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0 przeprowadzenie postgpowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w dziedzi-
nie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie! nauki farmaceutyczne.

Okreslenie osiggnigcia naukowego bedacego podstawg ubiegania sie o nadanie stopnia doktora
habilitowanego

Analiza mechanizméw patofizjologicznych lezacych u podstaw progresji choroby Alzheimer’a ze
szczeglOlnym uwzglednieniem wplywu zaburzen metabolicznych.

Wnioskuj¢ — na podstawie art. 221 ust. 10 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie

wyzszym 1 nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 zm.) — aby komisja habilitacyjna podejmowata
uchwate w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego w glosowaniu tajaym/jawnym*>

Zostatem poinformowany, ze:

Administratorem w odniesieniu do danych osobowych pozyskanych w ramach postepowania w spra-
wie nadania stopnia doktora habilitowanego jest Przewodniczgcy Rady Doskonalosci Naukowej z sie-

azibq w Warszawie (pl. Defilad 1, XXIV pietro, 00-901 Warszawa).

Kontakt za posSrednictwem e-mail: kancelaria@rdn.gov.pl , tel. 22 656 60 98 lub w siedzibie organu.
Dane osobowe bedqg przetwarzane w oparciu o przestanke wskazang w art. 6 ust. 1 lit. ¢) Rozporzg-
dzenia UE 2016/679 z dnia z dnia 27 kwietnia 2016 r. w zwigzku z art. 220 - 221 orazart.

232 — 240 ustawy z dnia 20 lipca 2018 roku - Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, w celu
przeprowadzenie postgpowania o nadanie stopnia doktora habilitowanego oraz realizacji praw i
obowigzkow oraz srodkéw odwolawczych przewidzianych w tym postepowaniu.

Szczegotowa informacja na temat przetwarzania danych osobowych w postepowaniu dostepna jest
na stronie www.rdn.gov.pl/klauzula-informacyjna-rodo.html

iiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii

(podpis wnioskodawcy)

Zataczniki:

' Klasyfikacja dziedzin i dyscyplin wg. rozporzadzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego z dnia 20 wrzesnia
2018 r. w sprawie dziedzin nauki i dyscyplin naukowych oraz dyscyplin w zakresie sztuki (Dz. U. z 2018 r. pOZ.
1818).

* * Niepotrzebne skreslié.
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. Imie¢ i nazwisko.

Adriana Kubis-Kubiak

Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania.

2000 r. — dyplom ukonczenia studidw pierwszego stopnia i uzyskanie stopnia licencjata
biotechnologii na podstawie pracy dyplomowej pt.:” Zasotsowanie inhibitoréw proteinaz w
terapiach wybranych jednostek chorobowych” wykonanej w Laboratorium Biotechnologii
Biatek Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab.
Antoniego Polanowskiego

2002r - dyplom ukonczenia studiow drugiego stopnia i uzyskanie stopnia magistra biotech-
nologii na podstawie pracy dyplomowej pt"Izolacja biatek o niskiej masie czasteczkowej z
siary owczej" wykonanej w Laboratorium Biotechnologii Bialek Wydziatu Biotechnologii
Uniwersytetu Wroctawskiego pod kierunkiem prof. dr hab. Antoniego Polanowskiego
2008 r. - dyplom 1 stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biochemii uzyskany na
podstawie rozprawy doktorskiej pt.: ,,"Wtasciwosci regulatorowe kompleksu PRP - Kolo-
stryniny® i jej sktadnika nonapeptydowego. Modulacja réznicowania i funkcji linii komor-
kowych oraz fibrilogeneza peptydu AP4," wykonanej w Laboratorium Biotechnologii Bia-
tek Wydzialu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego; we wspotpracy w Laborato-
rium Immunochemii, Katedry Chemii Ogdlnej, Instytutu Immunologii i Terapii Do§wiad-

czalnej Polskiej Akademii Nauk.

Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

2002 - 2003 wolontariusz w Laboratorium Immunochemii, Katedry Chemii Ogoélnej, Insty-
tutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej Polskiej Akademii Nauk.

2003 - 2008 - doktorant dziennych studiéw doktoranckich w Laboratorium Biotechnologii
Biatek Wydziatu Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Praca doswiadczalna wy-
konywana w Laboratorium Immunochemii, Katedry Chemii Ogo6lnej, Instytutu Immunolo-
gii 1 Terapii Do§wiadczalnej Polskiej Akademii Nauk.

2008 - 2013 - stanowisko Post-Doc w Laboratorium Neuropatologii Oddziatu Neurologii
V, LR.C.C.S. Narodowy Instytut Neurologiczny "Carlo Besta", Mediolan, Wtochy.

2014 do chwili obecnej - stanowisko adiunkta w Katedrze 1 Zaktadzie Toksykologii Wy-

dziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu.



= 2016 do chwili obecnej Kierownik Pracowni Toksykologii Molekularnej w Katedrze i Za-

ktadzie Toksykologii Wydziatu Farmacji

4. Omowienie osiagnieé, o ktérych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca

2018 r.

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego

»Analiza mechanizméw patofizjologicznych lezacych u podstaw progresji choroby Alzhei-

mer’a ze szczegbolnym uwzglednieniem wplywu zaburzen metabolicznych”

4.2. Wykaz opublikowanych artykulow stanowiacych osiagniecie naukowe

Moim osiggni¢ciem naukowym, bedacym podstawa do ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora
habilitowanego jest cykl 6 powigzanych tematycznie artykutow naukowych (P1-P6), opubli-
kowanych w latach 2019-2023. Sumaryczny Impact Factor przedstawionego cyklu publikacji
wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi 31,009
co odpowiada 760 punktom Ministerstwa Edukacji i Nauki. W pigciu pracach przedtozonego

cyklu jestem pierwszym autorem zas w jednej drugim.

P1. Kubis-Kubiak A., Rorbach-Dolata A., Piwowar A. (2019) Crucial players in Alzheimer's
disease and diabetes mellitus: friends or foes? Mech. Ageing Dev. 181:7-21. DOI:
10.1016/3.mad.2019.03.008

IF: 4,304 Pkt. MEiIN: 100

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspotudziale w koncepcji pracy, opracowaniu
konspektu artykutu, przeprowadzeniu systematycznego przegladu pisSmiennictwa, analizie li-
teratury, napisaniu manuskryptu artykutu oraz jego korekcie edytorskiej, opracowaniu czesci

graficznej, ztozeniu manuskryptu do czasopisma i kontaktu z redakcja czasopisma.

P2. Kubis-Kubiak A., Dyba A., Piwowar A. (2020) The interplay between diabetes and Alz-
heimer's disease - in the hunt for biomarkers. Int. J. Mol. Sci. 21:;8:2744. DOI:
10.3390/1jms21082744

IF: 5,923 Pkt MEiN: 140

Moj indywidualny wktad w powstanie tej publikacji przegladowej polegal na: propozycji te-
matyki publikacji, przegladzie najnowszego pisSmiennictwa, analizi¢ danych z pismiennictwa,

przygotowaniu manuskryptu pracy oraz opracowaniu pisSmiennictwa, ostatecznej edycji oraz



akceptacji koncowej wersji manuskryptu. Jako autor korespondencyjny na ztozeniu manu-
skryptu do czasopisma i kontaktu z redakcja czasopisma oraz z zespotem badawczym przy
edycji manuskryptu oraz sformutowaniu odpowiedzi dla recenzentéw.

Publikacja zostala przygotowana w ramach projektu finansowanego ze §rodkéw przyznanych
przez Ministerstwo Sprawiedliwo$ci Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w programie "Regionalna

Inicjatywa Doskonatosci" na lata 2019-2022, projekt numer 016/R1D/2018/2019

P3. Wiatrak, B., Kubis-Kubiak, A., Piwowar, A., Barg, E. (2020). PC12 Cell Line: Cell Types,
Coating of Culture Vessels, Differentiation and Other Culture Conditions. Cells, 9(4), 958.
DOI: 10.3390/cells9040958

IF:6.600 Pkt. MEIN: 140

Mo¢j indywidualny wktad w powstanie tej orignalnej pracy polegal na: wspétudziale w zdefi-
niowaniu problemu badawczego, ustaleniu metod, technik i narzedzi badawczych, administro-
waniu projektem badawczym a takze zarzadzaniu danymi, prowadzeniu hodowli linii komor-
kowej PC12, réznicowaniu linii komoérkowej PC12 za pomoca réznych rodzajow i stezen neu-
ronalnego czynnika wzrostu, wykonaniu barwien immunocytochemicznych Doublecortyng i
Anti-NeuN, napisaniu wstgpu oraz dyskusji z przeprowadzonych eksperymentdéw, edycji ma-

nuskryptu i sformutowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

P4. Kubis-Kubiak A, Wiatrak B, Piwowar A. (2021) The Impact of High Glucose or Insulin
Exposure on S100B Protein Levels, Oxidative and Nitrosative Stress and DNA Damage in
Neuron-Like Cells. Int J Mol Sci. 2021; 22(11):5526. DOI: 10.3390/ijms22115526

IF:6.208 Pkt. MEiN: 140

Moj indywidualny wktad w powstanie tej orignalnej pracy polegat na: zdefiniowaniu problemu
badawczego, ustaleniu metod, technik i narzedzi badawczych, administrowaniu projektem ba-
dawczym a takze zarzadzaniu danymi, wykonaniu do§wiadczen na liniach komérkowych: roz-
nicowaniu linii komoérkowej PC12 za pomocg neuronalnego czynnika wzrostu (NGF), ozna-
czaniu poziomu markerdw stresu oksydacyjnego, oznaczaniu oraz analiza poziomu zewnatrz i
wewnatrz komorkowego biatka S100B, oznaczaniu oraz analizie uszkodzenia dwuniciowego
DNA testem FHA, napisaniu wstgpu, metodyki, wynikow oraz dyskusji z przeprowadzonych
eksperymentdéw. Jako autor korespondencyjny na ztozeniu manuskryptu do czasopisma i kon-

taktu z redakcjg czasopisma oraz z zespotem badawczym przy edycji manuskryptu.



PS. Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. (2022) Hyper-glycaemia or insulinemia mod-
ulates S100B, S100A8, amyloid B 1-40 and 1-42 secretion and induce morphological changes
in dopaminergic neurons. Biomed. Pharmacother. 156:113869. DOI: 10.1016/j.bio-
pha.2022.113869

IF: 7.419 Pkt MEiN: 100

Moj indywidualny wktad w powstanie tej orignalnej pracy polegat na: zdefiniowaniu problemu
badawczego, ustaleniu metod, technik 1 narzedzi badawczych, administrowaniu projektem ba-
dawczym a takze zarzadzaniu danymi, prowadzeniu hodowli komorkowej, roznicowaniu linii
SH-SYSY oraz ustaleniu warunkoéw hyperglycemii i insulinemii, oznaczaniu poziomu marke-
row stresu oksydacyjnego, oznaczaniu poziomu biatek: S100B, S100AS8, AB4o oraz AP42, wy-
konaniu barwien DAPI oraz immunocytochemicznych: S100B, MAP2, Doublecortyng i
NeuN, napisaniu wstepu, metodyki i wynikow z przeprowadzonych eksperymentow oraz dys-
kusji. Jako autor korespondencyjny na zlozeniu manuskryptu do czasopisma i kontaktu z re-

dakcja czasopisma oraz z zespotem badawczym przy edycji manuskryptu.

P6. Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. (2023) Comparison of physiological state and
conditions imitating the comorbidity of type 2 diabetes with Alzheimer's disease. The impact
on: proliferation, H2O2, AB42, ST00A8, S100B levels, neuronal protrusion and neurogenesis.
Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research 2023;80(4) DOI (not registered):
10.32383/appdr/171296 (przyjeta do druku) IF: 0.555 Pkt MEIN: 140

Mo¢j indywidualny wktad w powstanie tej orignalnej pracy polegal na: zdefiniowaniu problemu
badawczego, ustaleniu metod, technik i narzedzi badawczych, administrowaniu projektem ba-
dawczym a takze zarzgdzaniu danymi, prowadzeniu hodowli komoérkowej, roznicowaniu linii
SH-SYS5Y oraz oznaczaniu poziomu H>O>, S100B, SIO0AS8 oraz AP4,, wykonaniu barwien
immunocytochemicznych, napisaniu wstepu, metodyki i wynikow z przeprowadzonych eks-
perymentow oraz dyskusji. Jako autor korespondencyjny na zlozeniu manuskryptu do czaso-

pisma i kontaktu z redakcja czasopisma oraz z zespotem badawczym przy edycji manuskryptu.

Mo¢j udziat procentowy w powstanie kazdego z artykutéw stanowigcych osiggnig¢cie naukowe
szacuj¢ na przynajmniej 80%.
Do wniosku o wszczecie postepowania habilitacyjnego dotagczono o§wiadczenia wspotautorow

publikacji okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w ich powstanie.



