do badan naukowych i podjecie tego
tematu byto kluczowe dla rozwoju badan nad PD.



Hipoteza badawcza tego cyklu prac zaktadata, ie uszkadzajac uktad dopaminergiczny w
srednim stopniu uzyskamy zwierzeta, u ktorych blisko jest do granicy zdolnosci kompensacji (ok
70%). W takim modelu bedzie mozna stosunkowo tatwo bada¢ czynniki przesuwajace te granice, lub
opracowywac czulsze testy diagnostyczne wczesniej wykrywajace degeneracje.

Do standaryzacji modelu kompensacji wykorzystaliSmy znang selektywng toksyne
dopaminergiczng 6-hydroksydopamine (6-OHDA). Uszkodzenie jedynie neurondw dopaminergicznych
jest wymagane do uzyskania zaburzen motorycznych typu parkinsonowskiego. 6-OHDA jest
transportowana do neurondw poprzez DAT i w ten sposdéb uszkadza jedynie neurony
katecholaminergiczne. Poniewaz 6-OHDA wnika réwniez w niewielkim stopniu przez transporter
noradrenergiczny (NET), toksyne podaje sie w ostonie blokujgcej go dezipraminy.

Wybrali$my podanie toksyny do peczka wtdkien przysrodkowych (medial forebrain bundle —
MFB) ze wzgledu na progresywny rodzaj uszkodzenia. PD jest chorobg postepujgcg przez wiele lat i
uszkodzenie rozwija sie powoli. Modele zwierzece oparte na podaniach toksyn wywotujg o wiele
szybsze uszkodzenia. Gdyby poda¢ 6-OHDA bezposrednio do SN, gdzie zlokalizowane s3 ciata
neuronéw dopaminergicznych uszkodzenie bytoby niemal kompletne i natychmiastowe, bez szans na
kompensacje. Z kolei podanie do STR, gdzie znajdujg sie dopaminergiczne zakonczenia nerwowe
rozwija sie dtugo w czasie ale wywotuje znikome uszkodzenia w SN a jakiekolwiek deficyty zachowania
sg bardzo szybko kompensowane. Dlatego podanie 6-OHDA do MFB, wtdkien dopaminergicznych
przechodzacych z SN do STR, stanowi idealny kompromis. Do petnej degeneracji dochodzi po ok 2
tygodniach (dane wifasne nie publikowane). Smieré komérek nastepuje powoli dzieki degeneracji
wstecznej rozwijajacej sie wzdtuz widkien. Wielkos¢ uzyskanego uszkodzenia SN wynosita ok 50% i
mozna jg zmieniaé¢ w zaleznosci od podanej dawki toksyny. Uszkodzenie takiej wielkosSci pozostawia
pule neurondw, ktdre moggy funkcjonalnie kompensowad czesciowy ubytek. Nie dochodzi takze do
uszkodzenia mechanicznego zadnej z badanych pdzZniej struktur, SN czy STR.

Zmodyfikowany i przedtuzony zostat test aktywnosci lokomotorycznej, dzieki ktéremu
mogliémy zidentyfikowaé nawet subtelne zmiany w zachowaniu zwierzat na przestrzeni wielu godzin,
zawierajacych zaréwno jasng jak i ciemnga faze dnia. Analiza taka bardziej odzwierciedlata typowe
zachowanie zwierzat i uwzglednia cykl dobowy aktywnosci. Taki model badawczy pozwolit na doktadne
zbadanie zmian w aktywnosci zwierzat w wielu punktach czasowych. Dzieki temu wyodrebnione
zostaty oddzielenie fazy przewazajgcego procesu aktywnej degeneracji od fazy gdy przewaza
kompensacja. W analizie zachowania motorycznego zaobserwowano zaburzenia motoryczne u
zwierzat (44% spadku po 3 dniach od podania toksyny) i ich zanikanie (po 4 tygodniach) w wyniku
kompensacji funkcjonalnej. W pdZniejszej pracy zaobserwowalismy takze faze hiperkompensacji po 6
dniach od podania toksyny (Kuter et al. 2018a). W tym okresie zwierzeta sg nawet bardziej aktywne
niz kontrolne, pomimo postepujacej i nieodwracalnej Smierci neuronéw. Zmiany w aktywnosci
motorycznej zwierzat postepujg w sposob bardzo dynamiczny i kazdy dzien od operacji daje inny
wynik. Swiadomos¢ zachodzacych proceséw degeneracji vs kompensacji i uwzglednienie adaptacji przy
analizowaniu wynikow ma zasadnicze znaczenie dla interpretacji wynikéw. Np. analiza wynikéw w 6
dniu po uszkodzeniu — w fazie superkompensacji lub po 4 tygodniach moze zasugerowac brak zmian
wywotanych lezjg, co jest nie prawda.

Metodg stereologicznego zliczania komérek udokumentowalismy tempo $mierci neuronow
dopaminergicznych w SN oraz polu brzusznej nakrywki (ventral tegmental area —VTA) na preparatach
immunohistochemicznych barwionych na obecno$¢ TH oraz i pozostatych neuronéw fioletem krezylu.
Po 3 dniach od podania toksyny umiera ok. 21% neuronéw dopaminergicznych, natomiast po 4
tygodniach ok. 47% (Kuter et al. 2016a). Co istotne, wykazano ze najpierw dochodzi do spadku ilosci
biatka TH w neuronach a dopiero potem neurony umierajg. Zatem utrata fenotypu neuronéw
dopaminergicznych poprzedza ich faktyczng smier¢ (Kuter et al. 2016a). Wiele prac nt. PD uzywa TH,
jako jedynego markera degeneracji, co prowadzi¢ moze do btednych wnioskow.

Poziom DA, jej metabolitéw (DOPAC, HVA, 3-MT) oraz tempo obrotu wykonano metodg HPLC
z detekcja elektrochemiczng. Degeneracji neurondéw i jej kompensacji funkcjonalnej towarzyszyty
zmiany w stezeniu DA i ich metabolizmie w SN i STR (Kuter et al. 2016a). W STR spadki DA widoczne
byty juz po 3 dniach, natomiast w SN dopiero po 4 tygodniach, co odzwierciedla wolno postepujgca od
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zakonczen degeneracje. Podniesiony obrét DA w STR towarzyszyt spadkowi aktywnosci zwierzat a gdy
ta zostata skompensowana, obrdt takze wrdcit do poziomu kontrolnego, pomimo udokumentowanej
Smierci neuronéw. Parametrem bezposrednio korelujgcym z odzyskiwaniem funkcjonalnosci uktadu
byt obrét DA mierzony proporcjg 3-MT/DA, co moze sugerowac zwiekszone uwalnianie DA z
przezywajacych zakonczen.

Podsumowanie: Wykazano, ze opracowany model stanowi wiarygodny, powtarzalny i
wystandaryzowany model zwierzecy wczesnego etapu postepujacej degeneracji neurondéw
dopaminergicznych i uruchamianych w konsekwencji mechanizméw kompensujacych deficyty w
motoryce zwierzat. Opracowane przez nas podejscie umozliwia zarédwno unaocznienie deficytow
motorycznych jak i ich kompensacje, pomimo, $redniego uszkodzenia uktadu czarnoprazkowiowego,
dzieki czemu zwierzeta bardzo dobrze przezywajg operacje. StworzyliSmy narzedzie do badan in vivo,
ktdre stanowi baze do ktérej mozemy doktadac kolejne aspekty badanie w kontekscie kompensacji.
Pozwoli on w dalszych badaniach taczy¢ go z analizg wptywu innych uktadéw lub komdrek, w tym
opisanej ponizej dysfunkcji astrocytéw oraz bada¢ procesy i substancje farmakologiczne wyptywajace
na degeneracje lub jej kompensacje.

2] Okreslenie roli superkomplekséw oddechowych w w/w modelu w prazkowiu i istocie czarnej
szczuréw w odpowiedzi na degeneracje neuronéw dopaminergicznych i jej kompensacje w
réznych punktach czasowych.

Ta czesc osiggniec zostata opublikowana w pracy (Kuter et al. 2016a).

W przebiegu patogenezy PD wykazano wiele réznych mechanizmow, takich jak zaburzenie
degradacji biatek i formowanie ztogdéw, stres oksydacyjny, przediuzajacy sie stan zapalny oraz
dysfunkcje mitochondriéw. W tym cyklu prac skupitam sie wtasnie na mitochondriach i na zbadaniu
zmian w aktywnosci enzymatycznej mitochondriéw w odpowiedzi na przebieg degeneracji neuronéw
dopaminergicznych w ukfadzie czaranoprazkowiowym i skorelowatam je z procesem kompensacji w
czasie.

Istnieje wiele dowoddw na zaangazowanie mitochondridw w patogeneze PD. U pacjentéw z
genetyczng formg PD wykazano mutacje m.in. w genach systemu kontroli jakosci mitochondriéw,
PINK1 i parkiny. W przeciwienistwie do idiopatycznej PD, te formy genetyczne sg odpowiedzialne na
pojawienie sie PD u 0s6b mtodych. Takze inne biatka zidentyfikowane w rodzinnych formach PD jak a-
synukleina, DJ-1, LRRK2 regulujg funkcje witasnie mitochondriéw i stres oksydacyjny (Corti & Brice
2013). Dysfunkcje zaobserwowane w mitochondriach pacjentéw to zaburzenia w procesie fosforylacji
oksydacyjnej, zmiany morfologii i dynamiki mitochondriéw, mutacje mtDNA, anomalie w homeostazie
wapnia i wigzanie a-synukleiny do bton mitochondrialnych. Wiele z tych zmian jest selektywne dla SN
(Subramaniam & Chesselet 2013). U pacjentéw post mortem z zaawansowang PD w SN
zaobserwowano dysfunkcje komplekséw oddechowych (Cx) oksydatywnej fosforylacji, szczegdlnie Cx
| (Mann et al. 1992; Schapira et al. 1990b; Schapira et al. 1990a; Janetzky et al. 1994). Wykazano
rowniez, ze aktywnosé Cx IV i V w mdzgu spada z wiekiem (Lin & Beal 2006). Obnizona aktywnos¢ Cx
wystepuje w PD takze poza mézgiem w miesniach (Cx I, Ili IV) (Bindoff et al. 1991) i ptytkach krwi (Cx
I, 1I/111) (Shults et al. 1997). Liczne badania wskazuja, ze zaburzenia funkcji mitochondriéw moze by¢
jedna z przyczyn lub wczesnych objawéw PD (Hattingen et al. 2009).

Mitochondrialne Cx oddechowe zbudowane sg z kilku do kilkudziesieciu biatek a ich funkcjg
jest przekazywanie elektronu w cyklu reakcji redoks ze zredukowanych nukleotydéw NADH i FADH,,
na petnigcy funkcje akceptora elektrondw tlen. Dzieki generowaniu w ten sposdb potencjatowi
elektrochemicznemu (Cx |, Il i 1V) zachodzi synteza ATP (Cx V) i magazynowana jest energia. W
wewnetrznej btonie mitochondrialnej Cx oksydatywnej fosforylacji Cx I, 11l i IV tworzg jeszcze bardziej
zorganizowane struktury nazwane superkompleksami (SCx). SCx sktadajg sie z w/w Cx w rdznych
proporcjach stechiometrycznych (Schagger & Pfeiffer 2000; Acin-Perez & Enriquez 2014). Bliskie
potaczenie ze sobg réznych Cx wptywa na aktywnosé enzymatyczng kazdego z nich (Schéafer et al. 2006;
Wernicke et al. 2010) i utatwia przesytanie elektrony przez taiicuch oddechowy. Dzieki temu zwieksza
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sie wydajnosé procesu produkcji ATP i zmniejsza generowanie wolnych rodnikéw tlenowych (ROS) jako
produktéw ubocznych (Genova & Lenaz 2013; Genova & Lenaz 2014; Maranzana et al. 2013).

Hipoteza badawcza tej czesci prac zaktadata, po pierwsze ze proces degeneracji neuronéw
dopaminergicznych moze wptyngé¢ na aktywno$é¢ enzymatyczng Cx oddechowych. Po drugie
chcieliémy zbadac czy neurony w SN oraz ich zakonczenia w STR, ktére przezyly uszkodzeni przez 6-
OHDA i prawdopodobnie potrzebujg zwiekszonych zasobow energetycznych do kompensowania
deficytow, dostosowujq sktad swoich SCx aby wydajniej produkowaé ATP. Sprawdzono takze, czy
zmiany w skfadzie i aktywnosci SCx beda korelowaé¢ ze zmianami w ptynnosci blony
mitochondrialne;j.

Te badania po raz pierwszy pokazaty w sposéb ilosciowy zmiany w skfadzie i aktywno$ci SCx po
uszkodzeniu w ukfadzie czaranoprazkowiowym i jego kompensacji (Kuter et al. 2016a). Odkrylismy
zmiany adaptacyjne w aktywnosci Cx | i IV oraz organizacji SCx i w ptynnosci btony mitochondrialne;j.
Przebadana zostata aktywnos$¢ enzymatyczna, wydajnosciilosé Cx | i IV wchodzacych w sktad SCx m.in.
zawierajgce wszystkie trzy Cx (I1lll2IVs/2/1), tylko dwa z nich (l1lllz, 111V2, 11IV1, H2IV1) oraz indywidualnych
form (Cx I, Cx IV1, Cx IV,) w mitochondriach wyizolowanych z SN i STR. Wykorzystano metode
elektroforezy natywnej (BN-PAGE) i przeprowadzono reakcje barwne w zelu dla wykazania aktywnosci
enzymatycznej, wydajnosci i ilosci poszczegdlnych form Cx i SCx. Ptynnos$¢ bton mitochondrialnych
zbadano metodg anizotropii fluorescencji i sondy DPH.

Degeneracja neuronéw dopaminergicznych obnizyta ilos¢ Cx | bedgcego w sktadzie wiekszosci
zidentyfikowanych SCx (SCx I1lll21Vs.1, SCx lilll; ) oraz indywidualnego Cx |, w STR. Wydajnos¢ Cx |
spadata tylko w formie SCx. Zmiany te byty podobne w fazie degeneracji (4 dni ) jak i w fazie petnej
kompensacji (4 tygodnie). Tylko aktywnos$¢ SCx 111V1 byta podniesiona po 4 tygodniach.

Cx IV reagowat odmiennie na uszkodzenie uktadu dopaminergicznego w STR. Nie byto zmian w
ilosci Cx IV ale spadata jego wydajnosé w SCx hlll2IVs, oraz 111V, (Kuter et al. 2016a). Aktywnosc
enzymatyczna Cx IV nieznacznie spadata 4 tygodnie po operacji. Indywidualne formy Cx IV nie wykazaty
zmian.

Bardzo ciekawe wyniki uzyskano w SN. Degeneracja ok 50% neuronéw dopaminergicznych w
SN sprawita, ze pula Cx | wystepujgca indywidualnie poza SCx przesuneta sie do formy zwigzanej w SCx
(Kuter et al. 2016a). Wydajnos¢ Cx | w SCx wzrosta faworyzujac formy wyzej uorganizowane w 4 dniu
po operacji — podczas aktywnej degeneracji neurondw. W fazie skompensowanej, po 4 tygodniach ilosé
Cx | adaptacyjnie zwiekszyta sie zaréwno w SCx jak i indywidualnej formie Cx I;.

