STRESZCZENIE

Wstep: Choroba Parkinsona jest chorobg z grupy choréb neurodegeneracyjnych, rozwijajaca
si¢ wskutek zaniku komorek dopaminergicznych w istocie czarnej mozgu. Glownymi
czynnikami przyspieszajacymi neurodegeneracje sa zaburzenia funkcji mitochondriow 1 stres
oksydacyjny zwigzany z obecnoscig reaktywnych form tlenu (reactive oxygen species, ROS).
Dotychczas nie opracowano skutecznej terapii eliminujacej przyczyny rozwoju choroby
Parkinsona, a obecne metody skupiaja si¢ na leczeniu objawowym skutkdéw utraty neuronow
dopaminergicznych oraz tagodzeniu niekorzystnych efektow dlugotrwatego stosowania
prekursorow dopaminy. Nonapeptyd RPKHPIKHQ (NP-POL) =zostal wyizolowany
Z kompleksu polipeptydowego bogatego w proling — PRP, nazwanego p6zniej Colostryning,
odkrytego w 1981 roku w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we
Wroctawiu. W badaniach klinicznych wykazano skuteczno$¢ Colostryniny w leczeniu choroby
Alzheimera, a takze wlasciwosci ochronne peptydéw sktadowych Colostryniny na neurony
dopaminergiczne, co wskazuje na ich potencjalne zastosowanie w zapobieganiu i leczeniu
choroby Parkinsona. Najnowsze badania dowodza réwniez, ze podobne wlasciwosci
immunoregulatorowe, neuroochronne i prokognitywne Colostryniny posiada kompleks

polipeptydowy towarzyszacy immunoglobulinie Y z zottka jaja kurzego - yolkina.

Cel pracy: W niniejszej pracy przedstawiono wyniki badan, ktorych gldéwnym celem bylo
wyjasnienie molekularnych mechanizméw potencjalnego neuroprotekcyjnego dzialania
nonapeptydu NP-POL. Ponadto sprawdzono prokognitywne dziatanie kompleksu
polipeptydowego Y (yolkiny) z z6ltka jaja kurzego.

Materiaty i metody: Przeanalizowano wptyw NP-POL na ochron¢ wypustek nerwowych oraz

przezywalnos¢ komorek neuropodobnych linii PC12 w obecnosci toksycznych produktow
metabolizmu dopaminy oraz w odpowiedzi na stres oksydacyjny indukowany nadtlenkiem
wodoru. Oznaczono réwniez aktywno$¢ antyoksydacyjng NP-POL oraz jego wplyw
na ekspresje czynnika neurotroficznego BDNF. Zbadano prokognitywne dziatanie yolkiny
I preparatow z siary (Colostrynina, Coloco-PRP) w modelu zwierzecym, stosujac testy

behawioralne: otwartego pola, labiryntu wodnego i rozpoznawania obiektow.

Whyniki: NP-POL w warunkach stresu oksydacyjnego wykazywat dziatanie neuroochronne,
przejawiajace si¢ wzrostem przezywalnosci neuronéw, ochrong wypustek nerwowych, oraz

aktywacja wewnatrzkomérkowych mechanizmoéw systemu ochrony antyoksydacyjne;.



NP-POL byt takze zdolny do aktywacji kinaz ERK 1/2 aktywujacych czynniki transkrypcyjne
odpowiedzialne za ekspresje genow kontrolujacych procesy przezycia i neuroprotekcji.
W modelu zwierzecym yolkina wykazata silne wtasciwosci prokognitywne, poréwnywalne

Z substancjami pochodzgcymi z siary.

Whioski: Przedstawione wyniki badan wskazujg na potencjalne mozliwosci zastosowania
NP-POL w zapobieganiu i leczeniu chordb neurodegeneracyjnych, w szczegdlnosci choroby
Parkinsona. Potwierdzono prokognitywne dziatanie kompleksu polipeptydowego Y,
ktory ze wzgledu na swoje wilasciwo$ci neuroochronne, podobnie jak preparaty wyizolowane z
siary moze znalezé zastosowanie terapeutyczne w leczeniu chorob o podlozu

neurodegeneracyjnym.



ABSTRACT

Background: Parkinson's Disease (PD) is one of the neurodegenerative diseases, coursed
by chronic and progressive loss of dopamine containing neurons in the substantia nigra pars
compacta. The mechanisms involved in neurodegeneration are mainly generation of reactive
oxygen species (ROS), inhibition of mitochondrial complex | and alterations in protein forming
and protein degradation. As yet there is no therapy that treats the underlying cause of PD.
The current treatments do not prevent the continuing loss of dopamine neurons, and eventually
treatment-related side effects result in severe disability. RPKHPIKHQ nonapeptide (NP-POL)
is one of the peptides comprising the protein complex PRP/Colostrinin, isolated for the first
time by Janusz and colleagues in 1981. The research on the properties of Colostrinin shown
that this complex of proteins have the potential preventive properties in neurodegenerative
diseases, particularly Alzheimer’s Disease. According to a patent description of peptide
(RPKHPIKHQ), it was reported to have protective properties also on dopaminergic neurons.
Thus it can be assumed that it could have possible therapeutic significance on PD. Recent
studies also confirmed that polypeptide complex associated with a major avian immunoglobulin
class 1gY present in egg yolk, called yolkin, shows strong similarities to colostrum-derived
substances in terms of its regulatory and pro-cognitive properties.

Aim of the study: The purpose of the studies performed was to show the molecular

and enzymatic mechanisms lying at the root of neuroprotective effects of NP-POL.
Also, the studies were performed to assess the effect of the polypeptide Y complex, isolated

from chicken egg yolk, on behavioral and cognitive functions.

Materials and methods: The protective properties of NP-POL was studied in neuron-like PC12

cells in response to toxic dopamine metabolites and H2O,. Analyses included also
the antioxidant activity of NP-POL and its effects on the expression of brain-derived
neurotrophic factor (BDNF). In the study, the effect of yolkin, administered to rats of different
ages, who performed various tasks involving spatial and episodic memory, motor functions
and exploratory behavior, was assessed, including an open field test, a novel object recognition

test and a Morris water maze.

Results: The results showed neuroprotective activity of NP-POL in the oxidative stress
condition, including the regulation of cell survival, neurite protection, ROS release
and intracellular antioxidant mechanisms. Furthermore, NP-POL has an effect on the activation

of ERK1/2 kinases, involved in regulating the expression of genes related to cell survival



and neuroprotection. The presented study shows strong procognitive capabilities of a chicken
egg-yolk derived preparation known as yolkin. Some age-related cognitive deficits seemed
to be restored during the yolkin treatment, i.e., increased recognition of the novel object

in the testing area or higher effectiveness in localizing the target zone in the water maze.

Conclusions: The studies included in the dissertation indicate that NP-POL is potential
neuroprotective agent with  potential preventive and therapeutic  application
in neurodegenerative conditions, particularly in Parkinson’s Disease. The applied behavioral
animal model of age-related cognitive dysfunctions has revealed the efficacy of yolkin
in improving spatial and episodic memory, due to the neuroprotective and immunomodulatory
properties, in parallel with Colostrinin and Coloco-PRP. Therefore, it may be used to enhance
cognitive functions and inhibit the progression of dementia in the course of neurodegenerative

disorders.