4.3 Wprowadzenie w tematyke badawcza cyklu publikacji wchodzacych w sklad

osiggnie¢cia naukowego

Choroba Alzheimer’a (AD), ktéra stanowi ogromne wyzwanie dla opieki zdrowotne;j
jak 1 ze wzgledu na koszty finansowania leczenia czy opieki dtugoterminowej. Obraz kliniczny
AD, w swojej najczestszej postaci, to gtownie: epizodyczne zaburzenia pamigci, deficyty po-
znawcze, pojawiajace si¢ ograniczenia w zachowaniach spotecznych; a w zaawansowanych
stadiach: problemy z samodzielnym funkcjonowaniem w zyciu codziennym. Najczesciej ob-
serwowanym podtypem choroby jest pdzno rozwijajaca si¢ posta¢ z wieloczynnikowg etiopa-
togeneza, za$ okoto 1-5% przypadkow AD to szybko postepujaca forma zwigzana z autoso-
malnymi dominujgcymi mutacjami genu missense w presenilinie 1, presenilinie 2 lub biatka
prekursorowego amyloidu (APP). Wczesne objawy AD sg spowodowane dysfunkcja synap-
tyczng, ktora zaktoca tacznos¢ miedzy obwodami nerwowymi, inicjujac w ten sposob poste-
pujaca utrate pamieci. Stopniowej degeneracji i §mierci neurondw towarzyszy nagromadzenie
patologicznych biatek w mozgu. Wewnatrz komoérek obserwuje si¢ splatki neurofibrylarne z
nieprawidlowo hiper-ufosforylowanym aksonalnym biatkiem zwigzanym z mikrotubulami -
biatkiem tau. Akumulacja splatkow neurofibrilarnych w neuronach, uposledza transport akso-
nalny, zaktoca plastyczno$¢ synaptyczng i prowadzi do apoptozy neuronow. Obserwuje si¢
rowniez powstawanie ztogow nierozpuszczalnego AP prowadzacego do powstawania blaszek
starczych.[1-3] Blaszki starcze znajdujace si¢ w mdzgach pacjentdw z AD sktadajg si¢ gtownie
z nierozpuszczalnych, gesto upakowanych, toksycznych form AP, ktore powstajac w procesie
nieprawidlowego cigcia APP. Naukowcy sugeruja, ze APP wptywa na procesy takie jak proli-
feracja i r6znicowanie komorek, wzrost neurytow i synaptogeneze.[4-5] Dominujacym sktad-
nikiem biatkowym blaszek starczych jest 4kDa peptyd AP powstajacy podczas sekwencyjnego
rozszczepiania APP, ktory moze tworzy¢ rozpuszczalne oligomery sktadajace si¢ z amyloidu
B 1-40 (APa4o); lub przechodzi zmiany konformacyjne prowadzace do powstawania toksycz-
nych nierozpuszczalnych form (mi¢dzy innymi amyloidu 1-42; AB42), z ktdrych tworza si¢
wldkna a nastepnie blaszki starcze. Najstarsza hipoteza dotyczacg przyczyny rozwoju AD jest
hipoteza cholinergiczna. Opiera si¢ ona na obserwacji niedoboru neuroprzekaznika jakim jest
acetylocholina i zwigzanymi z tym zaburzeniami sygnalizacji w ukladzie cholinergicznym. Po-
nadto u 0sob cierpiagcych na AD zaobserwowano zmniejszenie aktywnos$ci acetylotransferazy
choliny - enzymu odpowiedzialnego za: synteze acetycholiny, wzrost butyrylocholinoesterazy

1 spadek stezenia acetylocholinoesterazy. Glowna funkcjg acetylocholinoesterazy jest regulacja



przewodzenia impulséw nerwowych poprzez szybka hydrolize acetylocholiny. Dlatego pod-
stawowg forma terapii AD jest stosowanie lekéw polepszajacych jakos$¢ przewodnictwa w
uktadzie cholinergicznym. Sa to leki stymulujace receptory muskarynowe i nikotynowe sty-
mulujace leki czy inhibitory acetylocholinoesterazy. Butyrylocholinoesterazy rowniez uczest-
nicza w kontroli neurotransmisji, a jej znaczace ilo$ci znajduja si¢ w ptytkach starczych, splat-
kach neurofibrylarnych, a takze w dystroficznych komoérkach nerwowych w mozgu chorych
na AD, co sugeruje, ze lepsze efekty leczenia moga przynies¢ strategie oparte na hamowaniu
samej butyrylocholinoesterazy lub synergistycznie z acetylocholinoesteraza.[6-7]
Zwigkszajacy si¢ odsetek ludzi w podesztym wieku z zdiagnozowang cukrzyca typu 2
(T2DM) cierpigcych jednoczes$nie na choroby o podiozu neurodegeneracyjnym stymuluje do
poszukiwania zwigzkow miedzy tymi dwoma odrebnymi jednostkami chorobowymi. Schorze-
nia te maja pewne wspolne cechy, poniewaz obie maja dtugie fazy prodromalne i sg przewle-
ktymi, ztozonymi jednostkami chorobowymi. Podczas gdy dla AD nie istnieje jeszcze sku-
teczna terapia prowadzgca do petnego wyzdrowienia, w leczeniu T2DM dostepnych jest wiele
srodkow farmakologicznych. Co wigcej, AD jest zaburzeniem gidwnie pojedynczego narzadu
- mézgu, z drugiej strony T2DM charakteryzuje si¢ wielonarzgdowym uszkodzeniem. Chociaz
na pierwszy rzut oka te dwa schorzenia wydaja si¢ nie mie¢ ze sobg wiele wspdlnego to jednak
uposledzona sygnalizacja insulinowa, przewlekta hiperglikemia, glukotoksycznos¢, zaburze-
nia mechanizmu sygnalizacji kinazy syntazy glikogenu 3, nagromadzenie zaawansowanych
produktéw koncowych glikacji (AGE) czy dysfunkcja mitochondriow mogg odgrywac istotng
role w patogenezie zarowno AD, jak i w powiktaniach cukrzycowych.[8] Wiele publikacji na-
ukowych wskazuje iz uposledzona sygnalizacja insuliny moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju AD,
prowadzac do wniosku, ze jest to w rzeczywistosci choroba neuroendokrynna.[9-10] Co wig-
cej, AD mozna uzna¢ za "zaburzenie mézgu" zwigzane z sygnalizacjg insuliny, ktoérej towa-
rzyszy stan niedoboru insuliny w mézgu i/lub przewlekta insulinoopornosé, przy jednocze-
snym braku mechanizmu autoimmunologicznego zniszczenia komoérek beta wysp trzustko-
wych.. Poniewaz funkcje poznawcze 1 pami¢¢, metabolizm 1 wychwyt glukozy w mézgu sa
regulowane przez insuling, nieprawidlowe dziatanie jej sygnalizacji prowadzi do braku réw-
nowagi energetycznej objawiajacej si¢ wytwarzaniem reaktywnych form tlenu, uszkodzeniem
DNA czy dysfunkcja mitochondriow. W konsekwencji aktywowane sg kaskady proapopto-
tyczne i prozapalne oraz patologiczne rozszczepienie APP prowadzace do powstania toksycz-
nych form AB.[11-12] Oprécz wptywu zaburzen metabolizmu glukozy, niektérzy naukowcy

sugeruja, iz uposledzenie funkcji poznawczych mozna zaobserwowac po knock-out’cie insu-



liny w modelu in vivo cukrzycy wywolanej przez domoézgowe (ic.) wstrzyknigcie streptozoto-
cyny.[13] Co ciekawe, szczury te nie wykazywaly zmian w morfologii czy metabolizmie za-
chodzacym w komorkach B trzustki ani nie zaobserwowano hiperglikemii, ale stwierdzono
apoptoze, glejoze 1 podwyzszong immunoreaktywno$¢ miedzy innymi biatka fosfo-tau i AP.

Badania te potwierdzajg hipoteze o waznej roli glukozy i insuliny w rozwoju AD.

4.4. Omowienie celu naukowego oraz wynikow prac stanowiacych podstawe wszczecia

postepowania habilitacyjnego

Cel glowny

Gléwnym celem podjetych przeze mnie badan, opisanych w pracach sktadajacych si¢ na osig-
gnie¢cie habilitacyjne, byto analiza mechanizmow patofizjologicznych lezacych u podstaw pro-
gresji AD ze szczegdlnym uwzglednieniem wptywu zmian metabolicznych obserwowanych w
T2DM. Wspolne cechy molekularne i komoérkowe wspierajg hipoteze AD jako specyficznej
formy cukrzycy mézgu o nazwie "cukrzyca typu 3" zaproponowanej przez grup¢ de la Monte
w 2005 roku.[15] Sposrod wspdlnych cech AD 1 T2DM, ta, ktora najprawdopodobniej bedzie
czynnikiem etiologicznym w AD, jest zmniejszona reakcja komérkowa na insuling. Stan insu-
linoopornosci mézgu wydaje si¢ by¢ wczesng i powszechng cechg u ludzi z AD.[16] Istnieje
zwigzek miedzy cukrzyca a demencja, ale dane dotyczace konkretnych mechanizmoéow jego

realizacji sg niewystarczajace, a czasem sprzeczne.[2,17,18]

Dla tych badan sformutowalam szczegoétowe cele badawcze:

Cele szczegoltowy — analiza oraz charakterystyka biochemicznych procesow leZgcych u pod-
staw wspélistnienia AD 7 T2DM.

[P1] Kubis-Kubiak A., Rorbach-Dolata A., Piwowar A. (2019) Crucial players in Alzheimer's
disease and diabetes mellitus: friends or foes? Mech. Ageing Dev. 181:7-21

Celem tego artykulu byto przedstawienie kompleksowego przegladu dowodoéw tacza-
cych T2DM z poczatkiem i rozwojem AD oraz zwrocenie uwagi na nieznane lub stabo zbadane
szlaki lezace u podstaw tej koegzystencji. Starzejace si¢ populacje narazone na choroby neu-
rodegeneracyjne i jednoczesnie zaburzenia metaboliczne, takie jak otylo$¢ czy T2DM; stawiaja
ogromne wyzwania zardwno ekonomiczne jak 1 przed stuzbg zdrowia. Oprécz wskazania moz-
liwych biomarkerow wczesnego rozpoznania T2DM i AD, niniejsza publikacja przegladowa
byta réwniez proba odpowiedzi na pytanie - czy kluczowe czynniki rozwoju obu schorzen

przemawiajg za zwigzkiem miedzy cukrzycg a AD? W publikacji tej podsumowatam dowody



wskazujgce na mozliwe powigzania mi¢dzy tymi dwoma schorzeniami oraz zwrocitam uwage
na wcigz mato poznane naktadanie si¢ czynnikow 1 szlakow odpowiedzialnych za zaburzenia
neurodegeneracyjne, ktore mogg jednoczesnie odgrywac kluczowa role w przewlektej hiper-
glikemii. W pracy tej zaanalizowatam wptyw cukrzycy na proces powstawania Af, biatka tau
oraz ich patologicznych modyfikacji. Skupitam si¢ gléwnie na roli insuliny 1 jej receptoroéw,
znaczeniu podwyzszonego stezeniu glukozy i AGE w osoczu oraz ich wplywie na metabolizm
AP 1 biatka tau. Na poczatku opisatam wspotwystepowanie przewlektej hiperglikemii wraz ze
zmianami neuropatologicznymi. W warunkach fizjologicznych trzustka aktywuje produkcje
insuliny bezposrednio po positku, co indukuje wychwyt glukozy z krwi i promuje glikogeneze
poprzez nasilenie glukoneogenezy i hamowanie syntezy glukozy. Nieprawidtowe funkcjono-
wanie komorek B trzustki wynika z tworzenia i agregacji amylin lub polipeptydu amyloidu
ludzkich wysp trzustkowych (hIAPP).[19,20] Proces ten jest dodatkowo przyspieszany przez
glukotoksyczne uszkodzenia komoérek B trzustki, ktore sg silnie podatne na niekorzystne za-
miany wywotane silng hiperglikemia, a zwlaszcza ze wzgledu na niskg aktywnos¢ uktadow
antyoksydacyjnych. Co ciekawe, struktura molekularna i morfologia wtokienek hIAPP przy-
pomina fibryle AR w AD. W ciggu ostatniej dekady wiele badan potwierdzito koncepcje, ze
AD reprezentuje chorob¢ metaboliczng z subklinicznymi objawami w mézgu, takimi jak defi-
cyty w wykorzystaniu glukozy prowadzace do uposledzenia funkcji poznawczych.[21-23] W
badaniu Hisayama zasugerowano, ze cechy histopatologiczne AD sg zwigzane z cukrzyca lub
insulinooporno$cig. Analiza kowariancji i regresji logistycznej wykazata zwigzek hiperglike-
mii 1 hiperinsulinemii ze zwigkszonym ryzykiem wystapienia blaszek starczych. Biorac pod
uwagg tto genetyczne, wariant epsilon 4 genu apolipoproteiny E zwigkszat ryzyko tworzenia
si¢ blaszek starczych.[24] Stwierdzono tez znacznie zmniejszona liczbe blaszek starczych 1
splatkow neurofibrylarnych w korze mozgowej i hipokampie u chorych na cukrzyce.[25,26]
Natomiast agregacja AP byla wigksza u nieleczonych pacjentéw chorych na T2DM oraz AD,
podczas gdy liczba mikronaczyniowych zawatow byta wyzsza u pacjentdow z otepieniem, kto-
rym podawano lek na cukrzyce.[27-28] W przeprowadzonych badaniach na zwierzecych mo-
delach stanu przedcukrzycowego (szczury BBZDR/Wor) zaobserwowano, iz fosforylacja
biatka tau i akumulacja AP wydaja si¢ by¢ skorelowane z insulinoopornoscia i hipercholeste-
rolemig.[29-30] Ponadto cukrzyca stymuluje rozwdj AD poprzez wzmacnianie stanu zapal-
nego naczyn krwiono$nych prowadzace do powaznych deficytow pamieci 1 uposledzenia funk-