Aktualne hipotezy badawcze publikowane sugerujg, Zze organizowanie Cx oddechowych w wyisze
formy SCx zwieksza ich wydajnos¢ (Schafer et al. 2006; Genova & Lenaz 2014; Maranzana et al. 2013;
Schon & Dencher 2009). Nasze badania potwierdzajg tg hipoteze. Zaobserwowana aktywnos$¢ Cx | w
SCx byta wieksza niz indywidualnego Cx I. Nie zwigzany Cx |; stanowit jedynie 15% - 18% catej jego puli
w STR i SN, odpowiednio. Potwierdza to wczesniejsze badania (Buck et al. 2014). Z kolei Cx V21 w
wiekszosci wystepuje w formach indywidualnych (79%) ale jego aktywnos¢ enzymatyczna réwniez jest
wyzsza wewnatrz SCx (Kuter et al. 2016a). Dlatego reorganizacja SCx moze stanowi¢ najszybsza forme
regulowania wydajnosci funkcjonowania szlaku oksydatywnej fosforylacji i w konsekwencji
produkcji ATP, dostosowujacy ja do aktualnych potrzeb komoérek, bez potrzeby syntezy nowych
biatek. W tych badaniach pokazaliSmy, ze poszczegélne formy SCx zmieniajg sie pod wptywem
degeneracji neuronéw w rézny sposob co mogtoby wskazywac, ze maja one odmienne funkcje.

Ptynnos¢ bfon mitochondrialnych

Na funkcjonowanie i sktad SCx wptywa bezposrednio ptynno$¢ btony mitochondrialnej.
Witasciwosci fizykochemiczne bton zalezg w duzej mierze od ich sktadu, w tym ilosci i jakosci
fosfolipidédw, kardiolipiny lub cholesterolu oraz proporcji biatek. Ptynniejsza btona ufatwia
przemieszczanie sie biatek i zmiany jej ksztattu (Acin-Perez & Enriquez 2014; Benard & Rossignol 2008;
Nicolson 2014). Nawet niewielkie zmiany w ptynnosci bton sg krytyczne dla utrzymania homeostazy i
wydajnego funkcjonowania komarki, szczegdlnie jak chodzi o plastycznosé¢ i przezycie (Eckmann et al.
2013). Ptynnos¢ btony moduluje aktywnos$¢ zanurzonych w niej biatek (Garcia et al. 2011; Garcia et al.
2014). Znane jest wiele czynnikdw usztywniajgcych btony, m.in. stres oksydacyjny, bedacy tez jedng z
potencjalnych mechanizméw $mierci neurondw dopaminergicznych w PD (Garcia et al. 2011). ROS
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zwiekszajg stopied wysycenia ttuszczy i zmieniajg ich konformacje. Dlatego tez z wiekiem btony w
mozgu stajg sie mniej ptynne (Sugawa et al. 1996). W CP pacjentéw z PD wykazano zmniejszony
recycling bton powodowany zaburzeniem energetyki komodrkowej (Hattingen et al. 2009).
Odnotowano réwniez drastyczny spadek ilosci wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych w korze
czotowej pacjentdw, co z pewnoscig obniza ptynnosé bton (Fabelo et al. 2011). Dlatego tez zaburzona
homeostaza lipidowa moze byé odpowiedzialna za niektére formy PD. Badania na zwierzetach
pokazaty, ze zwiekszona ekspresja a-synukleiny zmniejszata ptynnos$é bton neuronéw, co réwniez moze
mieé przetozenie na patomechanizm PD (Sharon et al. 2003). Co istotne, zmiany we wtasciwosciach
bton zaobserwowano juz na wczesnych etapach choroby (Witt 2014). W zwigzku z powyzszym,
hipoteza tych badan zaktadata ze proces degeneracji neuronéw dopaminergicznych moze réwniez
dotyczy¢ bton mitochondrialnych i ich ptynnosci a tym samym wptywac bezposrednio na sktad SCx
oddechowych i funkcjonowanie mitochondriéw w mézgu.

Zaobserwowane przez nas zmiany w ptynnosci btony mitochondrialnej w korelowaty ze

zmianami zaobserwowanymi w wydajnosci funkcjonowania SCx (Kuter et al. 2016a). Nasza praca po
raz pierwszy pokazata w sposéb ilosciowy zmiany w ptynnosci bton mitochondrialnych w SN i STR
wywotane degeneracjg neurondw dopaminergicznych i kompensacjg uszkodzen u szczura w
odniesieniu do funkcjonowania i sktadu SCx. W SN btony byly bardziej sztywne na etapie postepujacej
degeneracji i korelowaty z zaobserwowanym wzrostem wydajnosci Cx | i przesunieciem indywidualnej
jego formy do SCx. Wyniki te wspierajg hipoteze, ze sztywniejsze btony mitochondrialne promuja
wyzsze uorganizowanie Cx w SCx. Btony mitochondrialne izolowane z STR byty bardziej ptynne po
uszkodzeniu neurondw co moze odzwierciedla¢ procesy plastycznosci aktywowane adaptacyjnie.
Zwiekszona ptynnos¢ bton korelowata ze zmniejszong wydajnoscig Cx oddechowych.
Bardziej ptynne btony wigzane sg raczej z lepszymi parametrami ochronnymi komarek | z utatwionym
przesytatem biatek btonowych odpowiedzialnych za odpornos$¢ na stres oksydacyjny. Wykazano, ze
linie komdrkowe i tkanki mdzgu bardziej odporne na stres (mdzdzek) majg mniej sztywne btony
(Clement et al. 2010; Sugawa et al. 1996; Chochina et al. 2001). Zwiekszona ptynnos¢ bton
mitochondrialnych w STR w naszym modelu badawczym moze wskazywaé na nasilone procesy
adaptacyjne i naprawcze

Podsumowanie: degeneracja neuronéw dopaminergicznych i uruchamiane w konsekwencji
mechanizmy kompensujgce wptywajg na funkcjonowanie mitochondriéw, wywotujg zmiany w
strukturze i wydajnosci Cx i SCx oddechowych i korelujg ze zmianami w ptynnosci bton
mitochondrialnych. SCx, wyzej zorganizowane formy Cx wydajg sie by¢ preferowane w procesie
adaptacji mitochondriéw do uszkodzenia ukfadu czarnoprazkowiowego, co moze wskazywaé na
adaptacje kompensujgca zwiekszone zapotrzebowanie na energie.

3] Wskazanie biatek mitochondrialnych i funkcji komdrkowych zaangazowanych w dwdch fazach
degeneracji i kompensacji uktadu czarnoprazkowiowego
Ta czes¢ osiggniec zostata opublikowana w pracy (Kuter et al. 2016b).

Badanie mitochondrialnych komplekséw oddechowych, ich sktadu i formowania sie w wyzsze
formy SCx zaowocowato pojawieniem sie kolejnych pytarn badawczych. Udato nam sie wczesniej
okresli¢ zmiany w aktywnosci i wystepowaniu poszczegdlnych SCx i Cx mitochondrialnych ale Cx
oddechowe ztozone sg z réznych nie enzymatycznych podjednostek biatkowych, ktére regulujg ich
aktywnosé i determinujg budowe. Ponadto mitochondria posiadajg wiele innych funkcji niz fosforylacja
oksydatywna i generowanie ATP. Dlatego zainteresowaty nas zmiany ilosciowe w catym proteomie
mitochondrialnym. Pozwolito nam to na wskazanie $ciezek molekularnych i proceséw zaangazowanych
w neurodegeneracje jak i kompensacje.

Aby weczesniejsze wyniki badania aktywnosci enzymatycznej mitochondriéw mozina byto
bezposrednio skorelowac z danymi proteomicznymi analizy wykonano na tych samych mitochondriach
izolowanych z tkanek SN i STR po uszkodzeniu uktadu czarnoprazkowiego. Umozliwito nam to rowniez
bezposrednig korelacje z procesem degeneracji i wczesniejszymi analizami behawioralnymi. W ten
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sposéb przeanalizowane zostaty ilosciowe zmiany w dwdch fazach degeneracji neuronéw —
postepujgcej i skompensowanej. Uzyto metody dwukierunkowej elektroforezy biatek natywnych a
nastepnie zdenaturowanych (2D BN/SDS) przeprowadzonej réownoczesnie na 3 prdébkach
wyznakowanych réznymi barwnikami fluorescencyjnymi. Rozdziat 3 préobek réwnoczesnie w tym
samym zelu (2 badane, 1 standard ilosci) pozwala na ilosSciowg analize réznicowq (Difference Gel
Electrophoresis, DIGE). Jest to najdoktadniejsza a zarazem wysoce wydajna metoda dostepna obecnie
do badania catych proteomoéw. W zelach 2D BN/SDS moglismy nie tylko zidentyfikowaé pojedyncze
biatka ale rowniez przypisa¢ je do konkretnego SCx. Na zelach wyodrebniono 191 pozycji pojedynczych
w probkach z SN i 206 w prébkach z STR. Statystycznie istotne zmiany iloSciowe wykazaty odpowiednio
47 i 69 biatka. Metodga spektroskopii mas i peptydowego odcisku palca (MS-MALDI TOF/TOF Peptide
Mass Fingerptint Analysis) zidentyfikowano 64 i 70 z tych biatek (Kuter et al. 2016b).

Zmiany ekspresji podjednostek Cx oddechowych i biatek metabolizmu energetycznego

Analiza DIGE pojedynczych biatek nalezgcych do poszczegdlnych SCx potwierdzita wczesniejsze
wyniki na catych SCx w STR (Kuter et al. 2016a). Wiekszos¢ biatek nalezacych do Cx | (zaréwno
podjednostek strukturalnych jak i katalitycznych) wykazata postepujgcy w czasie spadek ilosci.
Najmniej istotne zmiany dotyczyty biatek wchodzacych w sktad wiekszych SCx, natomiast najwieksze
zmiany widoczne byty w biatkach nalezgcych do mniejszych SCx i indywidualnego Cx |, podobnie jak
wykazano wczesniej w badaniach sktadu i ilosci réznych form SCx i Cx (Kuter et al. 2016a). Analogiczny
spadek ilosci dotyczyt podjednostek Cx Ill, ktéry wchodzi w sktad wiekszosci SCx.

W SN nie udato nam sie potwierdzi¢ sugerowanego wczesniejszymi badaniami
kompensacyjnego wzrostu ilosci Cx | (Kuter et al. 2016a). Wszystkie zidentyfikowane podjednostki Cx
| nalezaty do czesci strukturalnych, nie katalitycznych Cx. Natomiast wszystkie biatka nalezgce do Cx
IV wskazywaty na postepujacy z czasem wzrost ilosci, co moze sugerowaé proces kompensacji
energetycznej w SN.

Zestawienie naszych wynikdw z wczesniejszymi doniesieniami w podobnym modelu
zwierzecym (Lessner et al. 2010) sugerowato kompensacyjny wzrost ilosci samych mitochondriow w
przezywajacych komérkach i tkance STR. Ten temat wymaga dalszych badain. Na drugi,
prawdopodobny mechanizm kompensacyjny w postaci adaptacji do zwiekszonego zapotrzebowania
na energie kompensujacej tkanki wskazuje wzmozona ekspresja biatek metabolizmu
weglowodanéw (np. akonitaza 2, hexokinaza-1), zaréwno w naszych badaniach w SN jak i w badaniach
Lessner’a.

Biatka wskazujgce na przemodelowanie i regeneracje tkanki po uszkodzeniu

Zaobserwowane przez nas zmiany ilosciowe proteomu wskazaty na aktywny proces
przemodelowania strukturalnego komodrek (Kuter et al. 2016b). Jednym z ciekawych biatek
zmieniajgcych ekspresje podczas degeneracji i kompensacji uszkodzenia uktadu czarnoprazkowiowego
byto biatko DPYSL2 (dihydropyrimidinase-related protein 2) znane réwniez pod nazwg CRMP2
(collapsin response mediator protein-2). W SN jego ilos¢ malata w 4 dniu po rozpoczeciu degeneracji
neuronéw a po 4 tygodniach wracata do poziomu kontrolnego. W STR jego ilo$¢ znaczaco rosta w
obydwu badanych punktach czasowych, wskazujgc na kompensacyjny rozrost zakonczen nerwowych.
DPYSL2 ulega rozpadowi proteolitycznemu w degenerujgcych neuronach i udokumentowano jego
znaczenie w rozroScie aksondw i regeneracji. Nalezy do grupy biatek zwigzanych z neuroplastycznoscig
i reguluje réznicowanie sie neuronéw oraz znajdywanie $ciezki wzrostu podczas wzrostu aksondéw (Sun
& Cavalli 2010). Rowniez inne badania wskazywaty na upregulacje DPYSL2 w STR szczuréw w 3 miesigce
po wywotania uszkodzenia przez podanie 6-OHDA do MFB, podobnie jak w naszych badaniach (Lessner
et al. 2010). Inne modele badawcze uszkodzenia zaréwno centralnego jak i obwodowego uktadu
nerwowego korelujg wzrost ilosci DPYSL2 korelujacy z regeneracjg neuronéw (Jiménez et al. 2005).
Rowniez biatka wchodzgce w interakcje z DPYSL2 (dynein, dynamin, myosin, alpha-actinin-4, neuronal
membrane glycoprotein M6-a), a takze inne zaangazowane w rdznicowanie komadrek, transport
pecherzykow i biatka strukturalne, (unconventional myosin-Id and Ixb, dynein heavy chain 7, adenylyl
cyclase-associated protein 2, protein kinase C zeta, retinol-binding protein 2, glycoprotein M6-a, zinc
finger and BTB domain-containing protein 38, 4F2 cell-surface antigen heavy chain), czy
odpowiedzialne za synteze i sktadanie nowych biatek (Ras-related protein Rab-2A, 60 kDa heat shock
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protein) wykazaty zmiany ekspresji w naszych badaniach potwierdzajac nasilenie procesu aktywnego
przemodelowania tkanki, kompensacyjny wzrost aksonéw i regeneracje w procesie degeneracji i
kompensacji.

Co ciekawe ilo$¢ DPYSL2 spada z wiekiem, co moze byé przyczyng zmniejszonej plastycznosci i
odpornosci starzejgcego sie mdzgu (Sun & Cavalli 2010; Triplett et al. 2016). Poniewaz oznaki
przemodelowania strukturalnego widoczne byty tez u pacjentéw z PD postulujemy, ze DPYSL2 moze
by¢ istotnym markerem proceséw degeneracji i kompensacji w mézgu na wczesnych etapach choroby.

Zmiany ekspresji biatek ochronnych

Wsréd  biatek zmieniajacych ekspresje  w odpowiedzi na degeneracje neuronéw
dopaminergicznych widoczna byta tez grupa biatek ochronnych (chaperones), nalezgcych do tzw.
biatek szoku cieplnego (heat shock proteins, HSP). Utatwiajg wtasciwe fatdowanie nowych biatek po
translacji i ich import. Stabilizujg wczesne formy biatek aby zapobiec ich agregacji i utatwié sktadanie w
wieksze kompleksy biatkowe. llos¢ HSP70-4 (heat shock 70 kDa protein 4) byta podniesiona w SN,
podobnie jak HSP60 w SN i STR. Analogicznie, jak w przypadku DPYSL2 zmiany HSP w STR widoczne
byty wczesniej niz w SN, co koresponduje z wiekszym potencjatem kompensacyjnym
dopaminergicznych zakonczen nerwowych niz ciat neuronédw. HSP60 jest zaangazowane w import i
fatdowanie biatek mitochondrialnych. Wiadomo, ze jego ilos¢ wrasta w stresie komdrkowym i jest to
korzystne dla jej przezycia. Wczesniejsze doniesienia innych grup wykazaty korelacje podniesionego
poziomu HSP60 z odzyskiwaniem sprawnosci fizycznej przez zwierzeta po uszkodzeniu STR przez 6-
OHDA i przeszczepie komérek (Zhao et al. 2016). Zmiany w ekspresji HSP ponownie wskazujg na proces
przemodelowania w odpowiedzi na uszkodzenie uktadu czarnoprazkowiowego.