cji poznawczych.[30-31]
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Nastepnie scharakteryzowatam wptyw insuliny na metabolizm AP i biatka tau. Istnieje kilka
hipotez na temat mozliwej roli zaburzen poziomu insuliny w rozwoju procesOw neuropatolo-
gicznych. Hiperinsulinemia obwodowa moze wywotywac sygnal, ktory hamuje syntezg insu-
liny w tkance mozgowej. Sugeruje si¢ rowniez, ze niskie st¢zenia insuliny w mézgu moga
zmniejszy¢ uwalnianie AP, a tym samym przyspieszy¢ jego akumulacj¢. Inna hipoteza zakltada,
ze konkurencja mi¢dzy AP a insuling o enzym rozktadajacy insuling powoduje aggregacje AP
ze wzgledu na jego wyzsze wydzielanie 1 spowolniony proces usuwania z tkanki nerwowe;j.
Inna teoria taczy wysoki poziom insuliny z aktywacja nadwrazliwo$ci neuroné6w na toksyczne
formy AP i ufosforylowanego biatka tau.[8] O ile st¢zenia glukozy i insuliny w tkankach ob-
wodowych 1 mozgowych sa kluczowe dla zrozumienia zalezno$ci miedzy cukrzycg a AD, o
tyle powstaje pytanie o sposoby transportu glukozy przez barier¢ krew-modzg i jego zaleznosci
od metabolizmu insuliny. Wstepne badania potwierdzity koncepcje, Ze transportery glukozy -
GLUTI1 i GLUTS3, a takze wychwyt glukozy w mo6zgu nie sa zalezne od insuliny.[32] Opisane
przeze mnie badania wspierajg teze, iz sama insulinoopornos$¢ nie jest wystarczajaca do roz-
woju zauwazalnych zmian neurodegeneracyjnych, ale utatwiajg 1 przyspieszaja proces hiper-
fosforylacji bialka tau jak i neurofilamentow, a co za tym idzie, powstawaniw splatkéw neuro-
fibrylarnych.[33-34] Potencjalng korelacj¢ pomiedzy metabolizmem glukozy a szlakami od-
powiedzialnymi za powstawanie AP czy biatka tau opisalam w kolejnym rozdziale publikacji.
Wplyw toksycznego dziatania hiperglikemii na cechy patologiczne AD moze by¢ r6zny u po-
szczegOlnych pacjentdéw w zaleznos$ci od czasu trwania i nasilenia hiperglikemii. W prospek-
tywnym badaniu kohortowym grupa Larsona wykazata, ze wyzsze poziomy glukozy moga od-
grywac rol¢ przyczynowa w zwigkszonym ryzyku rozwoju demenc;ji i sktonnos$ci do progresji
z tagodnego uposledzenia poznawczego do AD.[3,35] Zwykle w mozgu zwigkszenie wy-
chwytu glukozy jest procesem saturacyjnym, po ktorym nastepuje podwyzszenie aktywnosci
receptorow dla insuliny. Gdy aktywnos$¢ receptora jest hamowana, moze to spowodowac trwata
hiperglikemi¢. Z drugiej strony, jesli homeostaza migdzy poziomem glukozy wchodzacej do
mozgu a stgzeniem insuliny zostanie zaburzona, moze to prowadzi¢ do nagromadzenia AGE.
Jednorazowa aplikacja insuliny poprawia zdolnos$ci poznawcze, podczas gdy dtugotrwate po-
dawanie moze pogarsza¢ te umiejetnosci, aktywowac insulinoopornos¢, procesy zapalne i hi-
perglikemi¢. Ponadto moze zmniejsza¢ wrazliwo$¢ bariery krew-moézg na insuling, a tym sa-
mym wptywac¢ na metabolizm glukozy w mézgu.[36] Role stezenia glukozy w tkance mozgo-
wej 1 oceng przeptywu glikolitycznego na nasilenie progresji AD jak 1 ekspresje objawdw ba-

data grupa Thambisetty.[37] Wykazali oni, Ze niski poziom neuronalnego transportea glukozy
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GLUT3 odzwierciedla wigksze nasilenie zar6wno powstawniaa ptytek starczych, jak i patolo-
gii splatkéw neurofibrylarnych. Ponadto wzrost poziomu glukozy w osoczu na czczo wigze si¢
z wyzszym poziomem glukozy w mozgu.[24] W kolejnym rozdziale podsumowatam dostepna
wiedze z zakresu prawdopodobnego wptywu AGE na metabolizm A oraz biatka tau. Ponizej
na rysunku nr. 1 prezentuje potencjalny mechanizm wzajemnych powigzan miedzy A a AGE

1ich receptorami (RAGE).
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AGEs- produkty koncowe zaawansowanej glikacji; AGE-2 - produkt koncowy zaawansowanej glikacji
2; RAGE- receptor koncowych produktow zaawansowanej glikacji; GLAP- pirydyna pochodzaca z al-
dehydu glicerynowego; BACE-1 — beta-sekretaza 1; APP — biatko prekursorowe amyloidu; M-CSF —
czynnik stymulujacy tworzenie kolonii makrofagow; AP — amyloid B, ERK1 — kinaza 1 regulowana
sygnatem zewnatrzkomérkowym; pERK 1 — fosforylowana kinaza zewngtrzkomorkowa regulowana sy-
gnatem 1; ERK2 - kinaza 2 regulowana sygnatem zewnatrzkomoérkowym; pERK?2 — fosforylowana ki-
naza zewnatrzkomorkowa regulowana sygnatem 2; pSAPK/JNK- fosforylowana kinaza biatkowa akty-
wowana stresem/c-Jun NH(2)-koncowa kinaza; Bax - biatko X zwigzane z chtoniakiem z komodrek B 2;
p38 MAPK — kinazy biatkowe aktywowane mitogenem.

Nadal brakuje bezposrednich dowodoéw in vivo wskazujacych na wptyw AGE na fosforylacje
biatka tau. Po$miertne badania immunohistochemiczne wykazaty znaczacy wzrost zardwno
komorek dodatnich dla RAGE, jak i wielkosci zagregowanych komorek tau-dodatnich w hilu-
sie, komorkach piramidalnych i ziarnistej warstwie hipokampa pacjentow z cukrzyca i AD w
poréwnaniu z pacjentami z AD.[38] Li et al. [39] wykazali, ze traktowanie komorek SK-N-
SH, neuronéw pierwotnych i szczurdw z egzogennym BSA zawierajagcym zmodyfikowane
AGE doprowadzity do hiperfosforylacji biatka tau poprzez szlak kinazy syntazy glikogenu 33
za posrednictwem RAGE. Celowanie w ten szlak moze by¢ obiecujacy strategiag terapeutyczng
zapobiegajaca hiperfosforylacji biatka tau w odpowiedzi na zwigkszone poziomy AGE. W
ostatnim rozdziale podatam kilka przyktadow kierunkow badan dla naukowcow, ktére moga
w przyszlosci pomoc w wyjasnieniu procesow lezacych u podstaw wspotzaleznosci cukrzycy
z chorobami neuropatologicznymi. Nalezg do nich:
1. Zbadanie wplywu procesu glikacji bialek za pomocg dehydrogenazy aldehydo-3-fosfora-
nowej na zmiany neuropatologiczne charakterystyczne dla chordb neurodegeneracyjnych
2. Rola insuliny/glukozy w zmianach morfologicznych astrogleju i neurondw, takich jak np.:
gestos¢ wypustek neuronalnych, rozwo6j nowych synaps, ich liczba 1 wielkos¢, ksztatt
drzewa dendrytycznego etc. w modelach in vivo lub in vitro AD.
3. Zbadanie zalezno$ci pomiedzy nieprawidtowa homeostaza glukozy w modzgu a obwodo-
wym poziomem glukozy w AD.
4. Poznanie mechanizméw taczacych uszkodzenia komorek wywotane cukrzycg z procesami
cigcia biatka tau. Pozostaje do ustalenia, czy cukrzyca moze rowniez zwigkszy¢ stopien
innych potranslacyjnych modyfikacji tau, takich jak ubikwitynacja, nitracja, poliaminacja

i sumoilacja.

Cele szczegolowy — Analiza i charakterystyka potencjalnych nowych biomarkerow rozwoju

AD u pacjentow w wspélistniejgcq cukrycq typu 2.
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[P2] Kubis-Kubiak A., Dyba A., Piwowar A. (2020) The interplay between diabetes and Azl-

heimer;s disease — in the hunt for biomarkers. Int. Mol. Sci. 21;8:2744

W kolejnej publikacji przegladowej staratam si¢ skupi¢ na charakterystyce potencjal-
nych markeréw wspotistnienia T2MD z AD ze szczegdlnym naciskiem na biatka z rodziny
S100. Liczne badania wskazuja, Ze nie tylko hiperglikemia, ale takze stezenie glukozy we krwi
bliskie dolnej granicy normy na czczo (72 - 99 mg/dl) zwigksza czgstos¢ wystgpowania AD,
niezaleznie od tego, czy T2DM rozwinie si¢ w przysztosci czy nie. Ze wzglgedu na wczesniejszy
rozw0j AD u chorych na T2DM poszukuje si¢ nowych biomarkerow zmian etiopatogenetycz-
nych zwigzanych z wezesnymi procesami neurodegeneracyjnymi bedacymi konsekwencja za-
burzen weglowodanowych. AD mozna zdiagnozowa¢ z catkowita pewnoscig dopiero post-
mortem, gdy badanie mikroskopowe preparatow histopatologicznych mézgu ujawnia obecnos¢
charakterystycznych blaszek starczych i splatkoéw neurofibrylarnych. Naukowcy badaja szereg
markeréw chorobowych i testow diagnostycznych, takich jak geny, biatka zwigzane z chorobg
1 procedury obrazowania, ktore moga doktadnie 1 wiarygodnie zdiagnozowac charaktery-
styczne dla tej choroby procesy neuropatologiczne. Opisana w tej pracy rodzina biatek S100
moze w przysztosci przyczyni¢ si¢ do lepszej diagnostyki wczesnych zmian neurodegenera-
cyjnych, zwlaszcza u oséb z T2DM.

Wspotwystepowanie AD z T2DM jest przedmiotem ciggltego zainteresowania naukow-
cow, zwlaszcza w konteks$cie potencjalnych biomarkerow, biorgc pod uwage, ze choroby te
maja wspdlne mechanizmy w patofizjologii. Zmiany stezenia biomarkerow w ptynach ustro-
jowych, zwlaszcza w pltynie mézgowo-rdzeniowym (CSF), mozna zaobserwowac znacznie
wczesniej, przed wystagpieniem objawdw choroby. Poziomy biatka A4, stg¢zenie biatka cat-
kowitego tau 1 fosforylowanego tau wykazaty wysokg doktadno$¢ diagnostyczng, ale nadal nie
byly wiarygodne w prodromalnej fazie rozwoju AD.[40,45] W tylnej korze przedklinkowe;j
obreczy, tylno-bocznej 1 przysrodkowej korze skroniowo-ciemieniowej oraz w bocznej korze
czotowej zidentyfikowano metoda PET z glukoza 18F; regiony hipometaboliczne, ktorych wy-
stepowanie moze by¢ stosowane jako biomarker we wczesnej diagnostyce AD.[41] Regiony te
maja kluczowe znaczenie dla mowy i pamieci roboczej; dlatego ich dysfunkcja metaboliczna
moze by¢ wykorzystana jako marker prognostyczny podatnosci na AD, a takze wskaznik pro-
gresji choroby. W badaniu przeprowadzonym na matpim modelu cukrzycy typu 2 (Chloroce-
bus aethiops sabaeus), Kavanagh i wsp. [42] wykazali, ze w CSF poziomy glukozy i mleczanu
byly silnie skorelowane ze stgzeniami APso 1 APs2. Dodatkowo wykazano obnizony poziom

aminokwasow i acylokarnityny w CSF. Te produkty uboczne mitochondrialnego katabolizmu
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kwasow tluszczowych, aminokwasoéw czy glukozy, odgrywaja wazng rol¢ w zachowniu ho-
meostazy energetycznej mozgu. Dane te sugeruja, ze obwodowe zaburzenia metaboliczne maja
konsekwencje objawiajace si¢ zaburzeniami wtasnie w metabolizmie energetycznym mozgu.
W badaniu przeprowadzonym przez Gupte i wsp. [43] wykazano, ze wyzsze wartosci hemo-
globiny glikowanej (HbA 1C) sa dobrym wskaznikiem zwigzku demencji i dysfunkcji poznaw-
czych z niekontrolowang T2DM. Stwierdzono réwniez, ze poziomy A4z 1 preseniliny 1 byty
znacznie wyzsze u nastolatkow z nadwaga i otyto$cig w poréwnaniu z osobami o normalne;j
masie ciata.[44]

Do rodziny biatek S100 nalezy okoto 25 nisko-czasteczkowych (10-12 kDa) biatek na-
lezy do rodziny S100. Charakteryzuja si¢ one specyficznym dla komorek i tkanek wystepowa-
niem oraz podobng strukturg pierwotng. Maja dwie domeny: helisa-petla-helisa oraz domeng
strukturalng petla-helisa, z ktoérag wigzg si¢ jony wapnia, cynku lub miedzi o réZznym powino-
wactwie. Biatka rodziny S100 sa wielofunkcyjne, uczestniczac m.in. w regulacji fosforylacji
biatek, wzrostu komorek, ruchliwosci 1 r6znicowania, cyklu komérkowym czy procesach tran-
skrypcji. [46] Szczegdlnie zainteresowatam si¢ biatkiem S100B, poniewaz moze ono by¢ po-
tencjalnym biomarkerem wczesnej fazy wspotistnienia T2DM z AD. Odgrywa ono role¢ za-
réwno w zaburzeniach gospodarki weglowodanowej, jak i procesach neurodegeneracyjnych.
Ciekawe zatem wydalo mi si¢ wyjasnienie zwigzku miedzy stezeniem biatka S100B a pozio-
mem glukozy i insuliny zar6wno obwodo jak i w mozgu. Wiele badan klinicznych sugeruje
wazna role biallka S100B w patogenezie chorob neurozwyrodnieniowych, gdyz jego podwyz-
szone stgzenie jest obserwowane w CSF lub mézgu pacjentow.[47-49]. Efekty zwigkszonego
stezenia biatka S100B towarzysza i przyczyniaja si¢ do procesow neurodegeneracji. Oprocz
wplywu S100B na nadprodukcj¢ reaktywnych form tlenu za posrednictwem ich receptorow,
biatko to, w stgzeniach >500 nM, zwigksza neurotoksycznos$¢ Apas3s w komorkach LAN-5.
Co ciekawe, przy nizszych stgezeniach biatko S100B wykazywato dziatanie ochronne prze-
ciwko neurotoksycznosci Afs-35.[50] Ponadto ostatnie badania sugeruja, ze podwyzszony po-
ziom S100B ma szkodliwy wplyw na oligodendrogenez¢ 1 mielinizacj¢ poprzez procesy za-
lezne od RAGE. W organotypowych kulturach plastrow tkanki mézgowej wysoki poziom
biatka S100B upos$ledzat integralno$¢ neuronalng i synaptyczna, jednocze$nie indukujac astro-
glejoze.[51] Podwyzszone stezenia biatka S100B w surowicy lub CSF sa postrzegane jako
marker uszkodzenia i aktywacji gleju.[52] Moze wigc, by¢ to potencjalnie wykorzystane jako
parametr do oceny progresji uszkodzenia osrodkowego uktadu nerwowego. Jednak badania
stezenia biatka S100B w CSF i surowicy w grupie pacjentdw z AD sa cz¢§ciowo sprzeczne.[53]

Stwierdzono, ze pacjenci z AD wykazuja nizsze st¢zenia biallka SI00B w surowicy niz zdrowe
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osoby w podesztym wieku [54]. Niektore badania wskazuja na korelacj¢ migdzy poziomami
biatka S100B w CSF a stanem poznawczym lub atrofig mézgu chorych na AD, podczas gdy
inne nie wykazaty takich zaleznosci.[49, 55, 56] Badania kohortowe ujawnity, ze podwyzszona
produkcja biatka S100B jest pozytywnie skorelowana ze zdolno$ciami poznawczymi, szcze-
gblnie w przypadku szybkos$ci percepcji oraz zdolnosci werbalnych u zdrowych 0sob starszych
[57]. Ponizej na rysunku nr. 2 prezentuje potencjalne mechnizmy biorgce udziat w proceach

neuropatogenezy a wysokimi stezeniami biatka S100B.

TROS
accumulation

4 myelination ¥ : 4
1 R
neuronal apoptosis &
. > BBB damage
~_\ A

8

-

astrocytes activation

<
4 IL-1 in amyloid
plaques

microglia activation
Rys. 2 Potencjalny mechanizm wspoétzaleznos$ci migdzy biatkiem S100B a procesami zaangazowanymi
w neuropatogeneze. ROS- reaktywne formy tlenu; RAGE- receptory zaawansowanych produktow kon-
cowych glikacji; IL-1 — interleukina 1; BBB- bariera krew-mozg.

Dane literaturowe wskazuja na zwigzek miedzy stezeniem glukozy a sekrecja biatka
S100B. Kheirouri 1 wsp. [58] wykazali zwigkszone stezenie biatka S100B w surowicy pacjen-
tow z zespotem metabolicznym charakteryzujacym si¢ uposledzong glukozg na czczo, otylo-
$cig obwodowa, dyslipidemig i nadci$nieniem czy podwyzszonym poziomem insuliny. W ho-
dowlach astrocytow szczurzych w warunkach stresu metabolicznego, tj. poddanych warunkom
niedoboru glukozy, tlenu 1 surowicy, nastapito zwigkszone wydzielanie biatka S100B. Jednak
po 12 i 24 godzinach hodowli ekspresja mRNA dla biatka S100B znacznie si¢ zmniejszylta, a
po 2 dniach inkubacji zanotowano znaczny spadek wydzielania biatka S100B. Na podstawie
tych obserwacji postawiono hipoteze, ze biatko S100B moze by¢ aktywnie wydzielane przez

mikroglej we wczesnych stadiach stresu metabolicznego [59].
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Cel szczegoltowy - Optymalizacja i charateryzacja komorkowego modelu badawczego stoso-
wanego w badaniach lgczgcych zaburzenia metaboliczne zachodzgce w komorkach tkanki
nerwowej 7 patogenezq zmian neurozwyrodnieniowych u 0sob w podeszlym wieku.

[P3] Wiatrak, B., Kubis-Kubiak, A., Piwowar, A., Barg, E. (2020). PC12 cell line: cell types,

coating of culture vessels, differentiation and other culture conditions. Cells, 9(4), 958

Po nakresleniu w dwoch pracach przegladowych tematyki 1 kierunku badan moja
uwaga skupita si¢ na charakterystyce oraz optymalizacji modelu komérkowego, ktory chcia-
tam zastosowa¢ w badaniach nad wspotistnieniem AD z T2DM. Dostepnych jest stosunkowo
niewiele publikacji charakteryzujacych te dwa podtypy linii PC12. Celem artykutu wchodza-
cego w sktad pracy habilitacyjnej byto scharakteryzowanie wykorzystania dwoch réznych wa-
riantow linii komorkowych PC12, a takze opisanie ich roznicowania i przyrostu wypustek neu-
ronalnych po zastosownaiu ludzkiego lub szczurzego NGF na réznych podtozach. Ocenilismy
morfologi¢ komorek, dlugos¢ neurytow, gestos¢ i wzrost (mierzone spektrofluorymetrycznie)
oraz ekspresj¢ biomarkeréw neuronalnych (Doublecortin i NeuN). Optymalne zaprojektowa-
nie eksperymentu, do ktorego nalezy prawidtowy dobor modelu komoérkowego ma ogromny
wplyw na resultaty uzyskanych eksperymentow stanowigcych podstawe hipotezy badawcze;.
Zastosowanie niewlasciwego modelu moze prowadzi¢ do btgednej oceny wtasciwosci neuro-
toksycznych. Ponadto §rodowisko, w ktorym hodowana jest linia komorkowa, moze wptywac
na ich metabolizm, a tym samym zmienia¢ koncowe wyniki przeprowadzanych doswiadczen.
Linia komorkowa PC12 jest jedng z najczgsciej stosowanych w badaniach neurobiologicznych,
w tym w badaniach nad neurotoksyczno$cig, neuroprotekcja, neurosekrecja, zapaleniem ner-
woOw 1 synaptogeneza. Linia PC12 obejmuje dwie kolekcje: chinska (stabo, srednio i wysoko-
zroznicowang) oraz ATCC (American Type Culture Collection) obejmujacg komorki PC12
hodowane w zawiesinie oraz adherentne komorki PC12. Komorki te hodowane w zawiesinie
maj3 tendencje¢ do agregowania i stabo przylegaja do niepowlekanych powierzchni. Linia ko-
moérkowa PC12 pochodzaca z guza chromochlonnego szczura jest uniesmiertelniong linig ko-
morkowg podobng do pierwotnej hodowli neurondéw ptodowych. Sg to komorki stosunkowo
tatwe do pasazowania i hodowli oraz posiadajg pewne cechy neuronéw, co czyni je przydat-
nymi w badaniach fizjologii nerwow i farmakologii. Komoérki PC12 to rodzaj komoérek kate-
cholaminowych, ktére syntetyzuja, przechowujg i uwalniaja norepinefryne i dopaming. Istnieja
znaczace réznice morfologiczne i wzrostowe miedzy liniami komorkowymi PC12 zawiesino-
wymi i PC12 adherentnymi. W $srodowisku naukowym uwaza si¢, ze linia PC12 adherentna

nadaje si¢ tylko do prowadzenia eksperymentdéw z inhibitorami kinaz biatkowych zwigzanych
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z Rho. Natomiast komorki zawiesinowe zroznicowane NGF, przypominajg neurony kory mo-
zgowej — stosowanie tej linii komorkowej jest zalecane w badaniach fizjologii 1 patologii
uktadu nerwowego.[60]

W zaprojektowanych badaniach po 24 godzinach adhezji i regeneracji komorek rozpoczetam
proces roznicowania przy uzyciu medium zawierajacego NGF - polipeptydowy czynnik neu-
rotroficzny, ktory aktywuje kinaze receptora tropomiozyny A i utatwia przej$cie komorek od
proliferacji do r6znicowania. NGF wplywa na zmiany biochemiczne, elektrofizjologiczne 1
morfologiczne w komorkach PC12 upodabniajac je do nerwdéw wspotczulnych. Pod jego wpty-
wem zachodzi wiele zmian biochemicznych: zwigksza si¢ liczba receptorow dopaminy (co
upodabnia komoérki PC12 do neuronéw dopaminergicznych §rédmoézgowia), zwigksza si¢
wrazliwo$¢ na acetylocholing, a na blonach komoérkowych pojawiajg si¢ kanaty potasowe,
ktore wykazuja pobudliwos¢ elektryczna.[61-62] Podczas inkubacji komoérek PC12 z NGF
ekspresja waznego w neurytogenezie, biatka 2 zwigzanego z mikrotubulami (MAP-2) wzrasta
kilkukrotnie.[63-64] Wszystko to potwierdza, ze tylko zréznicowane komorki PC12 mogg sta-
nowi¢ model komorek nerwowych. Czas inkubacji w medium do r6znicowania zawierajagcym
NGEF jest dobierany indywidualnie przez badaczy. Zwykle jest to od 2 do 14 dni. W obu testo-
wanych liniach PC12 (adherentnych i nieadherentnych) zaobserwowali§my wzrost dlugosci i
gestosci neurytow miedzy 2 a 3 dniem inkubacji z NGF. W komoérkach zawiesinowych stan
neurytow migdzy 3 a 5 dniem pozostawatl stabilny, a po 5 dniu inkubacji nastgpit kolejny wy-
razny wzrost dlugosci i gestosci. W przypadku linii PC12 adherentnej zauwazyliSmy, ze od 7
dnia inkubacji z NGF neuryty stawaly si¢ coraz krotsze, a ich ggsto$¢ spadala od 5 dnia (Rys.
3). Ponadto zaobserwowalismy zwickszong proliferacje komorek w 14. i 21. dniu. Drubin et
al. potwierdzili, ze w ciggu pierwszych 2 dni inkubacji z NGF nie nastgpit wyrazny przyrost
masy mikrotubul, a po 3 dniach dtugos¢ neurytéw wzrosta nawet dwukrotnie [65]. Das et al.
zauwazyli w swoich badaniach, ze w 6 dniu inkubacji komoérek PC12 w obecnos$ci 50ng/ml
NGF efekt osiagnat plateau [66]. Niestety, zaden z wymienioncyh autoréw nie podat w arty-

kule, ktora linia PC12 zostata doktadnie uzyta oraz nie opisal numeru pasazowania komorek.
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Rys. 3 Mikrofoto-
grafie hodowli ko-
morkowych w ko-
lejnych dniach
oceny neurytow:
(A—F) linia komor-
kowa PC12 zawie-
sinowa;

(G — L) linia ko-
morkowa PC12 ad-
herentna

(A, G) 2 dni inku-
bacji z czynnikiem
wzrostu nerwow;
(B,H) 3 dni; (C,)) 5
dni; (D,J) 7 dni; (E,
K) 14 dni; (K,L) 21
dni.