Zmiany ekspresji biatek wptywajgcych na transmisje dopaminergiczng i glutaminianergiczq

Wykazalismy réwniez zmiany w zawartosci biatek istotnych dla funkcjonowania neuronéw

dopaminergicznych (sodium/potassium-transporting ATPase, Na/K ATPaza, podjednostki alfa 3
(ATP1A3) i beta 1) i glutaminianergicznych (excitatory amino acid transporter 2, EAAT2).
W SN podjednostka katalityczna ATP1A3 wykazata wzrost ekspresji po 4 tygodniach, w fazie
skompensowanej degeneracji. llos¢ podjednostki nie-katalitycznej beta 1 byta zwiekszona w obu
punktach czasowych | strukturach. ATP1A3 jest istotnym biatkiem, specyficznym dla neuronéw, ktére
generuje gradient elektrochemiczny poprzez btone komdrkowag waziny dla transportu energii i
nutrientow (Heo et al. 2012; Dobretsov & Stimers 2005). Podjednostka beta 1 z kolei reguluje
tworzenie heterodimeréw Na/K ATPazy, jest zaangazowana w adhezje komdrkowsg, wytyczanie
polaryzacji komorki oraz mitofagie. Zmiany ekspresji Na/K ATPazy wskazujg na adaptacje
mitochondridow w przezywajacych neuronach. Wiadomo, ze mutacje genu dla ATP1A3 wywotujg
dystonie typu parkinsonowskiego o wczesnym poczatku (de Carvalho Aguiar et al. 2004). Biatko to
tworzy z a-synukleing fibryle i oligomery na powierzchni btony, zaburzajac funkcje neuron (Shrivastava
et al. 2015). Co réwnie istotne, manipulacje aktywnosciag Na/K ATPaza wptywaja na wychwyt zwrotny
DA i serotoniny oraz wchodzg w interakcje z receptorami Di i D2 (Steffens & Feuerstein 2004; Zhang et
al. 2013; Hazelwood et al. 2008). Zaobserwowana przez nas podniesiona ekspresja ATP1A3 i
zwiekszony obrét DA w STR idg w parze z kompensacyjng adaptacjg transmisji dopaminergicznej po
czesciowym uszkodzeniu uktadu czarnopragzkowiowego.

EAATS3 to biatko obecne gtdwnie w astrocytach i odpowiada za wychwyt zwrotny glutaminianu
z synapsy, a tym samym wyfaczanie pobudzenia postsynaptycznego. W naszych badaniach ekspresja
tego biatka byta podniesiona zaréwno w SN jak i STR w obydwdch punktach czasowych po wywotaniu
uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych. W PD réwnowaga pomiedzy transmisjg dopaminergiczna
a glutaminianergoczng jest zaburzona (Ossowska 1993; Ossowska et al. 2007), stad EAAT2 stanowi
potencjalny cel biologiczny w terapii jej objawdw (Chotibut et al. 2014; Fontana 2015). Podniesiona
ekspresja EAAT2 w naszym modelu badawczym moze by¢ odpowiedzialna za odwracanie sie deficytéw
behawioralnych za czasem po uszkodzeniu neuronéw (Kuter et al. 2016a). W innych badaniach,
skupiajgcymi sie na wiekszych, nie kompensowanych uszkodzeniach uktadu czarnoprazkowiowego,
zazwyczaj obserwowano spadki ilosci EAAT2 (Chung et al. 2008; Chotibut et al. 2014). Nasze wyniki
wskazujg, ze EAAT2 moze by¢ szczegdlnie istotny we wczesnych etapach degeneracji neuronéw
dopaminergicznych i w procesie kompensacji, a tym samym stanowi¢ dobry marker.
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Podsumowanie: Wzrost ilosci biatek nalezgcych do Cx IV oraz metabolizmu weglowodanéw
moze sugerowac proces kompensacji zwiekszonego zapotrzebowania energetycznego komérek w SN.
Zidentyfikowano wzrost ilosci biatek odpowiedzialnych za reorganizacje cytoszkieletu, synteze i
sktadanie nowych biatek, transport organelli, kompensacyjny wzrost aksonéw i regeneracje. Analiza
DIGE wskazata, ze biatka DPYSL2, HSP60, ATP1A3, EAAT2 mogg stanowic¢ markery wczesnej degeneracji
i kompensacji uszkodzenia uktadu czarnoprazkowiowego.

4] Opracowanie modelu zwierzecego przewlektej dysfunkcji i uszkodzenia astrocytéw w uktadzie
czaranoprazkowiowym i wykazanie, ze astrocyty sy niezbedne do funkcjonalnej kompensac;ji
zaburzen motorycznych

Ta czes¢ osiggniec zostata opublikowana w pracach (Kuter et al. 2018a; Kuter et al. 2019).

Liczne badania wskazujg, ze w przebiegu PD dysfunkcja astrocytéw i patologiczna aktywacja
mikrogleju wyprzedzajg pojawianie sie pierwszych objawdw motorycznych. Dodatkowo, naturalny
proces starzenia, kluczowy w PD, wywotuje morfologiczne zmiany w ludzkich astrocytach, widoczne
jako zwiekszenie ekspresji GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein) i ich subtelng aktywacje (Jyothi et al.
2015). W przeciwienstwie do neurondéw w dalszym ciggu niewiele wiadomo o roli astrocytéw w
procesach, zarowno degeneracji, jak i kompensacji uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w
uktadzie czaranoprazkowiowym. Astrocyty stanowig naturalne wsparcie neuronéw zaréwno pod
wzgledem troficznym, strukturalnym jak i energetycznym. Dtugotrwate zaburzenie ich
funkcjonowania moze naraza¢ neurony na uszkodzenie i leze¢ u podtoza patogenezy PD. Z drugiej
strony zaburzenie funkcji astrocytéw juz w trakcie postepujacej degeneracji neuronéw
dopaminergicznych mogtoby ostabia¢ mechanizmy kompensujace.

Aby zbadac te hipotezy potrzebny byt odpowiedni model zwierzecy. Dotychczasowe badania
interakcji neuron — glej prowadzone byty w hodowlach in vitro nie odzwierciedlajgcych
wielowymiarowosci tkanki. Badania in vivo prowadzone w modelach genetycznie zmodyfikowanych,
w ktorych permanentnie usuwa sie populacje astrocytéw nie uwzgledniajg wewnetrznej adaptacji
komoérek niezbednej do przezycia zmodyfikowanego orgazmu. Nie dotyczyty one tez dotychczas uktadu
dopaminergicznego (Lee et al. 2014; Nishiyama et al. 2002; Cui 2001; Schreiner et al. 2015). Z kolei
znane modele uszkodzenia astrocytéw wywotywane toksynami opieraty sie na jednorazowym
wywotaniu smierci astrocytow nie odzwierciedlajgc chronicznego aspektu ich dysfunkcji (Fonnum et
al. 1997; Hassel et al. 1992; Hassel et al. 1994; Paulsen et al. 1987; Paulsen et al. 1988; Canals et al.
2008; Hirose et al. 2007; Rodriguez Diaz et al. 2005; Zielke et al. 2009). Do naszych badan potrzebny
byt model selektywnego uszkodzenia astrocytdw w konkretnej strukturze — SN, trwajgcy co najmniej
tydzien. Aby méc bada¢ role dysfunkcji astrocytéw w kontekscie degeneracji ukfadu
czarnoprgzkowiowego i jego funkcjonalnej kompensacji model ten musiat by¢ pofaczony z wyzej
opisanym, zweryfikowanym i wystandaryzowanym modelem 6-OHDA u szczura.

Wykorzystalismy dobrze opisang toksyne selektywng dla astrocytow — fluorocytrynian (FC).
Wczesniejsze badania wykazywaty, ze podanie dostrukturalne FC wywotywato dysfunkcje astrocytéw
zalezng od dawki toksyny. Jesli dawka nie zabijata komdérek gleju, jej efekty byty odwracalne po 48
godzinach (Paulsen et al. 1987; Zielke et al. 2007; Zielke et al. 2009). W zwigzku z tym podawalismy
niska dawke FC (2 nmol/24 godziny) w statej, powolnej infuzji pompkami osmotycznymi przez 7 dni, w
tempie 0.5 ul/godzine (Kuter et al. 2018a; Kuter et al. 2019). Podczas, gdy miniaturowe pompki
osmotyczne byly zaimplantowane pod skdrg zwierzecia na grzbiecie, FC byt podawany drenami i
kaniulg zaimplantowang na czaszce bezposrednio do SN. Po 7 dniach zwierzeta byty dekapitowane i
pobierano tkanki do dalszych badan lub pompki wyjmowano i zwierzeta dozywaty 4 tygodni po
operacji. Zwierzeta kontrolne byly réwniez operowane i implantowano im kaniule z zamknietymi
drenami aby odwzorowac warunki operacji i mechanicznej ingerencji kaniul w tkanke. U potowy
zwierzagt podano rowniez, jednorazowo, 6-OHDA (lub kontrolnie jego rozpuszczalnik - kwas
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akorbinowy) do MFB w trakcie tej samej operacji. Uszkodzenie uktadu czarnoprgzkowiowego
wykonano wg. wczesniej opracowanej procedury dot. modelu kompensacji (Kuter et al. 2016a).

Wykonano pomiary aktywnosci lokomotorycznej w kilku punktach czasowych. Po rozpoczeciu
podawania FC testy wykonano w 3, 4, 5i 6 dniu oraz po wyjeciu pompek i zaprzestaniu infuzji FCw 26
i 27 dniu po operacji. Testy wykonywane byty w sposéb analogiczny jak przy opracowywaniu modelu
same] degeneracji neurondw dopaminergicznych i standaryzacji procesu funkcjonalnej kompensacji
(Kuter et al. 2016a), aby uzyskane wyniki mozna byto odnies¢ do siebie. Zweryfikowano liczbe
astrocytow w SN uzywajac: metody stereologicznego zliczania komdrek barwigcych sie na obecnos¢
biatka S100, metody Western blot i oznaczenia ilosci biatek specyficznie astrocytarnych GFAP,
S100beta, syntetazy glutaminy (glutamine synthetase, GS), ALDH1L1 oraz wykonano analize
densytometryczng S100 na skrawkach. Liczbe neuronéw dopaminergicznych i nie dopaminergicznych
w SN policzono stereologicznie po wybarwieniu na obecnos¢ TH i fioletem krezylu. Wykonano tez
analize Western blot ilosci TH w homogenacie tkanki. Dodatkowo, sprawdzono stezenie DA, jej
metabolitdw oraz obrét w homogenatach z SN i STR aby zweryfikowa¢ wielkos¢ uszkodzenia uktadu
czarnoprgzkowiowego i metabolizm DA. Mikroglej wybarwiono w tkance SN na obecnos¢ Ibal i
przeanalizowano jego stan aktywacji na podstawie morfologii. Dodatkowo oznaczono ilos¢ biatka lbal
w homogenatach tkanki SN.

Przewlekte uszkodzenie astrocytow

Barwienie tkanki SN na obecnos$¢ markeréw astrocytéw GFAP (zlokalizowany w zakonczeniach
i oddajacy morfologie komadrek) oraz S100 (zlokalizowany w ciatach komdrkowych i utatwiajacy ich
zliczenie) pokazato jednoznacznie spadek gestosci komadrek astrocytéw wokdt miejsca podania toksyny
po 7 dniach infuzji FC (Kuter et al. 2018a). Na obrzezach dziatania FC wida¢ byto pojedyncze
zaktywowane komoérki o pogrubionych wypustkach. Analiza stereologiczna potwierdzita spadek ilosci
astrocytéw 0 26% i42.8% w grupach zsamym FCi FC z 6-OHDA. Analiza densytometryczna biatka S100,
spadek ilosci biatka S100beta, ALDH1L1 oraz GS w SN réwniez potwierdzity zanik astrocytéw. Nieco
odmienny wynik pokazata analiza Western blot ilosci GFAP. Po 7 dniach pod podania FC nie byto
spadkéw ilosci GFAP. Wynika to z faktu, ze GFAP pod wptywem aktywacji astrocytéw ulega
nadekspresji co widoczne byto na skrawkach. Dlatego mniejsza liczba astrocytdw posiadata wiecej
GFAP niz normalne komoérki i niwelowata efekt degeneracji astrocytéw. Jest to zgodne z wczesniejszymi
doniesieniami, ze aktywowane astrocyty stajg sie hypertroficzne i wykazujg nadekspresje GFAP
(Stromberg et al. 1986; Henning et al. 2008; Hol & Pekny 2015) oraz, ze ulegajg aktywacji przed
apoptozg (Takuma et al. 2004). Dlatego GFAP nie jest jednoznacznym markerem ilosciowym, ktory
mozna odnies¢ do liczby komérek a odzwierciedla bardziej stan aktywacji astrocytéw.

Po 4 tygodniach od operacji, czyli po 7 dniach podawania FC i 3 tygodniach odstawienia efekt
uszkodzenia astrocytéw byt odwracany. Wiecej komorek barwigcych sie na obecnosé S100 i GFAP byto
widocznych w rejonie infuzji sugerujac proliferacje komdrek i uzupetnienie puli astrocytow, co
potwierdzito liczenie stereologiczne. Gestosé astrocytéw wrdcita do poziomu kontrolnego 96.8% i
81.7% odpowiednio dla grupy z samym FC oraz FC z 6-OHDA. Réwniez wynik analizy densytometrycznej
$100 i ilosci S100beta w homogenatach byt zblizony do poziomu kontrolnego. llos¢ biatka GFAP oraz
ALDH1L1 w homogenatach tkanki przewyzszyt kontrole, co Swiadczy o powrocie liczby astrocytéw do
niemalze kontrolnego poziomu oraz o utrzymujacej sie ich aktywacji. Z naszych badan wynika, ze
podczas gdy GFAP w najwiekszym stopniu odzwierciedla aktywacje astrocytow, to biatko ALDH1L1 jest
markerem posrednim, tagczagcym czynnik zaréwno ilosciowy a aktywacjg, natomiast GS i S100beta
stanowig miarodajne odzwierciedlenie ilosciowe komdrek astrocytow.

U zwierzat po podaniach samego 6-OHDA do MFB nie wywotato zmian w ilosci astrocytéw czy ekspresji
ich biatek.

Wplyw uszkodzenia astrocytow na mikroglej

Istotnym wynikiem naszych badan, zazwyczaj pomijanym w interpretacji wynikéw dotyczacych
astrocytow byta obserwacja drastycznej aktywacji mikrogleju w odpowiedzi na uszkodzenie astrocytéw
(Kuter et al. 2018a). Dla odmiany, aktywacja mikrogleju po uszkodzeniu neuronéw byta minimalna.
Dowodezi to, jak silna jest interakcja astrocyt — mikroglej i, ze jest ona o wiele silniejsza niz interakcja
glej-neuron. Analiza uzyskanych wynikéw sugeruje takze, ze przynajmniej niektére zaobserwowane
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zmiany jak np. zwiekszony obrdét DA czy zmiany energetyki komdrkowej opisane w dalszej czesci mogg
zaleze¢ nie tylko od degeneracji astrocytéw lecz takze od aktywacji mikrogleju.

Wplyw uszkodzenia astrocytow na degeneracje neuronow dopaminergicznych

Podobnie, jak w opisanym powyzej modelu uszkodzenia uktadu czarnoprazkowiowego i
kompensacji po podaniu 6-OHDA do MFB, wykazano postepujacy spadek gestosci neuronéw w SN o
32.8% i 64.6% po 1 i 4 tygodniach od podania toksyny. Podobnie tez zaobserwowano wczesng utrate
fenotypu dopaminergicznego komoérek i spadek ekspresji TH zanim doszto do faktycznej smierci
neuronow.