Ekspresje biatka NeuN obserwuje si¢ w wiekszosci dorostych komorek nerwowych, podczas
gdy ekspresja doublekortyny jest charakterystyczna dla niedojrzatych, rozwijajacych si¢ ko-
morek tego typu. Poziom ekspresji doublekortyny dla komérek PC12 znacznie wzrasta pod
wptywem NGF [67]. Wiadomo rowniez, ze biatko to jest inhibitorem wzrostu neurytow [68].
W moich badaniach zaobserwowatam ekspresje doublekortyny i NeuN dla zawiesinowych ko-
morek PC12, podczas gdy dla komorek adherentnych odnotowatam ekspresj¢ tylko biatka
NeuN. Odnotowalismy ekspresje NeuN w obu liniach komorkowych, ale w zawiesinowych
komorkach PC12 ekspresja byta zlokalizowana w jadrach komorkowych, a w komoérkach ad-
herentnych wystepowata dla catej komorki, zarowno w jadrze, jak 1 w cytoplazmie (Rys. 4).
Przez wiele lat NeuN byt uwazany za swoisty marker, ktéry pozwala na rozpoznanie dorostych
neurondéw.[68] Ostatnie badania wykazatly jednak, ze ocena ilo§ciowa tego biatka nie daje wia-
rygodnych informacji, poniewaz jego ekspresja wystepuje w wielu tkankach, jak rdwniez w

wielu liniach komoérkowych, ktore nie sg komorkami neuronalnymi.[62,69]
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Rys.4 Mikrofotografie przedsta-
wiajace ekspresj¢ biomarkerow
neuronalnych:

(A) ekspresja NeuN w komor-
kach PC12 zawiesinowych;

(B) ekspresja Doublecortin w
komoérkach PC12 zawiesino-
wych;

(C) ekspresja NeuN w komor-
kach PC12 adherentnych.

Konieczna jest dodatkowa ocena, czy NeuN ulega ekspresji w jadrze lub wokot jadra lub w
cytoplazmie. Inni badacze rowniez obserwuja komorki ekspresonujace biatko NeuN zaréwno
w jadrze, jak 1 w cytoplazmie, tak jak zaobserwowaliSmy to w naszym badaniu w przypadku
komorek PC12 adherentnych. Przyjeto, ze biatko NeuN, bedace produktem genu Rbfox3, jest
regulatorem transkrypcji zaangazowanym w réznicowanie neurondow.[62] Jednak prawdopo-
dobnie pelni rowniez inne, wcigz nieznane funkcje, na co wskazuje jego obecnos¢ w cytopla-
zmie komorek wielu tkanek. W mojej pracy oryginalnej nalezacej do cyklu habilitacyjnego
wykazalam, ze stezenie podawanego NGF ma duze znaczenie dla stopnia zrdznicowania za-
réwno komorek PC12 zawiesionowych, jak i PC12 adherentnych. Neuryty byty $rednio okoto
dwa razy dtuzsze po podaniu 100 ng/mL NGF w poréwnaniu do 50 ng/mL. Stezenie nie wpty-
neto jednak na $rednig liczbe neurytow w komorkach (gestos¢ neurytow). Poza tym dla obu
linii komorkowych dziatanie szczurzego NGF w stezeniu 100 ng/ml bylo nieco silniejsze niz
dziatanie ludzkiego NGF. Dodatkowo, nie bylo réznicy w dlugosci lub gestosci neurytow w
zaleznosci od koncentracji komorek PC12 adherentnych.

Wedlug naszej wiedzy jest to pierwszy artykut, ktory opisuje réznice w metodologicznym po-
dejsciu do zawiesinowych 1 adherentnych wariantéw linii komorkowej PC12, co ma swoje

odzwierciedlenie w ilo$ci cytowan.
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Cel szczegolowy - Analiza roli biatka S100B w korelacji ze stresem oksydacyjnym i nitrozo-
wym w zaburzonej homeostazie glukozy/insuliny w zroznicowanych komorkach linii PC12.

[P4] Kubis-Kubiak A, Wiatrak B, Piwowar A. (2021) The Impact of high glucose or insulin
ex-posure on S100B protein levels, oxidative and nitrosative stress and DNA damage in neu-

ron-like cells. Int J Mol Sci. 2021; 22(11):5526

W dalszych badaniach skoncentrowatam si¢ na analizie roli wybranych biatek z rodziny
S100 w interakcji pomigdzy zmianami neurozwyrodnieniowymi a zaburzeniami metabolizmu
insuliny i1 glukozy. Wewnatrzkomorkowo biatko S100B dziala ochronnie na neurony przed
toksycznym dziataniem glutaminianu oraz stymuluje wzrost neurytow i przezycie neuronow.
W wysokich stezeniach biatka rodziny S100 mogg indukowac apoptoze. Celem tej pracy ory-
ginalnej wchodzacej w sktad cyklu habilitacyjnego byto poszerzenie aktualnej wiedzy na temat
mozliwego bezposredniego wplywu hiperglikemii i -insulinemii na poziom biatka S100B oraz
poréwnanie go z markerami stresu oksydacyjnego, takimi jak reaktywne form tlenu, tlenku
azotu czy na poziom uszkodzenia dwuniciowego DNA. Wedtug mojej wiedzy nie ma dostep-
nych informacji dotyczacych roli biatka S100B w patologicznym mechanizmie lezacym u pod-
staw wspolzaleznosci T2DM z AD. W publikacji tej, wchodzacej w sktad cyklu habilitacyj-
nego postawitam hipoteze, iz stezenie biatka S100B jest podwyzszone w neuronach z réwno-
czesnymi zaburzeniami metabolicznymi i zmianami neuropatologicznymi. Fakt ten prawdopo-
dobnie mozna wykorzysta¢ do wykrycia pierwszych zmian patologicznych wewnatrzkomor-
kowych zwigzanych z demencjg 1 jednoczesng cukrzycg typu 2.
W opublikowanych badaniach wykazali$my, ze srodowiska o wysokim stezeniu glukozy lub
insuliny maja negatywny wptyw na metabolizm neuronalny poprzez podniesienie poziomu
markerow stresu oksydacyjnego. Statystycznie istotny wzrost poziomu reaktywnych form
tlenu zaobserwowano po godzinnej inkubacji z glukoza lub insuling we wszystkich analizowa-
nych stezeniach, przy czym najwyzsze st¢zenie uzyskano dla 150mM glukozy. Po podaniu
100uM insuliny uzyskano najwyzszy poziom reaktywnych form tlenu. W przypadku badan
nad wptywem hiperglikemii lub insulinemii na poziom tlenkdéw azotu zaobserwowano staty-
stycznie istotny wzrost poziomu tlenku azotu zarowno w obecnosci glukozy, jak 1 insuliny po
godzinnej inkubacji. Wyniki uzyskane po godzinnej inkubacji z glukoza byly wyraznie zalezne
od stezenia, przy statystycznie istotnym wzro$cie po zastosowaniu 100mM i 150mM glukozy.
W przypadku insuliny wszystkie trzy stezenia powodowaty statystycznie istotny wzrost po-
ziomu tlenku azotu po godzinnej inkubacji w poréwnaniu z komoérkami nie traktowanymi ni-

czym. Uzyskane w publikacji wyniki potwierdzaja poglad, Ze hiperglikemia i/lub insulinemia
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powoduje wzrost poziomow reaktywnych form tlenu i tlenkéw azotu w neuronach. Ponadto
stwierdzono istotng dodatnig korelacje miedzy tymi parametrami po godzinnej inkubacji z glu-
koza. Analiza statystyczna potwierdzita istotne rdznice pomigdzy poziomami reaktywnych
form tlenu vs pgknigcia dwuniciowego DNA po 1 i 24 godzinach inkubacji z insuling. Sugeruje
sie, ze z biegiem lat te niewielkie zmiany metaoliczne w tkance neuronalnej moga prowadzi¢
do dezaktywacji lub przesunigcia kluczowych szlakow cyklu komérkowego, takich jak szlak
MEK-ERK1/2-NF-kB, a takze do aktywacji czynnikow proapoptotycznych, co moze prowa-
dzi¢ do akumulacji AP. Chociaz nalezy zachowac ostroznos$¢ w ekstrapolacji wynikow in vitro
na sytuacj¢ in vivo, nasze dane sg zgodne z sugestig, ze szybko zmieniajace si¢ stezenia glukozy
i/lub insuliny w tkance neuronalnej mogg by¢ jedng z pierwszych zmian patologicznych zwia-
zanych z AD. Wysoki poziom tlenkéw i wolnych rodnikéw azotowych moze prowadzi¢ do
peknigcia dwuniciowego DNA (DBS). Stopien peknie¢ dwuniciowego DNA oceniano mierzac
wielko$¢ dyspersji chromatyny po godzinnej oraz 24 godzinnej inkuacji z podwyzszonymi ste-

zeniami glukozy czy insuliny (Rys.5)
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Rys. 5. Analiza pekni¢¢ dwuniciowego DNA w zréznicowanych komoérkach PC12 po godzinnej inku-
bacji z glukozg lub insuling. (1) Przyktadowe mikrofotografie dyspersji chromatyny jadrowej: A — kon-
trolna (komoérki kontrolne), B — glukoza 50 mM, C — glukoza 100 mM i D — glukoza 150 mM. (2)
Przyktadowe mikrofotografie halo dyfuzji jadrowej: A — kontrolna (komorki kontrolne), B — insulina 50
uM, C —insulina 100 uM 1 D — insulina 150 uM. (3) Poréwnanie wzglednego NDF dla komorek neuro-
nalnych inkubowanych przez 1 h z glukoza lub insuling.

Zakres rozszczepienia nici okreslono ilosciowo poprzez obliczenie wspotczynnika dy-
fuzji jadrowej (NDF), ktéry reprezentuje stosunek miedzy catkowita powierzchnig halo plus
jadra a powierzchnig jadra. Dane sg wyrazane jako wzgledny NDF, obliczany przez odjecie
NDF komorek kontrolnych od NDF komorek poddanych dziataniu substancji. W komorkach
traktowanych glukoza przez godzing wzrost DBS byl na 0ogot mniejszy niz po inkubacji z in-
suling we wszystkich stosowanych st¢zeniach. Wykazano zalezno$¢ stopnia DSB od st¢zenia
dla wszystkich badanych stgzen i substancji - im wyzsze stezenie, tym silniejsze halo dysper-
syjne chromatyny. Najwyzsze DBS zaobserwowano po inkubacji z 250uM insuling, podczas
gdy najnizsze poziomy DBS zmierzono po zastosowaniu 50mM glukozy. Obserwowany efekt
byt statystycznie istotny (p < 0,001) we wszystkich warunkach eksperymentalnych. Podobnie
jak w przypadku oznaczania poziomu ROS, inkubacja komoérek z glukoza lub insuling przez
24 godziny skutkowata mniejszym uszkodzeniem nici DNA niz inkubacja przez godzing. Ist-
niata silna zalezno$¢ od stezenia zarowno glukozy, jak i insuliny. Glukoza spowodowata stabe
uszkodzenie DNA z maksymalnym poziomem po 24 godzinach inkubacji z glukozg 150mM.
Inkubacja z insuling data odwrotny efekt, prowadzac do regeneracji podwdjnych nici DNA,
przy minimalnych wartos$ciach po 24 godzinach inkubacji z 50uM.

Kolejnym celem naszej pracy byta analiza zewngtrzkomorkowych 1 wewnatrzkomor-
kowych stgzen biatka S100B w celu oceny potencjalnej jego roli w zaburzeniach metabolicz-
nych zachodzacych w komorkach neuronalnych. Pojedyncza wyrazng obserwacja, ktora wylo-
nita si¢ z porownania danych, byto to, ze ani stany podwyzszonego stezenia glukozy czy insu-
liny nie wywotywaty wyptywu biatka S100B z neuronéw, a co wigcej, nawet zmniejszaty jego
zewnatrzkomoérkowy poziom. Co ciekawe, w lizatach komdrkowych zaobserwowano nie-
wielki, ale nadal istotny statystycznie, wzrost st¢zenia biatka S100B. Stwierdzono istotnie po-
zytywng korelacje statystyczng pomiedzy poziomem biatka S100B w supernatantach komor-
kowych va poziomem reaktywnych form tlenu. Stany hiperinsulinemiczne wywotaty silng po-
zytywna korelacj¢ miedzy stezeniem S100B a poziomem NO lub rozpadem dwuniciowego
DNA. Podsumowuja¢ dane te potwierdzaja poglad, ze komérkowe biatko S100B moze zacho-
wywac si¢ jako czynnik neuroprotekcyjny przeciwko zewnatrzkomorkowym wahaniom glu-

kozy/insuliny. Nasze obserwacje sg zgodne z wynikami przeprowadzonymi przez Nardina i
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wsp. [70] na pierwotnych szczurzych astrocytach kory mézgowej, gdzie po 24 godzinach ze-
wnatrzkomorkowe stezenie biatka S100B zmniejszylo si¢ o okoto 45% w srodowisku o wyso-
kiej zawarto$ci glukozy. Zaobserwowano rowniez spadek zawartosci glutationu, ale nie aktyw-
nosci wychwytu glutaminianu. Wazne jest, aby podkresli¢ fakt, ze czlonkowie rodziny biatek
S100 wywieraja podwojny efekt (neurotroficzny lub neuroprotekcyjny) na neurony i astrocyty.
Nasze odkrycia sg zgodne z wczesniejszymi wynikami przedstawionymi przez Alhemeyera 1
wsp. [71], ktérzy wykazali, iz neurotoksycznosci spowodowanej przez glutaminian i stauro-
sporyn¢ moze przeciwdziata¢ biatko S100B. Biatko S100B moze rowniez hamowac réznico-
wanie komorek indukowane NGF, ale zwigkszona ekspresja S100B nie odwrocita efektow roz-
nicowania w juz zréznicowanych komoérkach PC12. Moze to sugerowac¢ wptyw biatka S100B
na hamowanie procesu réznicowania komorek we wcezesnych stadiach. [72] Christl 1 wsp. [73]
oszacowali, ze st¢zenia biatka S100B w CSF moga mie¢ warto$¢ diagnostyczng szczegolnie
we wcezesnej fazie AD, poniewaz spadaja one do fizjologicznego poziomu w bardziej zaawan-
sowanych stadiach. Badania na zwierzetach dostarczajag dodatkowych danych wskazujacych
na znaczenie S100B w procesach neurodegeneracyjnych. Wyniki uzyskane w analizie uczenia
si¢ przestrzennego u myszy Tg2576 z nadekspresja S100B byty nizsze w pordwnaniu do zwie-
rzat z knockout’em tego biatka. Zwierz¢ta te charakteryzowaly si¢: wigksza iloscig ztogow
amyloidowych w mézgu, wysokim stopniem zaawansowania amyloidowej angiopatii kongo-
filnej, zwiekszonym metabolizmem amyloidogennych APP, astrocytoza, mikroglejozg oraz
podwyzszonym poziomem cytokin prozapalnych (TNF-a, IL-1f 1 IL-6) juz w wieku 7-9 mie-
siecy. Myszy, ktorych gen kodujacy S100B zostal inaktywowany, wykazywaty zwigkszong
pamig¢ przestrzenng i zapamigtywanie pod wplywem lgku oraz zwigkszone dlugoterminowe
wzmocnienie synaptyczne w sektorze CA1 hipokampa. Wyniki te wskazuja, iz pomimo od-
grywania waznej roli w reakcjach zapalnych w mozgu, S100B moze odgrywac rowniez rolg w

bezposrednim promowaniu amyloidogennego przetwarzania APP.[74].

Cel szczegotowy — biatka S100B oraz S100A8 jako mediatory zaburzen metabolicznych wy-
stepujgcych w neuronach dopaminergicznych.

[P5] Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. (2022) Hyperglycaemia or insulinemia modu-
lates S100B, S100AS, amyloid  1-40 and 1-42 secretion and induce morphological changes

in dopaminergic neurons. Biomed. Pharmacother. 156:113869
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Alarmujace dane dotyczace znacznie zwigkszonej globalnej zachorowalnosci na cu-
krzyce 1 zwigzane z nig powiktania napedzaja doktadny proces badawczy w celu odkrycia no-
wych 1 skutecznych opcji terapeutycznych. Szczegdlng uwage zwrdcono na rodzing biatek
S100, ktorych ekspresja znacznie wzrasta w chorobach neurodegeneracyjnych, autoimmuniza-
cyjnych, zaburzeniach zapalnych i nowotworach.[75] Bialka z rodziny S100 sg aktywnie wy-
dzielane podczas stresu metabolicznego 1 oksydacyjnego, ale ich rola w komorkach nerwo-
wych nie zostala jeszcze wyjasniona. Wykazano jednak, ze dziataja one w sposéb zalezny od
dawki, co moze mie¢ kluczowe znaczenie w modulacji metabolizmu glukozy i insuliny w mo-
zgu. Ta rodzina biatek charakteryzuje si¢ duzg roznorodnoscia i swoistosciag wobec komorek i
tkanek. Ich funkcje 1 mechanizmy dziatania nie zostaty jeszcze w pelni poznane, jednak ich
udziat w wielu procesach wewnatrzkomorkowych 1 zewnatrzkomorkowych sugeruje wazng
role w utrzymaniu prawidtowego funkcjonowania organizmu. Jako proteiny zwigzane z uszko-
dzeniem, biatka S100 sg rowniez uwalniane do $rodowiska zewnatrzkomorkowego w odpo-
wiedzi na uszkodzenie, stres lub stan zapalny, gdzie stymulujg komoérki uktadu odpornoscio-
wego 1 intensyfikuja kaskady prozapalne.[76-77] W procesie prawidtowego funkcjonowania
komorek uktadu nerwowego bierze udziat biatko S100B, ktore w zaleznosci od st¢zenia w
przestrzeniach zewnatrzkomérkowych moze mie¢ dziatanie troficzne lub toksyczne. W ma-
tych, nanomolowych stgzeniach, wystepujacych w warunkach fizjologicznych, dziata neuro-
protekcyjnie na neurony, stymuluje wzrost neurytéw i sprzyja proliferacji astrocytow. Chroni
rowniez przed stresem komorkowym 1 ostabia aktywacje mikrogleju poprzez przetwornik sy-
gnatu i aktywator szlaku transkrypcji 3.[78] Z drugiej strony, w stezeniach mikromolowych
biatko S100B inicjuje apoptoze neurondéw i nasila stan zapalny i neurodegeneracje. Osiaga to
poprzez zwigkszenie ekspresji 1 uwalniania cytokin prozapalnych, takich jak IL-1pB, IL-6 1
TNF-0, w sposob zalezny od NF-kB i biatka aktywatora 1.[79] Ponadto, w odpowiedzi na in-
terferon-gamma, zwigksza produkcje NO poprzez stymulowanie ekspresji mRNA syntazy in-
formacyjnej NO. Prowadzi to do aktywacji mikrogleju i nadmiernej stymulacji RAGE, przy
czym wysokie stezenia prowadza do nadprodukcji 1 akumulacji ROS w neuronach.[80]

Biatko S100A8 odgrywa istotng role¢ w rozwoju stanu zapalnego. Silnie reguluje wro-
dzona odpowiedZ immunologiczng poprzez reorganizacj¢ cytoszkieletu i rekrutacje leukocy-
tow, neutrofili i monocytow. . Biatko SI00AS8 ulega ekspresji gtdwnie w makrofagach, komor-
kach dendrytycznych, komoérkach srodbtonka mikronaczyniowego, komoérkach nablonkowych
1 fibroblastach po aktywacji. Intensyfikuje réznicowanie komorek, produkcje TNF-a 1 IL-18 w
komorkach szpikowych. Oczyszcza przez CD36 wewnatrzkomorkowy ROS i stabilizuje NO
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w neutrofilach, chronigc przed uszkodzeniem oksydacyjnym w zmianach zapalnych. We-
wnatrzkomorkowo wywiera dziatanie przeciwzapalne. W analizie proteomicznej osoby z AD
wykazywaty najwyzsze poziomy S100A8 1 SI00A9 w $linie w porownaniu ze zdrowymi kon-
trolami ponizej 70 roku zycia.[81] Podwyzszone stezenia biatka SI00AS8 zostaty powigzane z
powiktang retinopatig cukrzycowa u pacjentdw z cukrzycg typu 2.[82] Zaobserwowano réw-
niez zwigkszong ekspresje mRNA dla tego biatka w mikrogleju pobranym od pacjentéw z AD
po stymulacji AP4>. Przewlekle wydzielanie S100A8 doprowadzito do aktywacji mikrogleju,
ktéra sprzyjata zapaleniu poprzez stymulowanie wydzielania neurotoksycznych cytokin pro-
zapalnych, takich jak IL-1, IL-6, IL-8 i bialka chemotaktyczne monocytow-1, co jest wazne w
patologii AD.[83] Wykazano, ze traktowanie komoérek nerwowych rekombinowanym biatkiem
S100A8 doprowadzito do zwickszenia syntezy APa42, przy jednoczesnym zmniejszeniu produk-
cji APa4o.[84] Ponadto autorzy zaobserwowali zewnatrzkomodrkowe ziarniste agregaty biatka
S100A8 w hipokampach starzejacych si¢ myszy Tg2576 i TgAPParctic. Wyniki te potwier-
dzaja hipoteze o istnieniu dodatniego sprze¢zenia zwrotnego mi¢dzy produkcjami ST00A8 1 AP.
O ile nam wiadomo, istnieje tylko jedna praca okreslajaca rolg biatek z rodziny S100, a mia-
nowicie SI00AS8, w zapaleniu wysp trzustkowych indukowanym aktywacja receptorow toll-
podobnych w cukrzycy typu 2.[77]

"G16d" mézgu 1 utrata neurondéw jest wywoltywana przez utrate zdolnosci do radzenia
sobie z glukozg 1 zmniejszong aktywnos¢ kaskady sygnalizacyjnej insuliny, dlatego nalezy wy-
jasni¢ role biatek z rodziny S100 w tych procesach. Chociaz wiele badan ujawnito mozliwe
mechanizmy stojace za rola cukrzycy w zmianach neuropatologicznych, wptyw zaburzonego
metabolizmu glukozy i insuliny na st¢zenia S100B 1 S100A8 nie zostat jeszcze zbadany w
kontekscie AD.[85,86] Powstaje pytanie — jaka jest rola biatek z rodziny S100 w zaburzeniach
metabolicznych obserwowanych podczas degeneracji neuronow? Celem niniejszej pracy byto
wyjasnienie zwigzku mi¢dzy wysokimi st¢zeniami glukozy i insuliny a zewnatrz- i wewnatrz-
komoérkowymi poziomami biatek S100B i S100A8, a takze korelacji z toksycznymi (APa42) 1
fizjologicznymi (A40) formami amyloidu . W publikacji analizowalismy wewnatrzkomor-
kowe 1 zewnatrzkomoérkowe poziomy APaso, jego toksycznej formy AP42, biatka S100B i
S100A8 po ekspozycji modelu neuronéw dopaminergicznych na rézne st¢zenia glukozy lub
insuliny. Miato to na celu stworzeniu modelu odzwierciedlajacego "mikro-zaburzenia" wyste-
pujace w homeostazie metabolicznej komorek budujacych tkanke nerwowa, ktora jest bardzo
wrazliwa na zmiany energetyczne. Po ustaleniu optymalnych stezen glukozy 1 insuliny za po-
mocg testow cytotoksycznosci i proliferacji przeanalizowano wptyw glukozy i insuliny na aku-