Po samym podaniu FC bezposrednio do SN zaobserwowano niewielki spadek gestosci neuronéw w 7
dniu. Natomiast gestos¢ neurondw nie dopaminergicznych nie obnizyta sie. Nie wykazano tez istotnej
statystycznie zmiany po 4 tygodniach. Poniewaz neurony nie odradzajg sie w uktadzie
czarnoprazkowiowym w tempie wystarczajgcym do repopulacji tkanki wnioskujemy, ze nie doszto do
znaczgcego uszkodzenia neurondw a jedynie do ich przejsciowego stresu i obnizonej ekspresji TH.
Potwierdzajg to tez wyniki dotyczgce ilosci DA opisane ponizej.

Co ciekawe, uszkodzenie astrocytéw rownoczesne z podaniem 6-OHDA przyspieszyto ale nie nasilito
degeneracji neurondw dopaminergicznych w SN. Po 7 dniach gestos¢ neuronéw byta nizsza po tgcznym
podaniu FC i 6-OHDA (39.2%) niz po samym 6-OHDA (spadek o 67.2%), natomiast po 4 tygodniach
wielkosé uszkodzenia nie réznita sie istotnie statystycznie miedzy obydwoma grupami (50.7% vs 41.8%
odpowiednio FC+60HDA vs 6-OHDA).

Wyniki powyzsze potwierdzita tez analiza Western blot ilosci biatka TH w SN.

Analiza HPLC réwniez potwierdzita progresywng degeneracje neuronéw dopaminergicznych i
wykazata, ze selektywne uszkodzenie uktadu dopaminergicznego przez podanie 6-OHDA do MFB
wywotato postepujgcy spadek poziomu DA w STR (o 74.6% i 93% odpowiednio po 7 dniach i 4
tygodniach) oraz w mniejszym stopniu w SN (0 37% i 79%). Obnizat sie réwniez poziom metabolitu DA,
DOPAC. Co ciekawe, zaobserwowano réwniez narastajgcy obrot DA w STR (wzrost 0 89.4% i 203.2% po
4 dniach i 4 tygodniach od operacji).

Samo podanie FC i uszkodzenie astrocytéw wywotato przejsciowe obnizenie ilosci DA po 7 dniach w
STR. Natomiast w SN obrot DA byt nasilony, maskujgc ewentualne spadki DA. Efekty te byty jedynie
przejsciowe i wrécity do poziomu kontroli po repopulacji astrocytéw po 4 tygodniach od operacji.
Uszkodzenie rdwnoczesnie astrocytow i neurondéw w SN nasilito spadek DA i wzrost jej obrotu w STR
po 7 dniach. Zmiany te zmniejszyty sie po zakonczeniu infuzji FC i okresie odstawienia. W SN znaczaco
podniesiony obrét DA maskowat spadek ilosci DA w 7 dniu. Po 4 tygodniach wielkos¢ deficytu DA byta
jednakowa po samym 6-OHDA jak i po tgcznym podaniu z FC. Wynik ten ponownie potwierdza wniosek,
ze uszkodzenie astrocytéw przyspiesza ale nie nasila degeneracji neurondw a samo podanie FC jedynie
stresuje neurony, nie zabijajac ich.

Wykazanie, ze uszkodzenie astrocytow blokuje funkcjonalng kompensacje zaburzenia
motorycznego

Dzieki opracowaniu przez nas wydtuzonego a tym samym czulszego testu aktywnosci
lokomotorycznej szczuréw udato nam sie doktadnie okresli¢ w czasie postepujgce zmiany wywotane
uszkodzeniem uktadu czarnoprgzkowiowego, jego kompensacje oraz wptyw uszkodzenia astrocytow
na obydwa powyisze procesy. Po podaniu toksyny selektywnie uszkadzajacej neurony
dopaminergiczne w 3 dniu po operacji widoczny byt dramatyczny spadek aktywnosci lokomotorycznej
w poréwnaniu do kontrolnych, rowniez operowanych zwierzat. W nastepnych dniach (4 i 5) aktywnos¢
zwierzat stopniowo rosta aby w 7 dniu przewyzszy¢ poziom kontrolny. Taki efekt superkompensacji
opisalismy jako pierwsi. Po 4 tygodniach zaburzenia motoryczne zostaty skompensowane i zwierzeta
po 6-OHDA nie rdznity sie od kontrolnych. Z kolei uszkodzenie samych astrocytéw wywotato jedynie
niewielkie i przejsciowe zaburzenie funkcji motorycznych zwierzat. Uszkodzenie astrocytow
rownoczesne z degeneracjg neuronéw zablokowato zaréwno proces superkompensacji jak i
dtugofalowej kompensacji i zwierzeta do 4 tygodni po operacji nie odzyskaty petni aktywnosci. Ten
wynik bezsprzecznie dowodzi, ze wsparcie astrocytéow jest niezbedne do procesu funkcjonalnej
kompensacji zaburzen motorycznych wywotanych postepujacg degeneracja ukiadu
czarnoprazkowiowego.
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Podsumowanie: opisane przewlekte podawanie niskiej dawki FC do SN stanowi dobry model
dtugotrwatego uszkodzenia astrocytéw. Sama, 7 dniowa dysfunkcja astrocytéw nie wywotuje sSmierci
neurondéw ale naraza je na przejSciowy stres obnizajgc ekspresje TH, aktywnosé lokomotoryczng,
aktywujac mikroglej i zwiekszajgc obrét DA. Natomiast uszkodzenie astrocytéw podczas degeneracji
neuronéw dopaminergicznych blokuje proces kompensacji deficytéw behawioralnych i przyspiesza ich
degeneracje. Potwierdza to istotng role ochronng astrocytéw oraz ich wazna funkcje w procesie
kompensacji. Zaburzenie funkcjonowania astrocytéw moze stanowi¢ podstawe zwiekszonej
wrazliwosci neuronéw dopaminergicznych na urazy w trakcie zycia i by¢ przyczyng idopatycznej formy
PD. Opracowany tutaj zwierzecy model uszkodzenia astrocytéw bedzie bardzo przydatny do badania
ochronnej roli astrocytéw i poszukiwania astroprotekcyjnych terapii PD.

5] Okreslenie zmian w wykorzystaniu substratéw energetycznych i ekspresji kluczowych biatek
regulujgcych metabolizm w szlaku czarnoprazkowiowym w odpowiedzi na uszkodzenie
astrocytéw i/lub neurodegeneracje oraz skorelowanie zmian z mozliwoscia kompensagiji

Ta czes¢ osiggniec zostata opublikowana w pracy (Kuter et al. 2019).

Poniewaz jedng z wazniejszych funkcji astrocytéw jest zapewnienie neuronom wsparcia
energetycznego postanowilismy zbada¢ wptyw ich dysfunkcji na uszkodzenie uktadu
czarnoprgzkowiowego i na markery energetyki komdrkowej, w tym rdézne substraty oraz biatka
kluczowe dla regulacji tych proceséw. Badania przeprowadzono na tkankach tych samych zwierzat,
ktére opisane byty wczesniej przy opracowywani modelu uszkodzenia astrocytéw i neurondéw (Kuter
et al. 2018a). Zaobserwowane zmiany dotyczgce dostepnosci substratdw energetycznych, glikolizy i
cyklu Krebsa dotyczyty gtdwnie grup, u ktérych uszkodzone byty astrocyty. Zmiany po podaniu FC byty
lokalne w SN i nie siegaty zakoriczen w STR. Sama degeneracja neuronéw dopaminergicznych nie
wptyneta zasadniczo na tg czesé¢ metabolizmu energetycznego, natomiast widoczne byty zmiany w
taricuchu oddechowym i SCx/Cx mitochondrialnych, co przedstawione zostato w punkcie 6.

Substraty i rezerwy energetyczne

Podstawowym substratem energetycznym dla komérek w modzgu, przede wszystkim
neurondw jest glukoza. Astrocyty pokrywajg swoimi wypustkami 97% naczyn krwionosnych i aktywnie
wytapuja glukoze transportowang do modzgu (Achanta & Rae 2017). W plazmie szczurow
zaobserwowalismy spadek poziomu glukozy po uszkodzeniu astrocytéw (Kuter et al. 2019). Poniewaz
mazg jest organem, ktéry proporcjonalnie zuzywa najwiecej glukozy moze to oznaczac¢ zwiekszone
zapotrzebowanie CUN. Réwniez wczesniejsze badania Hirose (2007) wykazaty, ze podanie FC do STR
zwieksza wychwyt [*8F]fluoro-deoksyglukozy.

Wiekszos¢ tkanek ssakéw ma poza glukoza dodatkowe Zrddta energii i moze je magazynowac
np. w formie ttuszczy ale nie mézg. Podstawowg formg rezerw energetycznych mdzgu jest glikogen.
Gdy pojawiajg sie deficyty energetyczne syntezowane sg ciata ketonowe (Achanta & Rae 2017). Zdolne
do produkcji glikogenu i ciat ketonowych w mdzgu sg witasnie astrocyty, ktére rowniez jako jedyne
potrafig utleniac ttuszcze (Eraso-Pichot et al. 2018).

Glikogen stanowi forme magazynowania glukozy a jego zapasy wystarczajg mdzgowi jedynie
na kilka minut funkcjonowania (Obel et al. 2012; Jakobsen et al. 2017; Hertz & Chen 2017). Neurony
polegajg na zasobach energetycznych otrzymywanych od astrocytéw i udokumentowano, ze rozkfad
glikogenu (glikogenoliza) jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania neuronéw np. podczas
proceséw pamieciowych (Hertz & Chen 2017; Dienel & Cruz 2006). W naszych badaniach
zaobserwowalismy znaczgce spadki ilosci glikogenu w SN po uszkodzeniu astrocytéw (Kuter et al.
2019). Mogto to by¢ wynikiem zaréwno deficytu jego produkcji ze wzgledu na zmniejszong liczbe
astrocytow jak i zwiekszonego zapotrzebowania tkanki na wsparcie energetyczne dla zestresowanych
neurondéw. Pomimo regeneracji puli astrocytéw w SN po 4 tygodniach ilos¢ glikogenu w tej strukturze
pozostawata nadal nieco obnizona, podobnie zreszta jak inne badane parametry energetyczne
(mleczan, b-HB, aktywnosc¢ akonitazy, ekspresja PDK2 i PGC-1a), co moze swiadczy¢ o tym, ze pomimo
regeneracji nowo namnozone astrocyty nadal nie dziataty w petni sprawnie energetycznie.
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Ciata ketonowe s3 produkowane gdy wystepujg deficyty glukozy i stanowig chetnie
wykorzystywane przez neurony alternatywne zrédto energii (Guzman & Blazquez 2004). Gtéwng forma
ciat ketonowych jest beta-hydroksymaslan (b-HB), poza mdézgiem produkowany w najwiekszej ilosci w
watrobie z kwaséw ttuszczowych lub aminokwaséw (Yudkoff et al. 1997) a w mdzgu witasnie przez
astrocyty. W naszych badaniach Smieré czesci astrocytdw wywotata deficyt energetyczny i wzrost ilosci
b-HB w dopaminergicznych strukturach mézgu, zaréwno SN jak i STR ale nie w plazmie. Oznacza to
zwiekszong produkcje ciat ketonowych przez pozostate przy zyciu i zaktywowane astrocyty w mdézgu
(Kuter et al. 2019). Po regeneracji puli astrocytéw po 4 tygodniach poziom b-HB wrécit do normy.

Mleczan jest kolejnym alternatywnym dla glukozy Zzrédtem energii produkowanym caty czas
przez astrocyty i dostarczanym neuronom. Gdy brak jest glukozy mleczan od astrocytéw wystarcza
neuronom do funkcjonowania i jest wrecz preferowany przez neurony gdy zwiekszaja wytadowania
(Bouzier-Sore & Pellerin 2013; Schurr & Payne 2007; Jha et al. 2012; Riske et al. 2017). W naszych
badaniach uszkodzenie astrocytdw powodowato spadek ilosci dostepnego mleczanu w SN (Kuter et al.
2019), co potwierdza tez wczesniejsze doniesienia po podaniach FC (Hassel et al. 1994; Hassel et al.
1995; Zielke et al. 2007; Rist et al. 1996).

Kwasy ttuszczowe w mdzgu nie s3 magazynowane jako zapasy energetyczne ani w istotny
sposéb wykorzystywane jako zrédito energii, pomimo, ze ich utlenianie dostarcza wiecej ATP niz
glikoliza. Jedynymi komérkami zdolnymi do ich przetwarzania sg astrocyty (Eraso-Pichot et al. 2018).
Wiadomo réwniez, ze do produkcji ciat ketonowych wykorzystywany jest acetylo-CoA pochodzacy z
rozktadu kwaséw tluszczowych. Rodzina biatek CPT1 (carnitine palmitoyltransferase,
palmitylotransferaza karnitynowa) zawiera forme CPT1a zlokalizowang w btonie mitochondrialnej
astrocytow oraz forme CPTlc znajdujgcy sie w retikulum endoplazmatycznym neurondw. CPTla
katalizuje kluczowy etap utleniania kwaséw ttuszczowych poprzez ufatwianie ich transportu do
wnetrza mitochondriow. Z kolei aktywnos$¢ enzymatyczna CPT1lc w neuronach nie zostata nigdy
udowodniona (Lee & Wolfgang 2012) i uwaza sie, ze petni role czujnika przemian ttuszczy w neuronach
(Casals et al. 2016). Co ciekawe, podniesiony poziom CPT1c zwieksza przezywalnos$¢ komérek w trakcie
stresu metabolicznego (Zaugg et al. 2011; Casals et al. 2016). W naszych badaniach pokazalismy jako
pierwsi, ze po uszkodzeniu astrocytdw w SN ekspresja zaréwno neuronalnej CPT1c, jak i astrocytarnej
formy CPT1a wzrosta (Kuter et al. 2019). Ta obserwacja oraz podniesiony poziom ciat ketonowych w
tkankach mézgu jest pierwszym tego typu doniesieniem pokazujagcym, ze w trakcie stresu
energetycznego kwasy ttuszczowe mogtyby by¢ wykorzystywane przez astrocyty, jako alternatywne
zrédto energii. Wzrost ilosci CPT1c w neuronach $wiadczy o ich adaptacji do uszkodzenia astrocytéw
i deficytu glukozy oraz mleczanu.

Podsumowanie: Wykazano, ze po przewlektym uszkodzeniu astrocytow w SN wystepowat
lokalnie deficyt energetyczny, prawdopodobnie poprzez zmniejszenie zdolnosci astrocytéow do
wychwytywania glukozy z naczyn. Zaobserwowane zmiany w ilosci substratéw energetycznych i wzrost
ekspresji biatek CPT1 swiadczg o przesunieciu zrédet energii opartych na glukozie w kierunku ciat
ketonowych i kwaséw ttuszczowych. Ciata ketonowe mogg stanowi¢ dobre zrédto kompensujgce
deficyty energetyczne w mozgu. Wyniki te potwierdzajg zasadniczg role wspierajgcg energetyke
neurondw przez astrocyty.

Rola kluczowych biatek regulujgcych cykl Krebsa i energetyke komorkowgq

Zapotrzebowanie energetyczne komoérek jest zaspokajane przez kilka uzupetniajacych sie
wzajemnie procesdw. Poniewaz glukoza jest podstawowym zréddtem energii w mézgu postanowilismy
zbada¢ jak uszkodzenie astrocytéw wptynie na markery glikolizy i cyklu Krebsa. Tempo glikolizy w
neuronach jest wolniejsze niz u astrocytow (Fernandez-Fernandez et al. 2012) co dodatkowo
potwierdza centralng role astrocytdw w gospodarce energetycznej mézgu.