mulacj¢ ROS. W stanach hiperglikemicznych, a takze przy fizjologicznym st¢zeniu insuliny,
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produkcja ROS byta niewykrywalna po 24 h. Wyniki te sa zgodne z danymi uzyskanymi w
naszej wczesniejszej publikacji, w ktorych aktywacja ROS byta widoczna po godzinie inkuba-
cji. Nastepnie zanalizowano wptyw hipermetabolizmu na zewnatrzkomoérkowe 1 wewnatrzko-
moérkowe stezenia AP4o 1 AP42. Wewnatrzkomorkowe poziomy APso byly znacznie obnizone
we wszystkich testowanych warunkach w poréwnaniu z komoérkami nietraktowanymi lub fi-
zjologicznymi stg¢zeniami insuliny (InM). Podobne dane uzyskano dla zewnatrzkomérkowych
1 wewnatrzkomorkowych stezen AP4> po inkubacji z 100mM glukozg, 50nM oraz 100 nM in-
suling. Badanie korelacji migdzy badanymi formami amyloidu wykazaty, ze warunki hipergli-
kemiczne wydawaly si¢ sprzyja¢ pozytywnemu zwigzkowi miedzy AP4o 1 AP42, podczas gdy
srodowisko hiperinsulinemiczne wydawato si¢ wywolywa¢ odwrotny efekt. Ocena st¢zenia
biatka S100B w stanach hiperglikemicznych 1 hiperinsulinemicznych wykazata statystycznie
istotny wyrzut biatka do przedziatu zewnatrzkomorkowego. Najwigkszy wyptyw S100B ob-
serwowano po podaniu 100mM glukozy i InM insuliny, przy wartosciach o 60% 1 63% wyz-
szych w porownaniu do komodrek kontrolnych. Inkubacja z 50 mM glukozg lub 50 nM insuling
doprowadzita do 30% zmniejszenia zewnatrzkomorkowego S100B, podczas gdy stany hiper-
insulinemiczne (insulina 100 nM) hamowaty ten proces o 16,5%. Stwierdzono silny zalezny
od stezenia wptyw zaréwno podawania glukozy, jak i insuliny na poziomy biatka S100B w
supernatantach komorkowych. Im wyzsze stezenie glukozy, tym wyzsze st¢zenie biatka S100B
w supernatantach komérkowych. Tymczasem wyzsze stezenia insuliny doprowadzity do obni-
zenia poziomu S100B w supernatantach komorkowych. W przeciwienstwie do danych uzyska-
nych z supernatantow, poziomy cytoplazmatyczne biatka S100B znacznie zmniejszyty si¢ we
wszystkich warunkach eksperymentalnych. Najwigkszy spadek o 55% stwierdzono po inkuba-
cji z 50nM insuling. Obnizenie poziomu o okoto 20% wykryto w lizatach komoérkowych po
inkubacji z 50mM glukoza i 1nM insuling, co bylo podobne do efektu, jaki oba miaty na po-
ziomy AP42. Dane te potwierdzajg podwyzszone poziomy biatka S100B zarejestrowane w su-
rowicy pacjentoéw z AD. Takie wzrosty mogg korelowac z uszkodzeniem neuronéw i aktywa-
cja mikrogleju i moga odzwierciedla¢ ciezkos¢ choroby. Ponadto zaobserwowano zwigkszong
ekspresje S100B we wezesnych stadiach choroby, co moze wskazywac na jej udzial w inicjacji
i/lub tworzeniu ptytek f-amyloidowych. Ponadto, w badaniu przeprowadzonym na myszach
Tg2576, wysokie stezenia S100B zwigkszaly aktywnos$¢ B-sekretazy i przetwarzanie amyloi-
dogennego APP.[74] Inkubacja komorek nerwowych z glukozg lub insuling nie spowodowata
statystycznie istotnej zmiany w zewnatrzkomorkowych poziomach biatka S100A8. Najwiek-
szg redukcje odnotowano po zastosowaniu 50nM insuliny , a najwi¢kszy wzrost po inkubacji

z 100nM insuling. Je$li chodzi o cytoplazmatyczne poziomy biatka S100A8, najwickszy
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wplyw zaobserwowano po podaniu glukozy. ,,Stan przedcukrzycowy” (50 mM glukozy) i cu-
krzycowy (100 mM glukozy) spowodowaly odpowiednio 40% 1 69% supresje wewnatrzko-
morkowych poziomoéw biatka S100AS. Insulina indukowata rozne odpowiedzi w zalezno$ci
od jej stezenia. W warunkach fizjologicznych (1 nM) i hiperinsulinemicznych (100 nM) zano-
towano odpowiednio o ok. 14% 1 7% wyzsze poziomy wewnatrzkomorkowego biatka ST00AS.
Tymczasem odwrotny efekt obserwowano po inkubacji z 50nM insuling, przy nizszych o ok.
20% stezeniach biatka SI00A8 w porownaniu z komoérkami kontrolnymi. W analizie wspot-
czynnikow korelacji, stwierdzono pozytywny trend mig¢dzy poziomami komérkowymi S100B
1 SI00A8 w stanach przedcukrzycowych (50 mM glukozy i 50 nM insuliny) oraz po dodaniu
100mM glukozy. Efekt ten nie byt tak silny w stanach hiperinsulinemicznych. Dodatkowo,
zaobserwowano ujemng korelacje miedzy zewnatrzkomérkowymi poziomami S100B a komor-
kowymi stezeniami S100AS8. Obserwacja ta jest zgodna z negatywnym zwigzkiem obserwo-
wanym mi¢dzy komoérkowymi poziomami biatek S100B i ST00A8 w supernatantach w prawie
wszystkich badanych warunkach eksperymentalnych. Ponadto wspotczynnik korelacji migdzy
tymi biatkami a AP4o w warunkach hiperglikemicznych wskazuje, ze wewnatrzkomorkowa
akumulacja AP4o moze prowadzi¢ do aktywacji ekspresji biatka S100B i jego transportu do
przedzialu zewnatrzkomoérkowego. Odmienng sytuacje zaobserwowano w przypadku Afao,
gdzie zaobserwowano ujemne korelacje miedzy stezeniem AB42 1 S100B w lizatach i superna-
tantach. W odniesieniu do S100A8 i amyloidoéw sytuacja jest mniej jasna, chociaz wydaje sig,
ze zewnatrzkomorkowe 1 wewnatrzkomorkowe stezenia obu form amyloidu miaty negatywny
zwigzek z poziomami S100AS8. Niemniej jednak wzorzec korelacji migdzy amyloidami a biat-
kami rodziny S100 jest podobny. By¢ moze wskazuje to na modulowanie wzajemnego oddzia-
tywania migdzy tymi biatkami, chociaz potwierdzenie tego wymagatoby bardziej doglebne;j
analizy $ciezek, za pomocg ktérych moglyby one wspodtoddziatywac na siebie.

W ostatnim etapie badan poddalismy analizie fluorescencyjnej morfologie dojrzatych
neuronow jak i markery neurogenezy. Wykazalismy, ze rozne stezenia glukozy i/lub insuliny
tylko nieznacznie wptywaty na ekspresje badanych markerow. Statystycznie istotny wzrost
sredniej intensywnosci fluorescencji dla NeuN uzyskano po inkubacji z 100 mM glukozg 1
podczas inkubacji z fizjologicznymi poziomami insuliny (1 nM). Barwienie Doublecortin wy-
kazato tylko niewielkie, ale statystycznie istotne fluktuacje intensywnosci fluorescencji w wa-
runkach hiperglikemicznych 1 hiperinsulinemicznych. Moze to by¢ zwigzane z krétkim okre-
sem inkuacji (24 h), ktory byt niewystarczajacy dla procesu tak skomplikowanego jak wydtu-

zenie dendrytyczne i aksonalne. Bardziej zréznicowane wyniki uzyskano dla przeciwcial
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MAP2 1 S100B. Efekt byl jeszcze bardziej uderzajacy w przypadku barwienia S100B po inku-
bacji z 100mM glukoza, z fluorescencja o okoto 50% nizszg w porownaniu do komorek nie-
traktowanych niczym. Natomiast stany hiperinsulinemiczne zwigkszyty fluorescencje o 22%
w porownaniu z komorkami kontrolnymi i o 78% w poroéwnaniu ze stanami fizjologicznym
(1nM insuling). Taki dwukierunkowy wptyw $rodowiska cukrzycowego (100 mM glukozy i
100 nM insuliny) na intensywnos$¢ fluorescencji biatka S100B jest zgodny z wczes$niej opisa-
nymi dwiema funkcjami modalnymi tego biatka, ktore sg zalezne od stezenia w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej w tkance mézgowej. Dane uzyskane ze wspotczynnikdéw korelacji po-

twierdzaja udziat S100B w procesach réznicowania oraz w tworzeniu wypustek neuronalnych.

Cel szczegotowy — Ocena wplywu AP oraz Af2s.35 na proliferacje, poziom H>03z, Af42,
810048, S100B, protruzje neuronow i neurogeneze w warunkach hyperinsulinemii i glike-
mii.

[P6] Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. (2023) Comparison of physiological state and
conditions imitating the comorbidity of type 2 diabetes with Alzheimer's disease. The impact
on: proliferation, H2O2, AP42, SI00AS8, S100B levels, neuronal protrusion and neurogenesis.
Acta Poloniae Pharmaceutica - Drug Research2023;80(4) DOI (not registered):
10.32383/appdr/171296 (przyjeta do druku)

W kolejnej czesci badan zajetam sie tematyka mozliwego powigzania mi¢dzy interakcjami
rodziny biatek S100 z AB2s-35 w §wietle chorob wspdtistniejacych takich jak cukrzyca i choroby
neurodegeneracyjne. Wielofunkcyjna rodzina biatek wigzacych wapn S100 wywiera zarowno
dziatanie neurotroficzne, jak i szkodliwe, w sposdb zalezny od st¢zenia i lokalizacji. Biatko
S100B powiazano z rolg prozapalng w pdznych stadiach AD, jednak wykazano wiele nowych
funkcji ochronnych przed agregacja AP 1 tworzeniem neurotoksycznych oligomeréw [94] Wia-
domo réwniez, ze S100B hamuje agregacje APa> 1 biatka tau. [87,88] Biatko S100AS8 jest li-
gandem dla RAGE czy AP a ekspresjonowane jest w mikrogleju, neuronach i astrocytach.
RAGE posredniczy w transporcie AP z krazenia przez barier¢ krew-mozg, regulujac w ten
sposob jego agregacje w mézgu. [89] Sa doniesienia naukowe, iz inkubowanie rekombinowa-
nego S100A8 z komorkami SH-SYSY zwigkszato wytwarzanie A4z 1 zmniejszato wytwarza-
nie AP4o. [90] W naszej poprzedniej pracy wykazaliSmy, ze hiperglikemia i insulinemia wpty-
waja na zewnatrz- i wewnatrzkomorkowe poziomy biatek S100B 1 SIO0A8 w neuronach. W
niniejszym badaniu chcieli$my stworzy¢ warunki przypominajgce srodowisko ,,cukrzycy typu
37 [99], poprzez traktowanie komorek neuronalnych wysokim stezeniem glukozy lub insuliny

w obecnosci fizjologicznej (AP4o) lub toksycznej (AP2s-35) formy AP. Ponadto zbadalismy, w
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jaki sposob takie warunki wptywaja na poziomy biatek S100B i S100A8 w zrdznicowanych
komorkach SH-SYSY jako modelach neuronéw dopaminergicznych. Opierajac si¢ na warun-
kach zoptymalizowanych w poprzednich badaniach, zastosowalismy 100 mM glukoze oraz 1
uM 1 100 uM stezenia insuliny. Jako referencyjna, nietoksyczng forme¢ amyloidu wybralismy
APao, 0 ktérym wiadomo, ze odgrywa rolg fizjologiczng u zdrowych oséb. W celu ustalenia
optymalnego stezenia fizjologicznych i toksycznych form AP wykonalismy test XTT. Do dal-
szych badan wybrano 1 uM AB40 1 1 nM AB25-35, poniewaz wykazywaly najnizszy wplyw
cytotoksyczny na zywotno$¢ komorek. Inkubowalismy AP4o lub AB2s35 z wysokimi pozio-
mami glukozy lub insuliny i zmierzyli§my poziomy H20., zewnatrz- i wewnatrzkomodrkowe
poziomy A4 oraz poziomy biatek S100B 1 S1I00A8 w komorkach neuronalnych. Ponadto
ocenialismy wptyw réznych form amyloidu i ich koinkubacji z wysokim st¢zeniem glukozy
lub insuliny na neurytogenezg i ekspresj¢ markera plastycznosci synaptycznej. Zaktozylismy,
ze wspolistnienie znacznych ilo$ci glukozy lub insuliny z A2s.35 w mikro$rodowisku komor-
kowym moze prowadzi¢ do nadmiernej aktywacji procesoOw prozapalnych, co moze by¢ istotne
w fazie prodromalnej AD. Hiperglikemia (100 mM glukozy) pogtebita dziatanie cytotoksyczne
obu postaci amyloidu. Natomiast wysokie poziomy insuliny odwracaly cytotoksyczne dziata-
nie AP2s.35s bez wplywu lub nawet z niewielkim pozytywnym wptywem na zywotno$¢ komoérek
w przypadku wspolnej inkubacji z AP40. Pomiar aktywnosci proliferacyjnej potwierdzit silniej-
szy negatywny wplyw Af»s.35 na metabolizm neuronéw w poréwnaniu z danymi uzyskanymi
dla fizjologicznego AP. Co ciekawe, w pomiarze poziomu H>O, wykryto przeciwstawne dzia-
tanie glukozy i insuliny na ten proces. W warunkach hiperglikemii z AB4o stezenie H>Oz nie
jest podwyzszone, a w przypadku toksycznej postaci AP nawet spada. W warunkach hiperin-
sulinemii aktywnos$¢ H>O» byta statystycznie istotnie wyzsza po zastosowaniu obu form Ap.
H>0; indukowany insuling wspomaga stymulacje¢ receptorow insuliny w neuronach posiadaja-
cych mitochondria wrazliwe na insuling. W ten sposob bezposrednie powigzanie molekularne
mi¢dzy dysfunkcja mitochondridow a nieregularng aktywacja receptora insuliny moze prowa-
dzi¢ do dalszej insulinoopornosci. W kolejnym eksperymencie analizowatam stezenia APs2 w
supernatantach i lizatach komdrkowych. Inkubacja ABso doprowadzita do statystycznie istot-
nego wzrostu wewnatrzkomorkowego i w konsekwencji zmniejszenia zewnatrzkomérkowego
stezenia APa42. Podobnie jak w przypadku wynikéw uzyskanych dla pozioméw H>Oz, warunki
hiperinsulinemiczne stymulowaty akumulacj¢ AP4> w neuronach inkubowanych wspolnie z
APao, jak réwniez z APas-3s. Znaczacy wzrost uzyskano w lizatach komorkowych neuronow
traktowanych Apa2s.35, co potwierdza hipotezg, ze ta toksyczna posta¢ moze stuzy¢ jako macierz