Kinaza pirogronianowa M2 (pyruvate kinase M2, PKM2) reguluje koncowy, wyznaczajacy
szybkos$¢ reakcji etap glikolizy przez katalizowanie wytwarzania pirogronianu i ATP (Yang & Lu 2015).
PKM2 wystepuje tylko w astrocytach (Zhang et al. 2014) i reguluje zuzycie glukozy w zaleznosci od
lokalnego stanu energetycznego komérki (Almeida et al. 2004; Tech et al. 2017). Skoro w naszych
badaniach liczba astrocytéow po infuzji FC spadta, a ilos¢ tego selektywnie astrocytarnego biatka nie
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zmniejszyta sie, Swiadczy to o jego nadekspresji w przezywajacych astrocytach (Kuter et al. 2019).
Potwierdza to tez nasze wczes$niejsze doniesienia o aktywacji pozostatych astrocytow.

Po syntezie pirogronianu przez PKM2 jego naptyw do dalszych przemian kontrolowany jest
przez enzym dehydrogenaze pirogronianowg (pyruvate dehydogenase, PDH) (Zhang et al. 2014). PDH
to mitochondrialny kompleks enzymatyczny, ktéry nieodwracalnie przeksztatca pirogronian w acetylo-
CoA. Z kolei acetylo-CoA stanowi kluczowy substrat tgczacy glikolize z cyklem Krebsa i z generowaniem
ciat ketonowych oraz synteza kwaséw ttuszczowych (Jha et al. 2012). Dlatego PDH jest jednym z
centralnych enzymoéw metabolizmu energetycznego w komadrkach. Funkcjonowanie PDH regulowane
jest przez enzym PDK2 (pyruvate dehydrogenase kinase 2, kinaza dehydrogenazy pirogronianowej 2),
ktéry obniza aktywnos$é¢ PDH przez fosforylacje. Uktad enzymatyczny PDH/PDK2 stanowi gtowny
regulator aktywnosci energetycznej mitochondriéw przetaczajgc je z fosforylacji oksydatywnej na
beztlenowg glikolize dzieki regulacji naptywu substratéw, pirogronianu i acetylo-CoA (Jha et al. 2012).
W naszych badaniach po 7 dniowym uszkodzeniu astrocytéw ekspresja PDK2 w SN byta silnie obnizona.
Efekt ten byt nadal obserwowany po 4 tygodniach, chociaz w mniejszym stopniu (Kuter et al. 2019).
Oznacza to silne odhamowanie PDH i prawdopodobne zwiekszenie produkcji acetylo-CoA. Jest to
zgodne z zaobserwowanym przez nas podniesionym poziomem b-HB i ekspresjg CPT1a w astrocytach
i potwierdza nasilenie metabolizmu ttuszczy po uszkodzeniu astrocytéw i deficyt glukozy. Wigze sie to
rowniez z obnizonym poziomem mleczanu (Halim et al. 2010) pochodzgcym z metabolizmu glukozy,
zaobserwowanym réwniez przez nas.

Kolejnym etapem metabolizmu energetycznego jest cykl Krebsa. Akonitaza mitochondrialna to
jeden z pierwszych enzyméw w tym cyklu przemian generujacych ATP i NADPH. Zawiaduje reakcjg
przemiany cytrynianu w izocytrynian. Wystepuje w duzych ilosciach w komodrkach i jest o wiele
wrazliwsza na dezaktywacje niz forma cytozolowa (Li et al. 2001; Cantu et al. 2011; Tretter & Adam-
Vizi 2000). W naszych badaniach infuzja FC i uszkodzenie astrocytéw spowodowato bardzo silng
aktywacje tego enzymu w SN po 7 dniach od operacji. Po okresie odstawienia FC ten efekt byt nadal
nieco widoczny. Nie wykazali$my natomiast zmian w samej ilosci tego biatka (Kuter et al. 2019). Co
istotne, selektywnos¢ dziatania FC opiera sie po pierwsze na szybszym wychwycie toksyny przez
transporter MCT1 w astrocytach niz przez inne komdrki oraz na duzo wyiszej aktywnosci wtasnie
akonitazy mitochondrialnej w astrocytach, ktora jest celem dezaktywowanym przez FC (Paulsen et al.
1987; Hassel et al. 1992; Hassel et al. 1994; Fonnum et al. 1997; Hirose et al. 2007; Zielke et al. 2007;
Zielke et al. 2009). Wczesniejsze badania jednoznacznie wykazaty, ze w dawkach wyzszych niz
podawana przez nas FC hamowat aktywnos¢ glejowej ale nie neuronalnej akonitazy (Hassel et al. 1995;
Zielke et al. 2009; Paulsen et al. 1987; Hassel et al. 1992). Réwniez w naszych badaniach
potwierdzilismy selektywnosé¢ FC, ktory nie zabijat neurondéw ani mikrogleju w SN (Kuter et al. 2018a).
Z kolei, skoro doszto do uszkodzenia astrocytéw przez podanie FC w naszych badaniach, musiat on
hamowac¢ aktywnos¢ akonitazy. Potwierdza to réowniez spadek GS, ktéry rodwniez jest enzymem
dziatajgcym ponizej akonitazy w astrocytach. W zwigzku z tym, prawdopodobnie zaobserwowany
wzrost aktywnosci akonitazy jest kompensacyjny w przezywajacych aktywowanych astrocytach oraz
prawdopodobnie innych komadrkach, np. silnie aktywowanym mikrogleju i wynika z przewlektego
podawania niskiej dawki toksyny, do ktdrej uktad ma czas sie przystosowac.

Biatka utrzymujgce homeostaze energetycznq i reagujgce na potrzeby komorek

Biatka takie jak AMPK (AMP-activated protein kinase catalytic subunit o) i PGC-1a. (peroxisome
proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1a) zarzadzajg catoscig energetyki komérkowe;j.
Naleza one do grupy ,energy sensing proteins” czyli biatek wrazliwych na zmiany energetyczne.
Kontrolujg one zapotrzebowanie na rézne substraty energetyczne i decydujg o tym, ktére procesy sg
aktywowane, a ktére hamowane. Odpowiadajg rowniez na deficyty energetyczne i s bardzo wazne w
procesach degeneracyjnych w moézgu. Homeostaza energetyczna w mézgu jest bezposrednio zwigzana
z odpornoscig na rézne formy stresu, uszkodzenia, starzenie i potencjat mdézgu do kompensacji
deficytow i adaptacji do zmieniajacych sie warunkéw. Modulacja dostepnosci zasobéw energetycznych
a tym samym odpornosci mdzgu stanowitaby dobry punkt uchwytu terapeutycznego, zwtaszcza w
przebiegu choréb neurodegeneracyjnych zwigzanych z wiekiem.
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Biatko AMPK to swego rodzaju centrala zarzagdzania energetyka komdérkowga. Bezposrednio
reaguje ono na zmiany w proporcji AMP/ATP wyczuwajac jaki jest status energetyczny komérki (Zaugg
etal. 2011). Aktywowane jest przez fosforylacje w odpowiedzi na zuzywajgce energie stres oksydacyjny
i deficyty energetyczne, np. brak glukozy, tlenu, czy wysitek fizyczny. AMPK wchodzi w interakcje z
licznymi biatkami fosforylujac je i tym samym wptywajac na ich aktywnos¢ a kolejno na ekspresje
czynnikdw transkrypcyjnych uruchamiajacych lub hamujgcych synteze kluczowych biatek dla
energetyki komérkowej. W ten sposéb komérka przeprogramowuje sie i adaptuje do aktualnych
potrzeb energetycznych. Aktywacja AMPK przeprogramowuje komérke nasilajac procesy kataboliczne
generujgce ATP (glikoliza, utlenianie ttuszczy, autofagia) oraz zmniejszajgc inne kosztowne procesy
(synteza biatek i ttuszczy) i oszczedzajgc tym samym energie. Dodatkowo AMPK monitoruje zapasy
dtugoterminowe komorki, np. glikogen. Biatkami, na ktére wptywa AMPK sg m.in. PGCla oraz
posrednio CPTlc. AMPK réwniez zarzagdza m.in produkcjg ciat ketonowych i jego ekspresja jest
trzykrotnie wyzsza w astrocytach niz w neuronach (Blazquez et al. 1999). Aktywacja AMPK dziata
ochronnie na komdrki(Guzman & Blazquez 2004). W modelach uszkodzenia neurondw
dopaminergicznych za pomocg MPTP/MPP+ wykazano aktywacje AMPK. W naszych obserwacjach
tkanki po uszkodzeniu astrocytow widocznych byto wiele zmian sugerujgcych aktywacje AMPK (wzrost
ilosci ciat ketonowych, spadek glukozy, wzrost ekspresji biatek CPT1) natomiast analiza Western blot
nie wykazata istotnych zmian w fosforylacji tego biatka (P AMPK/AMPK) (Kuter et al. 2019). Mozliwe,
ze odpowiada za to mieszanie sie réznych efektéw o przeciwnym wptywie na AMPK, np. spadek ilosci
astrocytéw vs ich aktywacja oraz aktywacja mikrogleju. Rézne komérki majg inne bazowe procesy
uzyskiwania energii np. astrocyty s zasadniczo glikolityczne podczas gdy neurony i mikroglej
wykorzystujg w wiekszym stopniu fosforylacje oksydatywng i taricuch oddechowy. Z kolei aktywacja
gleju zmienia stopnien wykorzystania tych proceséw i mikroglej staje sie bardziej glikolityczny. Ta
kwestia wymaga dalszych wyjasnien.

PGC-1a jest bezposrednio regulowany przez fosforylacje AMPK i odpowiada zasadniczo za
oddychanie mitochondrialne, obrone przed ROS i metabolizm kwaséw ttuszczowych, stanowigc
regulator biogenezy mitochondriéw (Casals et al. 2016; Austin & St-Pierre 2012). Ulega ekspresji w
najwiekszym stopniu w tkankach o wysokim zapotrzebowaniu na tlen. W sytuacjach zwiekszonego
zapotrzebowania na energie PGC-1a ulega aktywacji. Co ciekawe ekspresja PGC-1a z wiekiem spada
(Canto & Auwerx 2009). W naszych badaniach, pomimo braku aktywacji AMPK odnotowalismy silny
wzrost ekspresji PGC-1a w SN po przewlektej infuzji FC (Kuter et al. 2019). To potwierdza nasze wnioski,
ze uszkodzenie astrocytow wywotuje lokalny deficyt energetyczny w uktadzie czarnoprazkowiowym i
adaptacje w glikolizie oraz cyklu Krebsa.

Wplyw przewlektego uszkodzenia astrocytow na metabolizm neuronéw

Uszkodzenie selektywne samych neurondw dopaminergicznych nie wywotato zasadniczych

zmian w poziomie substratdw energetycznych, markerach glikolizy czy cyklu Krebsa. Jest to zgodne z
wczesniejszymi badaniami wskazujagcymi, ze neurony do produkcji energii w wiekszym stopniu
wykorzystujg taricuch oddechowy i fosforylacje oksydacyjna niz glikolize.
Nasze badania udokumentowaty, ze uszkodzenie ok 30% astrocytéw nie wywotuje $Smierci neuronéw
dopaminergicznych a jedynie je przyspiesza. Przedstawione wyniki badan energetyki komérkowej
potwierdzaja to. Smieré¢ neurondw w niewielkim stopniu nasilito efekty wywotane przez dysfunkcje
astrocytow. Widoczne byto zwiekszenie spadku glikogenu | mleczanu w SN i glukozy w plazmie. Z kolei
podniesiony poziom glikogenu i aktywnos¢ akonitazy w STR moze $wiadczy¢ o prdbach
kompensacyjnej aktywacji zakoriczern nerwowych. Co istotne przewlekta dysfunkcja astrocytow
blokowata funkcjonalng kompensacje deficytéw motorycznych u zwierzat po lezjach uktadu
czarnoprgzkowiowego. Moze to $wiadczy¢ o tym, ze neurony pozbawione wsparcia energetycznego
astrocytow nie sg w stanie same zapewnic¢ sobie wystarczajgcych srodkdéw energetycznych aby
wydajnie kompensowac deficyty.

Podsumowanie: Przewlekte uszkodzenie astrocytéw wptywa w znacznym stopniu na glikolize
i cykl Krebsa w SN, natomiast selektywna degeneracja neuronéw dopaminergicznych wtasciwie nie
zmienia tych procesdw. Prawdopodobna nadekspresja PKM2 w przezywajgcych astrocytach sugeruje
nasilong glikolize. Odhamowanie PDH wskazuje na zwiekszenie produkcji acetylo-CoA, co potwierdza

-20-



wzrost produkcji b-HB. Zwiekszenie aktywnos$ci akonitazy rdwniez swiadczy o nasileniu cyklu Krebsa w
odpowiedzi na aktywacje pozostatych przy zyciu astrocytéw aby utrzymaé funkcjonowanie
energetyczne SN. Brak zmian w fosforylacji AMPK wymaga wyttumaczenia i dalszych badan z podziatem
na podtypy komodrek (astrocyty vs neurony vs mikroglej). A silnie podniesiona ekspresja PGC-1a
wskazuje na biogeneze mitochondridéw.

Przedstawione tutaj badania s3 pierwszg opublikowang probg scharakteryzowania
przewlektej dysfunkcji astrocytéow in vivo i efektéw jakie pojawiaja sie w metabolizmie
energetycznym. Po raz pierwszy temat ten zostat podjety rowniez w obszarze uktadu
czarnoprazkowiowego i w kontekscie selektywnego uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych,
odpowiadajgcych wczesnym fazom choroby Parkinsona oraz mechanizmoéw je kompensujacych.

6] Okreslenie zmian w budowie i funkcjonowaniu komplekséw i superkomplekséw oksydatywnej
fosforylacji w mitochondriach szlaku czarnoprazkowiowego w odpowiedzi na neurodegeneracje
i/lub uszkodzenie astrocytéw oraz kompensacje uszkodzenia

Ta czes¢ osiggniec zostata opublikowana w pracy (Kuter et al. 2018b).

W odpowiedzi na uszkodzenie astrocytdow najwieksze zmiany zachodzity w metabolizmie
glukozy, glikolizie i cyklu Krebsa oraz dochodzito do przesuniecia sie dostepnosci do substratéw
energetycznych w strone suplementacji ciatami ketonowymi i metabolizmem kwaséw ttuszczowych.
Natomiast w odpowiedzi na degeneracje neurondéw w ukfadzie czarnopragzkowiowym zmianom ulegat
tanncuch oddechowy i przemiany zalezne od tlenu. Celem naszych badan byto sprawdzenie jak ukfad
czarnoprazkowiowy adaptuje sie energetycznie do degeneracji ok 50% neuronéw dopaminergicznych.
Skoro pozostate przy zyciu neurony sg w stanie funkcjonowac na zwiekszonym poziomie, utrzymujac
funkcjonowanie motoryczne na normalnym poziomie to prawdopodobnie majg one zwiekszone
zapotrzebowanie energetyczne. Aby sprawdzi¢ tg teorie zbadaliSmy mitochondria pod katem
wydajnosci funkcjonowania i aktywnosci Cx oddechowych i IV indywidualnych i wchodzacych w skfad
SCx oraz aktywnos¢, wydajnos¢ oraz ilosci Cx Il i jego substratu bursztynianu. Wykonalismy analizy
zaréwno poszczegdlnych form SCx i Cx, jak i badania catosciowe na skrawkach tkanki (Cx Il i IV).
Poniewaz czes¢ naszych badan wskazywata na prawdopodobieristwo zwiekszenia nie tyle wydajnosci
funkcjonowania co samej ilosci mitochondriéw lub ich biogeneze (wzrost PGC-1a) zbadaliSmy réwniez
markery ilosciowe mitochondriéow (VDAC, Cx V) i ptynnos$¢ ich bton (anizotropia fluorescenc;ji).

Cx 1i 1V zwiekszajg wydajnosc funkcjonowania w odpowiedzi na selektywne uszkodzenie
neurondéw dopaminergicznych

Samo uszkodzenie ok 50% neuronéw dopaminergicznych nie wywotato zasadniczych deficytow
w metabolizmie energetycznym mitochondriéw i markerach funkcjonowania fancucha oddechowego.
Wrecz przeciwnie, w komdrkach, ktére pozostaty przy zyciu po uszkodzeniu 6-OHDA zaobserwowano
wzrosty w parametrach opisujgcych funkcjonowanie Cx i IV w SN. Wzrosty parametry dotyczgce Cx | i
Cx IV oraz Cx Il i zawarto$¢ bursztynianu w SN. Zwiekszyta sie wydajnos¢ Cx | wewnatrz SCx l1lll; oraz
111V1 po 7 dniach a po 4 tygodniach rosta aktywnos$¢ enzymatyczna Cx | w SCx lilll,. Tendencje
wzrostowe wykazano w aktywnosci enzymatycznej Cx IV wewnatrz wszystkich form SCx oraz w Cx IV,
w 7 dni analizy (Kuter et al. 2018b). Potwierdza to obserwacje z naszych wczesniejszych badan gdzie
wykazali$my réwniez wzrost wydajnosci Cx | w SCx po 4 dniach od podania 6-OHDA do MFB (Kuter et
al. 2016a).

Wyniki te potwierdzajg naszg hipoteze, ze proces kompensacji funkcjonalnej zwieksza
zapotrzebowanie energetyczne neurondw pozostatych przy zyciu i wskazuje na proces fosforylacji
oksydatywnej a nie glikolize czy cykl Krebsa, jako wykonawce. Swiadczy to o kompensacyjnym
wzroscie wydajnosci dziatania tancucha oddechowego w celu utrzymania normalnej aktywnosci
uktadu czarnoprazkowiowego pomimo czesciowego uszkodzenia.

Wczesniejsze badania w tkankach mézgu pacjentédw z PD wykazaty spadki ilosci Cx |'i Il na
poziomie pojedynczej komérki (Griinewald et al. 2016). Wzrosty Cx |, Il i IV zaobserwowane w naszych
badaniach dotyczg modelu zwierzecego, gdzie uszkodzenie wywotano za pomocg toksyny u zdrowych
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skad inad zwierzat. Moze to wskazywac, ze procesy patologiczne specyficzne dla PD dotyczg wiasnie
funkcjonowania Cx i SCx oddechowych i spadek ich ilosci zaburza procesy ochronne mézgu i prowadzi
do degeneracji neuronéw dopaminergicznych. Nasze badania pokazujg réwniez jednoznacznie, ze
neurony mogg by¢ bardziej wrazliwe na deficyty w mitochondrialnym tancuchu oddechowym niz
innych procesach generujacych energie, jak glikoliza czy cykl Krebsa.

Uszkodzenie czesci neuronow dopaminergicznych zwieksza poziom bursztynianu w SN

Kolejnym ciekawym odkryciem tego cyklu prac byto podniesienie sie poziomu bursztynianu w
SN po selektywnym uszkodzeniu czesci neurondw dopaminergicznych. Inne zbadane przez nas
parametry dotyczgce Cx Il (wydajnos¢, aktywnosc i ilos¢ w zelach, wydajnos¢ reakcji na skrawkach
tkanki, ilosci biatka SDHA nalezgcego do Cx Il) wykazywaty brak zmian lub konsekwentne, chociaz nie
istotne statystycznie tendencje wzrostowe (Kuter et al. 2018b). Zinterpretowanie tego wyniku wymaga
dalszych badan, niemniej jest bardzo interesujace z kilku powodow.

Bursztynian jest bezposrednim substratem Cx Il, ktéry wchodzi w sktad fariicucha
oddechowego. Podczas gdy Cx | stanowi gtéwny punkt wejscia elektronéw do szlaku oksydatywnej
fosforylacji, Cx Il stanowi ich alternatywng furtke. Co ciekawe, Cx Il jest takze enzymem nalezgcym do
cyklu Krebsa i taczy jego aktywnos¢ z funkcjonowaniem metabolizmu tlenowego. W markerach cyklu
Krebsa nie znalezliémy jednak dowoddw na to, ze degeneracja samych neurondw zwiekszataby jego
funkcjonowanie. Inng funkcjg bursztynianu jest modyfikacja posttranslacyjna biatek. Succynylacja jest
istotna dla regulacji status energetycznego komodrek i dopasowania ekspresji proteomu
zaangazowanego w metabolizm glukozy i kwaséw ttuszczowych do aktualnego zapotrzebowania
komoérki na ATP (Mills & O'Neill 2014). Rowniez zwiekszenie poziomu neurotransmitera GABA i
mechanizm jego przesytania miedzy komérkami (GABA shunt) moze wywotaé zwiekszenie ilosci
bursztynianu (Mills & O'Neill 2014). Degeneracja neuronéw dopaminergicznych na pewno zaburza tez
funkcjonowanie neuronéw postsynaptycznych a neurony GABA s3 liczne w SN i podniesiony poziom
bursztynianu mégtby byé tego odzwierciedleniem.

Wplyw uszkodzenia astrocytow na mitochondrialny taricuch oddechowy

W naszym modelu badawczym uszkodzenie ok 30% astrocytéw nasilito glikolize oraz cykl
Krebsa a dostepnosé substratéw energetycznych w tkance przesuneta sie w strone ciat ketonowych
(Kuter et al. 2019). W kolejnych badaniach sprawdzilismy wptyw uszkodzenia astrocytéw na inny
proces generowania ATP w komérkach, mitochondrialny tancuch oddechowy i wykazalismy spadki w
funkcjonowaniu Cx i SCx po podaniach FC. Po 7 dniach infuzji spadata wydajnos¢ funkcjonowania i ilo$é
Cx | w SCx I11l1,1V1, oraz wydajnosé nie zwigzanego w SCx Cx |1, jak rdwniez wydajnos¢ i ilos¢ Cx IV, oraz
ilos¢ SCx l1lll21V,. Takze ilos$¢ biatka nalezgcego do Cx V (ATP5B) wykazata tendencje spadkowe. Po
regeneracji astrocytow i wyciszeniu aktywacji mikrogleju (4 tygodnie) spadfa réwniez objetosc
mitochondridw mierzona iloscig biatka VDAC, ATP5B oraz posrednio barwieniem Cx IV w tkance SN
(Kuter et al. 2018b).

Co ciekawe, uszkodzenie astrocytdow i aktywacja mikrogleju po 7 dniach korelowata ze
wzrostem ilosci biatka SDHA, nalezagcym do mitochondrialnego Cx Il. Po odnowieniu sie puli
astrocytow, w 4-tym tygodniu, nadal widoczny byt adaptacyjny wzrost wydajnosci i ilosci Cx Il w
analizach prowadzonych na izolowanych mitochondriach (przeliczenia na 1 mg biatka
mitochondrialnego). Natomiast przez spadek ogdlnej ilosci mitochondridw w tkance funkcjonalnos$¢ Cx
II, ilos¢ SDHA i bursztynianu spadta ponizej kontroli.

Jak wspomniano wyzej, Cx Il integruje cykl Krebsa z oddychaniem mitochondrialnym i stanowi
alternatywny punkt wejscia elektronéw do taricucha oddechowego. Nie jest on pompg protonowg i nie
tworzy SCx. Jego podjednostki sg catkowicie kodowane przez jadrowe DNA, nie mitochondrialne
(Cecchini 2003). Sugeruje sie réwniez, ze Cx Il stanowi mitochondrialny sensor pH inicjujgcy $mieré
komadrkowa (Grimm 2013). Wzrost ilosci biatka nalezgcego do Cx Il potwierdza zaobserwowane przez
nas wczesniej nasilenie funkcjonowania cyklu Krebsa. Po przewlektym podaniu FC i uszkodzeniu
astrocytow oraz aktywacji mikrogleju w SN dochodzi do przesuniecia w wykorzystaniu dostepnych
procesow generujacych energie w komoérce z zahamowanej oksydacji fosforylacyjnej na glikolize i
cykl Krebsa. Podjednostki biatkowe Cx [l maja najkrétszy czas pottrwania sposréd  Cx
mitochondrialnych (Karunadharma et al. 2015) a sam Cx |l w standardowych warunkach nie
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funkcjonuje na najwyzszych obrotach majgc mozliwosé dostosowania swojej aktywnosci do potrzeb
komorki, dzieki czemu jest ich dobrym markerem statusu energetycznego (Drose 2013).

Wplyw uszkodzenia astrocytow na funkcjonowanie taricucha oddechowego
kompensujgcych neuronow

Zasadniczym celem naszych badan byto sprawdzenie w jaki sposéb uszkodzenie astrocytow
moze wptyngc na proces degeneracji i kompensacji uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w SN.
Otdz, uszkodzenie astrocytéw nasilito deficyty w niektédrych markerach funkcjonowania tancucha
oddechowego. Po 7 dniach infuzji FC catkowita wydajnos¢ funkcjonowania Cx | oraz jego aktywnos¢
enzymatyczna w SCx 111V; spadta. Nasilit sie tez spadek barwienia Cx IV w tkance i ilos¢ Cx IV w
mitochondriach. Po 4 tygodniach od operacji, wydajnosé Cx | byta nadal obnizona a jego aktywnos$é
spadta w dwéch formach SCx. Réwniez wydajnosé i aktywnos¢ IV w izolowanych mitochondriach
wykazata nasilone spadki po facznym uszkodzeniu astrocytédw i neurondéw. Co istotne, zaobserwowane
kompensacyjne wzrosty funkcjonowania Cx po uszkodzeniu samych neurondéw dopaminergicznych
(zwiekszona wydajnos¢ Cx | w SCx, aktywnos¢ Cx IV, oraz podniesiony poziom bursztynianu) zostaty
zniwelowane przez réwnoczesne uszkodzenie astrocytow (Kuter et al. 2018b). Neurony pozbawione
wsparcia astrocytow nie byly w stanie wydajnie zwiekszy¢ energetyki komoérkowej, tak aby
skompensowac deficyty na poziomie zachowania zwierzgt. Dowodzi to, ze wsparcie energetyczne
astrocytow jest zasadniczym mechanizmem nalezagcym do proceséw kompensacyjnych w uktadzie
czarnoprazkowiowym mozgu.

Zmniejszenie sztywnosci bton mitochondrialnych koresponduje z funkcjonowaniem SCx
oddechowych

Organizacja Cx oddechowych w SCx usprawnia ich funkcjonowanie (Schafer et al. 2006; Genova
& Lenaz 2014; Maranzana et al. 2013; Schon & Dencher 2009). Jak przedstawiono powyzej nasza
hipoteza zaktadata, ze reorganizacja SCx mogtaby stanowi¢ szybki sposdb na dopasowanie wydajnosci
produkcji energii bez angazowania kosztownej syntezy nowych biatek (Kuter et al. 2016a). W naszych
badaniach dotyczacych jedynie degeneracji i kompensacji uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych
wywotanych 6-OHDA udato nam sie wykazaé, ze spadki w markerach funkcjonowania SCx i Cx
korelowaty ze zwiekszong ptynnoscig bton mitochondrialnych (Kuter et al. 2016a). W kolejnych
badaniach przeanalizowaliSmy dodatkowo wptyw uszkodzenia astrocytéw na w/w proces. Nasze
badania ponownie wykazaty, ze wzrost ptynnosci bton mitochondrialnych korelowat ze zmniejszonym
funkcjonowaniem Cx oddechowych, bezposrednio po tacznym uszkodzeniu astrocytédw i neuronéw (7
dni) oraz po uszkodzeniu samych astrocytéw po 4 tygodniach (Kuter et al. 2018b). W neuronach Cx |
wystepuje gtéwnie w SCx, natomiast w samych astrocytach proporcja indywidualnego Cx I, jest
wieksza, co wynika z wiekszego wykorzystywania i wydajnosci fosforylacji oksydatywnej w neuronach
niz astrocytach (Lopez-Fabuel et al. 2016). Zwiekszenie ptynnosci bton moze swiadczyé o wielu
zachodzacych tam procesach. Zaréwno przesytanie mitochondriéw z ciata komodrkowego do
zakonczen, naprawa, reorganizacja, procesy typu fusion-fission czy biogeneza mogg wptywac na
ptynnosé bton.
Z innych badan wiadomo, ze dendryty neuronéw majg wiecej przemieszczajgcych sie mitochondriéw
niz wypustki astrocytéw (40% vs 15% — 20%). Rowniez predkosé przemieszczania sie mitochondriow sg
znacznie wolniejsze w komarkach glejowych (Jackson & Robinson 2017). Stad zmieniajgca sie proporcja
astrocytow wzgledem neurondw w réznych grupach eksperymentalnych rowniez moze miec istotne
znaczenie dla interpretacji wynikdw dotyczgcych ptynnosci bton mitochondrialnych.

Podsumowanie: wykazano, ze neurony dopaminergiczne w SN, ktére przezyty po podaniu 6-
OHDA i kompensuja funkcjonalne deficyty w zachowaniu motorycznym majg wyzsze zapotrzebowanie
na energie i zwiekszaja funkcjonowanie taincucha oddechowego, w szczegélnosci Cx | i IV oraz
zwiekszajg ilos¢ bursztynianu. Brak wsparcia energetycznego ze strony astrocytéw nie pozwala
neuronom na wydajna kompensacje. Smier¢ astrocytéw w SN obniza funkcjonowanie tfaricucha
oddechowego i kompensacyjnie podnosi ilos¢ Cx Il tgczacego oksydacyjng fosforylacje z nasilong
glikolizg | cyklem Krebsa. Zmniejszona sztywnos$¢ bton mitochondrialnych koresponduje z obnizong
wydajnoscig funkcjonowania SCx.
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W cyklu przedstawionych prac opisano szczegétowo dwa wystandaryzowane modele
zwierzece i przebadano w nich ekspresje proteomu mitochondrialnego, liczne markery regulujace
energetyke komdrkowg w procesach takich jak glikoliza, cykl Krebsa, mitochondrialny tancuch
oddechowy, sktad i funkcjonowanie SCx, czy ptynnos¢ bton mitochondrialnych. Nasze badania po raz
pierwszy pokazuja dowod na istotng role astrocytow w procesie kompensacji czeSciowego
uszkodzenia neuronéw dopaminergicznych w SN in vivo. Wykazano, ze odpowiada za to m.in.
wsparcie energetyczne ze strony astrocytow. Same neurony dopaminergiczne réwniez ulegajg
adaptacji i kompensacyjnie zwiekszajg funkcjonowanie taricucha oddechowego aby zaspokoic¢ swoje
zwiekszone zapotrzebowanie energetyczne w uszkodzonym uktadzie czarnoprazkowiowym.
Zaburzenie wspoétpracy pomiedzy astrocytami a neuronami moze leze¢ u podtoza wrazliwosci uktadu
dopaminergicznego w patogenezie PD. Wsparcie energetyczne pozostatych przy zyciu neuronéw
uktadu czarnoprazkowiowego oraz wzmocnienie funkcjonowania astrocytéw mogg stanowi¢ w
przysztosci skuteczne podejscie terapeutyczne zatrzymujace postep neurodegeneracji w chorobach
takich jak PD.

Skroty

6-OHDA — 6-hydroksydopamina

AMPK — AMP-activated protein kinase, catalytic subunit alpha

ATP5B - ATP synthase subunit beta

b-HB — beta-hydroxybutyrate, beta-hydroksymaslan

CP - n. caudatus i putamen, jgdro ogoniaste i skorupa

CPT1a — carnitine palmitoyltransferase 1a — forma glejowa

CPT1c — carnitine palmitoyltransferase 1c — forma neuronalna

CUN - centralny uktad nerwowy

Cx — kompleks oddechowy

DA — dopamina

DAT - transporter dopaminergiczny

DIGE — difference gel electrophoresis, réznicowa elektroforeza w zelu
DPYSL2 - dihydropyrimidinase-related protein 2

FC — fluorocytrynian

GFAP — glial fibrillary acidic protein, glejowe wiokienkowe kwasnie biatko
GS - glutamine synthetase, syntetaza glutaminy

MFB — medial forebrain bundle, peczek wtékien przysrodkowych przodomézgowia
PD — choroba Parkinsona

PDK2 - pyruvate dehydrogenase kinase 2

PGC-1a - peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1a
PKM2 - pyruvate kinase M2

ROS - reactive oxygen species, wolne rodniki tlenowe

SCx — superkompleks

SDHA - succinate dehydrogenase subunit A

SN — substantia nigra, istota czarna

STR — striatum

TH — tyrosine hydroxylase, hydroksylaza tyrozynowa

VDAC - voltage-dependent anion channel 1

VTA - ventral tegmental area, pole brzusznej nakrywki
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4. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.
A) Osiggniecia naukowe przed i po uzyskaniu stopnia doktora

Prowadzone przeze mnie wczes$niejsze prace badawcze skupiaty sie wokot funkcjonowania
uktadéw dopaminergicznych mdzgu, choroby Parkinsona, przyczyn jej powstawania, modelowania
objawdéw i patogenezy tej choroby u zwierzat, poszukiwania $rodkdw neuroprotekcyjnych, a takze
badania zaburzen wspdtwystepujacych lub pokrewnych z chorobg Parkinsona.

Badania nad wptywem pestycydu parakwat na mézg

Pestycyd parakwat zwieksza prawdopodobienstwo zapadalnosci na chorobe Parkinsona. Badania
nad wptywem pestycydu parakwat na modzg i mozliwos¢ wywotywania objawéw podobnych do
choroby Parkinsona u zwierzat z jego wykorzystaniem rozpoczetam wraz z pierwszg pracg zawodowa
w IF PAN oraz po kilku miesigcach z doktoratem. Czes¢ prac z tego cyklu opublikowania w latach 2005-
2007 wiaczona zostata do pracy doktorskiej (Ossowska et al. 2005ab, Ossowska et al. 2006, Kuter et al.
2007). W cyklu tacznie 7 prac wykazalismy, ze:
e Parakwat podawany przewlekle jeden raz w tygodniu przez 6 miesiecy wywotywat wolno
postepujgca degeneracje neurondw uktadu czarnoprazkowiowego oraz mezokortykalnego u szczuréw.
e Postepujacg degeneracje poprzedzit etap kompensacyjnego nasilenia transmisji dopaminergicznej.
e Badania mikrodializacyjne mdézgu szczura wykazaty, ze podania niskiej dawki parakwatu generujg
powstawanie wolnych rodnikéw tlenowych zaréwno w mézgu jak i tkankach obwodowych, oraz, ze
podanie parakwatu przejSciowo podnosi uwalnianie dopaminy.
e Jednorazowe podanie parakwatu dootrzewnowo wywotato przejsciowe zmiany w wigzaniu liganda
do transportera DAT. Jest to dodatkowe potwierdzenie wptywu parakwatu na funkcjonowanie uktadu
czarnoprazkowiowego, nawet po jednorazowej ekspozycji.
e Subchroniczne, 5-ciodniowe dootrzewnowe podania parakwatu sg bardziej toksyczne dla zwierzat
eksperymenatalnych niz podania raz na tydzied wyzszej dawki. Przebadano zmiany wywotane w
uktadzie czarnoprazkowiowym w dwdch punktach czasowych wykazujagc dynamiczne zmiany
zachodzace zaréwno w transmisji dopaminergicznej, serotoninergicznej, noradrenergicznej jak i
GABAergicznej. Subchroniczna ekspozycja na stres oksydacyjny jest toksyczna wzgledem neurondw
dopaminergicznych i zaburza funkcjonowanie wielu systemdéw neuronalnych, wywotujgc zaréwno
degeneracje jak i kompensacje.
e Biatka GSK-3B i jej aktywna forma ufosforylowana przy tyrozynie 216 (pY216) w sposdb
zréznicowany zmieniato ekspresje w poszczegdlnych frakcjach komérkowych pobranych ze struktur
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takich jak srédmézgowie z mostem, prazkowie, hipokamp, mézdzek, wskazujac, ze rézne komorki w
odmienny sposdb reagujg na podawany obwodowo przez 37 tygodni parakwat w niskiej dawce, co
posrednio Swiadczy¢ moze o zwiekszonej wrazliwosci akurat neuronéw dopaminergicznych na
parakwat.

Ossowska K, Wardas J, Smiatowska M, Kuter K, Lenda T, Wieronska JM, Zieba B, Nowak P,
Dabrowska J, Bortel A, Kwiecinski A, Wolfarth S. A slowly developing dysfunction of
dopaminergic nigrostriatal neurons induced by long-term paraquat administration in rats: an
animal model of preclinical stages of Parkinson's disease? Eur J Neurosci. 2005 Sep;22(6):1294-
304.

Ossowska K, Smiatowska M, Kuter K, Wieroriska J, Zieba B, Wardas J, Nowak P, Dabrowska J,
Bortel A, Biedka |, Schulze G, Rommelspacher H. Degeneration of dopaminergic mesocortical
neurons and activation of compensatory processes induced by a long-term paraquat
administration in rats: implications for Parkinson's disease. Neuroscience. 2006 Sep
15;141(4):2155-65.

Kuter K, Nowak P, Gotembiowska K, Ossowska K. Increased reactive oxygen species production
in the brain after repeated low-dose pesticide paraquat exposure in rats. A comparison with
peripheral tissues. Neurochem Res. 2010 Aug;35(8):1121-30.

Ossowska K, Wardas J, Kuter K, Nowak P, Dabrowska J, Bortel A, Labus t, Kwiecinski A,
Krygowska-Wajs A, Wolfarth Influence of paraquat on dopaminergic transporter in the rat brain.
Pharmacol Rep. 2005 May-Jun;57(3):330-5.

Kuter K, Smiatowska M, Wieronska J, Zieba B, Wardas J, Pietraszek M, Nowak P, Biedka I,
Roczniak W, Konieczny J, Wolfarth S, Ossowska K. Toxic influence of subchronic paraquat
administration on dopaminergic neurons in rats. Brain Res. 2007 Jun 25;1155:196-207.

Songin M, Ossowska K, Kuter K, Strosznajder JB. Alteration of GSK-3p in the hippocampus and
other brain structures after chronic paraquat administration in rats. Folia Neuropathol.
2011;49(4):319-27.

Songin M, Strosznajder JB, Fitat M, Kuter K, Kolasiewicz W, Nowak P, Ossowska K. Glycogen
synthase kinase 3B and its phosphorylated form (Y216) in the paraquat-induced model of
parkinsonism. Neurotox Res. 2011 Jan;19(1):162-71.

Depresja w chorobie Parkinsona

Depresja jest czestym objawem wspdtwystepujagcym z chorobg Parkinsona a czesto j3
wyprzedzajgcg. Badania nad wspétwystepowaniem objawdw depresyjnych z wczesnymi etapami
depresji opublikowano w cyklu trzech prac. Wykazalismy co nastepuje:
e Niewielkie, czesSciowe uszkodzenie uktadu czarnoprgzkowiowego, a zwtaszcza brzusznego
prazkowia wywotuje zmiany typu depresyjnego w zachowani zwierzat, bez wywotywania zaburzen
motorycznych i moze by¢ z powodzeniem wykorzystywane, jako zwierzecy model do dalszych badan
patomechanizméw depresji jako prodromalnego objawu choroby Parkinsona i jego potencjalnej
farmakoterapii.
e Zestawiono efektywnosc dziatania znanych lekéw antydepresyjnych imipraminy, fluoksetyny i
pramipeksolu i wykazano, ze tylko chroniczne podawanie pramipeksolu zmniejszato objawy
depresyjne u zwierzat w opisanym wczesniej modelu.
o Efektywnos¢ przewlekiego podawania pramipeksolu na zmniejszenie objawdéw depresyjnych
wywotanych niewielkim uszkodzeniem uktadu czarnoprazkowiowego, mogta polega¢ na byto
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wywotaniu zmian w ekspresji mRNA czynnika troficznego BDNF oraz jego receptora trkB w strukturach
limbicznych mdézgu szczura, takich jak VTA, prazkowiu, jadrze ogoniastym, amygdali..

Kuter K, Kolasiewicz W, Gotembiowska K, Dziubina A, Schulze G, Berghauzen K, Wardas J,
Ossowska K. Partial lesion of the dopaminergic innervation of the ventral striatum induces
“depressive-like” behavior in rats. Pharmacol Rep. 2011 Nov;63(6):1383-92.

Berghauzen-Maciejewska K, Kuter K, Kolasiewicz W, Glowacka U, Dziubina A, Ossowska K,
Wardas J. Pramipexole but not imipramine or fluoxetine reverses the "depressive-like"
behaviour in a rat model of preclinical stages of Parkinson's disease. Behav Brain Res. 2014 Sep
1;271:343-53

Berghauzen-Maciejewska K, Wardas J, Kosmowska B, Gtowacka U, Kuter K, Ossowska K.
Alterations of BDNF and trkB mRNA expression in the 6-hydroxydopamine-induced model of
preclinical stages of Parkinson's disease: an influence of chronic pramipexole in rats. PLoS One.
2015 Mar 4;10(3):e0117698.

Dyskinezy

Dyskinezy stanowig najczestszy skutek uboczny diugotrwatego stosowania L-DOPY w
przebiegu leczenia objawowego choroby Parkinsona i w drastyczny sposéb dodatkowo uposledzajg
funkcjonowanie pacjentéw. Ponizsza praca opublikowana przez prof. Cenci i wspoétpracownikéw byta
mojg pierwszg opublikowana pracg powstatg w wyniku wyjazdu stypendialnego do Lund w Szwecji.
Na mikromacierzach przeprowadzono analize ekspresji 8000 fragmentéw mRNA izolowanego z
prazkowia w zwierzecym modelu choroby Parkinsona i dyskinez wywofanych L-DOPA. Zestawiono
ekspresje mRNA u zwierzat, u ktorych wystapity dyskinezy ze zwierzetami na nie odpornymi aby
wyodrebni¢ sciezki molekularne zaangazowane w mechanizmy ich powstawania. Wykazano m.in.
aktywacje neurondw GABAergiczncyh, zmiany w sygnalizacji | homeostazie wapniowej, wzrost
plastycznosci strukturalnej, i aktywacje transkrypcyjng oraz synaptyczng, zmniejszong mozliwos$¢
produkcji energii i syntezy biatek rybosomalnych.

Konradi C, Westin JE, Carta M, Eaton ME, Kuter K, Dekundy A, Lundblad M, Cenci MA.
Transcriptome analysis in a rat model of L-DOPA-induced dyskinesia. Neurobiol Dis. 2004
Nov;17(2):219-36.

Badania nad drzeniami wywotanymi harmaling

Jednym z objawdw choroby Parkinsona sg drzenia spoczynkowe. S3g one trudne do leczenia a ich
mechanizm powstawania nieznany. Brak modeli do badania drzen typu parkinsonowskiego.
Pokrewnym zaburzeniem sg drzenia samoistne a modelowac je mozna przy uzyciu harmaliny. Czes$¢
mechanizméw wywotywania tych typdéw drzen moze by¢ zblizona. Stad seria badan nad préba
potgczenia modelu choroby Parkinsona i uszkodzenia uktadu dopaminergicznego z wywotywaniem
drzen harmaling oraz préb farmakologicznego ich wyciszania. W tych badaniach wykazano:
e Samo podanie harmaliny u szczuréw i wywotane przez nig drzenia sg dawko-zaleznie nasilane przez
selektywnego antagoniste receptoréw metabotropowych grupy ImGIuR1, JNJ 16259685. Wynik ten
sugeruje, ze dziatanie harmaliny moze w czesci wynikaé z jej hamowania aktywnosci receptora mGluR1.
e Uszkodzenie transmisji dopaminergicznej w modzdzku tgcznie z uszkodzeniem transmisji
noradrenergicznej nasilato drzenia wywotane harmaling, co wigzato sie z jednoczesng aktywacja
transmisji serotoninergicznej w prazkowiu i korze czotowej. Uszkodzenie samych zakonczen
dopaminergicznych w mézdiku nie wptyneto na drzenia. Swiadczy to o istotnej roli unerwienia
noradrenergicznego w mozdzku i jego hamujgcemu dziataniu na drzenia wywotane harmaling.
e Z kolei uszkodzenie neuronéw dopaminergicznych w polach A8 i A9 nasilato drzenia wywotane
harmaling ale nie zmieniato ich charakteru. Wykazano tez rdinego typu korelacje pomiedzy
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intensywnoscig drzen a poziomem i obrotem DA w prgzkowiu i mézdzku oraz poziomem i obrotem
serotoniny w mdzdzku. Wyniki wskazuja, ze uszkodzenie rowniez pola A8 moze mie¢ wptyw na drzenia
generowane przez mozdzek.

e Drzenie harmalinowe generowane jest przez projekcje glutaminianergiczng oliwkowo-moézdzkowa
a jej powtarzane podanie wywotato spadek ekspresji mRNA dla receptora glutaminianergicznego
mGIuR4 wtasnie w oliwce i mdzdzku. Wykazano, ze obwodowe podanie pozytywnego modulatora
allosterycznego receptora glutaminianu mGIluR4, Lu AF21934 zniosto hyperaktywnos¢ wywotywang
przez jednorazowe podanie harmaliny ale nie wptyneto na drzenia. Zatem receptor mGIluR4 moze
odgrywad istotng role w regulacje motoryki przez mdézdzek ale najprawdopodobniej nie odgrywa on
znaczacej roli w generowaniu drzen.

Kolasiewicz W, Kuter K, Wardas J, Ossowska K. Role of the metabotropic glutamate receptor
subtype 1 in the harmaline-induced tremor in rats. J Neural Transm. 2009 Sep;116(9):1059-63.

Kolasiewicz W, Kuter K, Nowak P, Pastuszka A, Ossowska K. Lesion of the Cerebellar
Noradrenergic Innervation Enhances the Harmaline-Induced Tremor in Rats. Cerebellum. 2011
Jun;10(2):267-80.

Kolasiewicz W, Kuter K, Berghauzen K, Nowak P, Schulze G, Ossowska K. 6-OHDA injections into
A8-A9 dopaminergic neurons modelling early stages of Parkinson's disease increase the
harmaline-induced tremor in rats. Brain Res. 2012 Oct 5;1477:59-73.

Ossowska K, Wardas J, Berghauzen-Maciejewska K, Gtowacka U, Kuter K, Pilc A, Zorn SH, Doller
D. Lu AF21934, a positive allosteric modulator of mGlu4 receptors, reduces the harmaline-
induced hyperactivity but not tremor in rats. Neuropharmacology. 2014 Aug;83:28-35.

Metabotropowe receptory glutaminianu jako potencjalna terapia akinezy

Potencjalna terapia choroby Parkinsona ligandami hamujacymi receptory metabotropowe
gluminianu przez wiele lat dawata wiele nadziei i prowadzono liczne badania w modelach zwierzecych
choroby nad mozliwosciami ich zastosowania do modulacji funkcjonowania uszkodzonego uktadu
czarnoprazkowiowego i uktadow postsynaptycznych.
e Whynikiem tych prac byta praca przeglagdowa Ossowska et al. 2007, wskazujagca, ze antagonisci |
grupy receptorow mGlu lub agonisci grupy Il dziatajg w pozadany sposéb na objawy typu
parkinsonowskiego w réznych modelach doswiadczalnych. Wskazano réwniez, ze $ciezka strato-
pallidalna mogtaby by¢ dobrym celem dla farmakoterapii choroby Parkinsona ligandami receptorow
mGlu.
e W drugiej z publikacji ( Konieczny et al. 2007) wykazano, ze agonista grupy |l mGIuR ACPT-1 podany
do gatki bladej, prazkowia lub substancji czarnej czesci siateczkowatej dawko-zaleznie hamowat
katalepsje wywotang haloperidolem u szczuréw. Wykazano rdwniez, ze podanie ACPT-1
normalizowato zwiekszong ekspresje mRNA proenkefaliny. Najlepszym z badanych celéow okazata sie
gatka blada przed prazkowiem i istota czarng czescig siateczkowata.

Ossowska K, Konieczny J, Wardas J, Pietraszek M, Kuter K, Wolfarth S, Pilc A. An influence of
ligands of metabotropic glutamate receptor subtypes on parkinsonian-like symptoms and the
striatopallidal pathway in rats. Amino Acids. 2007 Feb;32(2):179-88.

Konieczny J, Wardas J, Kuter K, Pilc A, Ossowska K. The influence of group lll metabotropic
glutamate receptor stimulation by (1S,3R,4S)-1-aminocyclo-pentane-1,3,4-tricarboxylic acid on
the parkinsonian-like akinesia and striatal proenkephalin and prodynorphin mRNA expression in
rats. Neuroscience. 2007 Mar 16;145(2):611-20.
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Badania nad beta-karbolinami

Od momentu wykazania, ze toksyna MPTP wywotuje parkinsonizm u ludzi rozpoczeto szeroko
zakrojone badania nad substancjami o podobnej budowie chemicznej, m.in. beta-karbolinami.
Powstajg one 1z tryptofanu i mogg wystepowaé endogennie w organizmie. W Zakfadzie
Neuropsychologii oraz wspdtpracujgcym z nami wowczas Zaktadem neurobiologii Klicznej, Charité —
Universitatsmedizin w Berlinie prowadzono liczne badania nad réznymi formami beta-karbolin,
zarowno nad ich toksycznoscia, jak i mozliwoscig wykorzystania do neuroprotekcji. W dwéch z tych
prac wykazano:
e Donigralne podanie jonu 2,9-dimetyl-beta-karbolinowego zwiekszato napiecie miesniowe i
aktywnosé elektromiograficzng, wywotywato degeneracje neurondw dopaminergicznych w SN i
obnizato metabolizm dopaminy. W ten sposdb wykazano toksycznos¢ metylowanej beta-karboliny
wywotujgcg objawy podobne do parkinsonowskich.
e Z kolei inna beta-karbolina 9-metyl-beta-karbolina wykazywata dziatanie ochronne na neurony
dopaminergiczne w modelu toksycznosci wywotanej MPP+ in vivo. Jej podanie w minipompkach
osmotycznych dokomorowo dziato neuroprotekcyjnie na neurony dopaminergiczne w SN, odwracato
deficyty w poziomie dopaminy wywotane przez MPP+, oraz deficyty w aktywnosci mitochondrialnego
Cx I (2-D BN/PAGE i MS Maldi-TOF). Badania na mikromacierzach wykazaty wzrost ekspresji neurotrofin
BDNF, CDNF, CNTF i prekursorowego biatka cerebelliny 1.

Lorenc-Koci E, Rommelspacher H, Schulze G, Wernicke C, Kuter K, Smiatowska M, Wieroriska J,
Zieba B, Ossowska. Parkinson's disease-like syndrome in rats induced by 2,9-dimethyl-beta-
carbolinium ion, a beta-carboline occurring in the human brain. Behav Pharmacol. 2006
Sep;17(5-6):463-73.

Wernicke C, Hellmann J, Zieba B, Kuter K, Ossowska K, Frenzel M, Dencher NA, Rommelspacher
H. 9-Methyl-beta-carboline has restorative effects in an animal model of Parkinson's disease.
Pharmacol Rep. 2010 Jan-Feb;62(1):35-53.

Zahamowanie aktywnosci proteasomu

Do znanych mechanizméw zaangazowanych w patogeneze choroby Parkinsona nalezy
zahamowanie funkcji proteasomu i agregacja biatek, w tym a-synukleiny. Stad préba wykorzystania
tego mechanizmu do stworzenia nowego modelu zwierzecego choroby Parkinsona.
Badania opisane w pracy Konieczny et al. 2014 prébowaty wykaza¢ ochronng funkcje celastrolu
wzgledem $mierci komdrek wywotanych zahamowaniem aktywnosci proteasomu przez laktacystyne,
jednak bezskutecznie. Wykazano, ze celastrol podawany obwodowo w réznych dawkach nie chronit,
lub wrecz nasilat degeneracje neuronéw dopaminergicznych wywotana laktacystyng u szczuréw.
Podobnie w badaniach in vitro na pierwotnych hodowlach neuronalnych kory oraz w liniach
komérkowych neuroblastomy réwniez nie wykazano efektu ochronnego a wrecz dawko-
zalezne nasilenie toksycznosci.

Konieczny J, Jantas D, Lenda T, Domin H, Czarnecka A, Kuter K, Smiatowska M, Lasori W, Lorenc-
Koci E. Lack of Neuroprotective Effect of Celastrol Under Conditions of Proteasome Inhibition by
Lactacystin in In Vitro and In Vivo Studies: Implications for Parkinson's Disease. Neurotox Res.
2014 Oct;26(3):255-73.

Inne

We wspotpracy z Zaktadem Neurologii, Collegium Medicum, Uniwersytetu Jagiellonskiego
zebrano tkanki od 22 pacjentéw kontrolnych w réznym wieku oraz od 2 oséb z chorobg Parkinsona.
Zestawienie preparatéw diagnostycznych post mortem wykazato wzrost ilosci ciat Marinesco w istocie
czarnej korespondujacy z wiekiem, podobnie jak wzrost ekspres;ji synfiliny-1 oraz spadek TH.

-34-



Krygowska-Wajs A, Lenda T, Adamek D, Moskata M, Kuter K, Kunz J, Smiatowska M, Ossowska
K. Increased synphilin-1 expression in human elderly brains with substantia nigra Marinesco
bodies. Pharmacol Rep. 2008 Nov-Dec;60(6):914-24.

We wspdtpracy z Pracownia Neurobiologii Pierwiastkéw Sladowych, Instytutu Farmakologii PAN w
Krakowie wykazano wptyw chronicznej suplementacji cynku na ekspresje mRNA i biatka receptora
serotoninowego 5-HT1A i wykazano jego wzrost w hipokampie i podniesienie sie poziomu i obrotu
serotoniny. Wykazano réwniez wptyw na poziom i obrét DA w korze przedczotowej. Wyniki te w
kontekscie wczesniejszych badan nad objawami depresji wskazujg, na zaangazowanie cynku w
modulowanie efektéw farmakoterapii depresji przy pomocg ligandéw receptora 5-HT1A oraz na role
uktadu dopaminergicznego.

Bernadeta Szewczyk, Katarzyna Kotarska, Agata Siwek, tukasz Olech, Katarzyna Kuter
Antidepressant activity of zinc: Further evidence for the involvement of the serotonergic system.
Pharmacol Rep. 2017 Jan 19;69(3):456-461.

We wspdtpracy z prof. Przemystawem Nowakiem ze Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
wykazano, ze:
e Ekspozycja na fluor w dorostosci moze wptywaé na wychwyt glukozy w tkankach médzgu i
obwodowych u szczura.
e Uszkodzenie ukfadu noradrenergicznego u noworodkdw obniza przeciwbdélowy efekt agonisty
receptora kanabinoidowego CB1, metanandamidu, nie zmieniajgc réwnoczesnie ekspresji samego
receptora w mozgu. Uktad noradrenergiczny odgrywa istotna role w procesach bélowych
mediowanych przez CB1.

Rogalska, Katarzyna Kuter, Aleksandra Zelazko, Anna Gtogowska-Gruszka, Elzbieta
Swietochowska, Przemystaw Nowak. Fluoride Alteration of [3H]Glucose Uptake in Wistar Rat
Brain and Peripheral Tissues.Neurotox Res. 2017 Apr;31(3):436-443.

Korossy-Mruk E, Kuter K, Nowak P, Szkilnik R, Rykaczewska-Czerwinska M, Kostrzewa R, Brus R.
Neonatal DSP-4 Treatment Modifies Antinociceptive Effects of the CB(1) Receptor Agonist
Methanandamide in Adult Rats. Neurotox Res. 2013 Jan;23(1):39-48.

B) Wspotpraca z jednostkami naukowymi w kraju i za granica

Wspotprace po doktoracie:

= Prof. Martin Schwab - Institute of Regenerative Medicine (IREM), University of Zurich and Dept. of
Health Sciences and Technology, ETH, Zurich, Szwajcaria.

Temat: Przeciwciata neutralizujgce czynnik NOGO-A, hamujacy rozrost neurondw, jako potencjalna
terapia regeneracyjna w chorobie Parkinsona. Badania w modelu zwierzecym 6-OHDA.

Wspotpraca rozpoczeta w 2019r.

= Dr Monika Marcinkowska — Katedra Chemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmacji Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

= Temat: Wptyw agonisty receptora GABAAal na objawy motoryczne zwierzat w modelach drzen
samoistnych oraz choroby Parkinsona.

Wspotpraca rozpoczeta w 2018r.

= Prof. Norbert A Dencher - Physical Biochemistry, Department of Chemistry, Technische Universitat
Darmstadt, Niemcy.
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Temat: Sktad i aktywnos¢ superkomplekséw mitochondrialnych fosforylacji oksydatywnej w modelu
uszkodzenia neurondw dopaminergicznych oraz dysfunkcji astrocytéw i kompensacji deficytow.
4 wspélne publikacja.

= Prof. Stephan Lehr i dr Sonja Hartwig - Institute of Clinical Biochemistry and Pathobiochemistry,
German Diabetes Center at the Heinrich-Heine-University Diisseldorf, Leibniz Center for Diabetes
Research, Diisseldorf, Niemcy.

Temat: Identyfikacja proteomu bton mitochondrialnych zmieniajgcego sie w procesie degeneracji
uktadu czarnoprazkowiowego u szczura.

1 wspdlna publikacja.

= Prof. Carsten Culmsee i dr Goutham Ganjam - Philipps Universitat Marburg, Niemcy
Temat: Wptyw modyfikacji genetycznej czynnika AIF na aktywno$¢ i sktad superkomplekséw
mitochondrialnych.

= Dr hab. Amalia Dolga - University of Groningen, Holandia
Temat: Aktywnos¢ i sktad superkomplekséw mitochondrialnych w zwierzecym modelu epilepsji.
Manuskrypt w opracowaniu.

= Dr hab. Berta Szewczyk — Pracownia Neurobiologii Pierwiastkéw Sladowych, Instytut Farmakologii
PAN w Krakowie.

Temat: Poziom i metabolizm serotoniny po jednorazowych i przewlektych podaniach cynku. Analiza
HPLC.

1 wspdlna publikacja.

Wspotprace przed doktoratem:

* Prof. Przemystaw Nowak — Zaktad Farmakologii, Slaski Uniwersytet Medyczny, Zabrze. Péiniej
Katedra Toksykologii i Ochrony Zdrowia, Szkota Zdrowia Publicznego w Bytomiu, Slgski Uniwersytet
Medyczny.

Temat: Analiza HPLC poziomu wolnych rodnikdw i neuroprzekaznikéw oraz ich metabolizmu w
zwierzecych modelach choroby Parkinsona wywotanych pestycydami.

Temat: Rola uktadu noradrenergicznego w powstawaniu drzen samoistnych i dziataniu
przeciwbdélowym agonisty receptora CB1.

10 wspdlnych publikacji.

= Prof. Hans Rommelspacher i dr Gert Schulze - Sektion Klinische Neurobiologie, Charité —
Universitatsmedizin w Berlinie

Temat: Zwierzece modele choroby Parkinsona wywotane pestycydami oraz mechanizmy dziatania
beta-karbolin.

5 wspdlnych publikacji.

= Prof. Joanna Strosznajder - Zaktad Komodrkowej Transdukcji Sygnatu, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. Mossakowskiego, PAN, Warszawa.

Temat: Rola GSK3beta w zwierzecym modelu degeneracji neuronéw dopaminergicznych wywotanych
pestycydami.

2 wspdlne publikacje.

= Prof. Anna Krygowska-Wajs — Zaktad Neurologii, Collegium Medicum, Uniwersytet Jagiellorski,
Krakow

Temat: Zmiany patologiczne zwigzane z agregacjg synfiliny-1 lub a-synukleiny w mdézgach ludzkich i
zwierzecym modelu choroby Parkinsona wywotanej pestycydami.
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Dr Katarzyna Kuter Zatgcznik 2 Autoreferat

2 wspdlne publikacje.

C) Staze w zagranicznych i krajowych osrodkach naukowych

2013 - 2016

IV 2013

1-1112013

I1-112011

VIl 2007

I-11 2006

X 2005

Xl 2004

11-V1 2003

Osiemnastomiesieczny pobyt na Uniwersytecie Technicznym w Darmstadt, Niemczech
w ramach Programu MOBILNOSC PLUS.

Miesieczny pobyt w Darmstadt, Uniwersytet Techniczny w Niemczech w ramach
Programu wspdlnego z DAAD wspierania Polsko-Niemieckiej wymiany osobowej

zwigzanej z realizacja projektéw badawczych, w latach 2013-2014.

Dwumiesieczny pobyt w ramach stypendium DAAD w Darmstadt, Uniwersytet
Techniczny w Niemczech.

Miesieczny pobyt w ramach stypendium CERC-WERC-IBRO InEurope w Darmstadt,
Uniwersytet Techniczny w Niemczech.

Tygodniowy pobyt w Sektion Klinische Neurobiologie, Charité — Universitatsmedizin w
Berlinie.

Miesieczny pobyt w Sektion Klinische Neurobiologie, Charité — Universitatsmedizin w
Berlinie.

Dwutygodniowy pobyt w Zaktadzie Farmakologii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w
Zabrzu.

Dwutygodniowy pobyt w Zakfadzie Farmakologii Slaskiego Uniwersytetu Medycznego w
Zabrzu.

Stypendium naukowe Sokratesa na Uniwersytecie w Lund, Szwecja.

D) Bibliometryczne podsumowanie osiggnie¢ naukowych
Dane z bazy Web of Science Core Collection, Citation Reports (JCR) Science Edition
oraz Index Copernicus z dnia 27.03.20189.

Dorobek naukowo-badawczy obejmuje:
e 28 prac oryginalnych
e 1 praca przeglagdowa
e 1 rozdziat w ksigzce
e 31 prezentacji posterowych jako autor prezentujacy oraz 37 jako wspétautor. tacznie 68.
W tym 14 na zjazdach krajowych oraz 54 na miedzynarodowych.
e 6 wyktadéw na konferencjach, 9 wyktadow poza Instytutem i na zaproszenie oraz 9 w IF PAN.

tgcznie 24.

e Sumaryczny impact factor (IF) wszystkich publikacji naukowych wynosi 89.815, co odpowiada
722.5 punktom wg MNiSW i 115.82 punktom Index Copernicus

e Sumaryczny impact factor (IF) publikacji naukowych wchodzacych w sktad osiggniecia
habilitacyjnego wynosi 19.607 co odpowiada 165 punktom wg MNiSW.

e Liczba cytowan publikacji wynosi 600 oraz 547 z wytgczeniem autocytowan.

e Index Hirsha publikacji wynosi 14.
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