w patogennym szlaku amyloidowym prowadzacym do akumulacji AB4> w neuronach. Niestety,
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pomiar stezen biatka S100A8 w warunkach imitujgcych wspotistnienie cukrzycy typu 2 z AD
oraz w porownywalnym srodowisku fizjologicznym nie wykazata istotnych réznic. Istnieja
dane wskazujace na znaczenie biatka S100A8 w rozwoju AD, poniewaz jego ekspresja wzrasta
wraz z wiekiem oraz jest to biatko amyloidogenne jednak wymaga ono bardziej doktadnie;j-
szych badan potemcjalnych szlakéw, przez ktore wptywa na metabolizm neuronalny.[91] In-
teresujgce wyniki uzyskano analizujac poziomy zewnatrz- 1 wewnatrzkomérkowego biatka
S100B. Fizjologiczny amyloid, jak réwniez jego forma toksyczna, powodowaly podobny wzor
statystycznie istotnego zewnatrzkomdrkowego naptywu biatka S100B i towarzyszacego mu
wyptywu cytozolowego. Dane te wzmacniajg teori¢, ze S100B w wysokich stezeniach ze-
wnatrzkomorkowych moze dziata¢ jako cytokina prozapalna dodatkowo wspierajac toksyczne
dziatanie AB2s-35. W przypadku APBso rownoczesny stan hiperglikemii prowadzit do zahamo-
wania dzialania AP, podczas gdy wspotistnienie z Af2s3s powodowato gtdéwnie wzrost ze-
wnatrz- 1 wewnatrzneuronalnych stezen biatka S100B w pordwnaniu do samego A»s-35. Insu-
lina inkubowana razem z fizjologicznym AP miata modulujacy wplyw na zewnatrz- 1 we-
wnatrzkomorkowe poziomy biatka S100B. Niskie ste¢zenie generowato statystycznie istotne
wyzsze stezenie biatka S100B na zewnatrz neurondéw wraz ze znacznym wyptywem z komorki,
podczas gdy wyzsze stgzenie miato efekt odwrotny. Jednoczesna inkubacja z insuling 1 tok-
sycznym AP zmniejszyta poziom zewnatrzkomdrkowego biatka S100B w poréwnaniu z sa-
mym Af2s3s. W lizatach komérkowych efekt byt podobny. Analiza wspotczynnika korelacji
statystycznej wykazata silniejszy negatywny trend pomig¢dzy poziomami AB42 1 SI00B po za-
stosowaniu AP2s.35 w poréwnaniu z fizjologiczng forma. S100B jest jednym z najliczniej wy-
stepujacych biatek rozpuszczalnych w mozgu (0,5%), dodatkowo istnieja badania wykazuja-
cye akumulacje SI00B w poblizu ptytek amyloidowych. Nasze dane potwierdzajg hipoteze, ze
S100B moze dziata¢ jako modulator i stabilizator wewn¢trznej homeostazy neuronow, szcze-
golnie u pacjentéw ze wspotistniejaca cukrzyca typu II i neurodegeneracyjnymi zmianami ko-
morkowymi. Kolejnym parametrem ocenianym w naszej pracy byt wplyw na dojrzate wy-
pustki neuronalne 1 neurytogeneze. Statystycznie istotny pozytywny wptyw na dojrzale wy-
pustki miata inkubacja z fizjologicznym AP 1 w warunkach hiperinsulinemii. Toksyczny A
nie wptywatl na ten proces w sposob istotny statystycznie. Moze to wynika¢ z faktu, ze komorki
inkubowano jedynie przez 24 godziny, co moze by¢ zbyt krotkim okresem czasu, aby zaobser-
wowac 1 mie¢ wptyw na ten ztozony proces. Podobne obserwacje poczynitam w przypadku
oceny neurytogenezy. Wydaje si¢, ze proces ten jest aktywowany w srodowisku zawierajgcym

fizjologiczny AP z wysokimi st¢zeniami glukozy, podczas gdy zmniejszong neurytogenez¢ za-
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obserwowano po ko-inkubacji toksycznej formy AP z wysokimi stezeniami glukozy czy insu-
liny. Wedtug naszej wiedzy jest to pierwszy przypadek przeprowadzenia takiej analizy w przy-

padku warunkéw imitujgcych dwie choroby wspotistniejace

4.5 Podsumowanie glowych wynikow opisanych w publikacjach stanowiacych osiagni¢cie

naukowe.

Uzyskane wyniki z zakresu analizy mechanizméw patofizjologicznych lezacych u
podstaw progresji choroby Alzheimer’a ze szczegdlnym uwzglednieniem wplywu zaburzen
metabolicznych, zebrane w cyklu publikacji zgloszonych do postgpowania habilitacyjnego,
przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy o mozliwych kierunkach poszukiwania potencjalnych
terapii oraz nowych biomarkerow we wczesnym diagnozowaniu AD.

Metabolizm glukozy w tkance nerwowej spada podczas zaburzen neurodegeneracyj-
nych w sposob progresywny, specyficzny dla regionu i choroby. Badania wykazaty, ze hiper-
glikemia pozakomodrkowa wptywa na funkcjonowanie wrazliwych na adenozynotrojfosforan
kanaléw potasowych zlokalizowanych w neuronach i astrocytach. Ponadto hiperinsulinemia
przyczynia si¢ do powstawania i progresji AD poprzez wspodtzawodnictwo z AP o enzym roz-
ktadajacy insuling. Rozpad AP jest zalezny od szlaku kinazy 3-fosfatydyloinozytolu, a zwigk-
szone stezenie insuliny w krazeniu prowadzi do akumulacji AB. Zwigzek migdzy T2DM a roz-
wojem AD nie zostal w pelni wyjasniony i pomimo licznych badan w ostatnich latach nadal
wysuwa si¢ wiele hipotez. Obecnie przyjmuje si¢, ze insulinoopornos¢, uposledzony metabo-
lizm glukozy w mézgu 1 procesy amyloidogenne prowadzg do postepujacych proceséw neuro-
degeneracyjnych. Rzeczywiscie, uwaza sie, ze uposledzona homeostaza glukozy zwicksza od-
ktadanie si¢ blaszek starczych oraz splatkéw neurofibrylarnych, co moze przyczynia¢ si¢ do
manifestacji wczesnych objawéw klinicznych. W swoich badaniach wykazatam silnie tok-
syczny wplyw zaburzen energetycznych na metabolizm neuronalny i potencjalng neuroprotek-
cyjna rolg biatka S100B oraz ich udziat w zaburzeniach metabolicznych prowadzacych do neu-
rodegeneracji i rozwoju AD. Zaobserwowatam iz $rednie i wysokie st¢zenia glukozy nasladu-
jace stan przedcukrzycowy i cukrzycowy powodowaty statystycznie istotne wydzielanie biatka
S100bi S100A8 do przedzialu zewnatrzkomorkowego neurondéw dopaminergicznych. Ponadto
wzorce wspoOlczynnikéw korelacji migdzy tymi biatkami wykazuja podobne powigzania, co
podkresla mozliwg skuteczng i modulujaca role rodziny S100 w zaburzeniach metabolicznych
wystepujacych w zaburzeniach neuropatologicznych. Uzyskane dane wskazuja, ze przewlekta

hiperglikemia lub insulinemia wptywajg na metabolizm neuronéw dopaminergicznych, a
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zwlaszcza wewnatrzkomorkowe 1 zewnatrzkomodrkowe stezenia bialek z rodziny S100. Wy-
dzielane przez komoérki nerwowe w warunkach toksycznosci wywotanej przez glukoze lub in-
suling, biatka z rodziny S100 mogg mie¢ dziatanie neuroprotekcyjne 1 zapewniac przetrwanie

neuronow.

Podsumowujac analizowane odkrycia opisuja one wzajemne oddziatywania nawet niewiel-
kich, lokalnych wahan w stezeniu glukozy lub insuliny i r6znych form AP. Ta wspotzaleznos¢
moze by¢ szczegdlnie istotna w Srodowisku silnie zaleznym od energii, charakteryzujacym
tkanke neuronowa. Kolejng wazng implikacja jest mozliwa rola biatek z rodziny S100 w ho-
meostazie metabolicznej tkanki neuronowej. Moze to w przysztosci doprowadzi¢ do opraco-
wania nowego, potencjalnie diagnostycznego biomarkera komoérkowych zmian neuropatolo-
gicznych zwigzanych z postepem choroby Alzheimera.Zwigzek migdzy "cukrzyca typu 3" a
rodzing biatek S100 wymaga dalszych badan w celu wyjasnienia mechanizmow dziatania i
ustalenia, czy biatka te moga by¢ celem diagnostycznych lub terapeutycznym dla tych wspot-
istniajgcych jednostek chorobych.
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of diabetes science and technology, 2(6), 1101-1113

Pena, L. A. et al. (1995). beta-Amyloid regulates gene expression of glial trophic substance S100 beta in C6
glioma and primary astrocyte cultures. Brain research. Molecular brain research, 34(1), 118-126

Informacje o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cia naukowa realizowana w wiecej niz
jednej wuczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegoélnosci
zagranicznej wraz z omoéwieniem pozostalego dorobku z okresu calej kariery

zawodowej.

5.1 Dziatalnos¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora wraz 7 informacjq o

wspolpracach krajowych i miedzynarodowych.
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Prace badawcze prowadzone przeze mnie przed uzyskaniem stopnia doktora, przede
wszystkim byly skupione na poznaniu mechanizmu dziatania kompleksu biatkowego bogatego
w Proling (PRP), znanego réwniez pod nazwa kolostrynina - wykazujgcego dzialanie terapeu-
tyczne w AD. Tabletki lub kapsutki zawierajace kolostryning sg dostgpne w wielu krajach na
$wiecie 1 sg sprzedawane jako suplement diety OTC pod réznymi nazwami handlowymi, w
tym Colostrinin®, MemoryAid, CogniSure, Cognase, Cognate, Memory Protect czy Dyna.
Czes¢ eksperymentalng przeprowadzatam w Laboratorium Immunochemii Ogoélnej IITD PAN
w ramach trzyletniego grantu badawczego oraz rocznego stypendium naukowego Fundacji Ro-
dziny R&K Hoppenbrouwers-Migacz.

Kolostrynina zostata po raz pierwszy wyizolowana z siary owczej w 1974 roku przez
prof. M. Janusz z IITD PAN, a nastgpnie scharakteryzowana biochemicznie i1 biologicznie.
PRP wykazuje aktywno$¢ regulacyjng w: indukcji cytokin, wptywa na odpowiedzi komor-
kowe, zarowno in vivo, jak 1 in vitro, przywraca rownowage w komoérkowej odpowiedzi im-
munologicznej. Posiada zdolno$¢ do hamowania nadmiernej produkcji reaktywnych form tlenu
1 tlenku azotu. Biorgc pod uwage role uktadu odpornosciowego w patogenezie AD oraz za-
réwno immunotropowa, jak i regulacyjng aktywno$¢ PRP wspomagajacg wydzielanie cytokin
i reaktywnych form tlenu, zaproponowano potencjalne dziatanie terapeutyczne kompleksu
PRP w AD. Wartos$¢ kliniczng zgloszono we wstgpnym badaniu z podwdjng kontrolg (Slepa
proba i placebo), w ktorym podawanie doustne tabletki zawierajacej 100ug PRP, poprawiato
wyniki testow psychologicznych pacjentow z AD 1 zapobiegato dalszemu pogorszeniu stanu
ogblnego zdrowia. Co najwazniejsze, podawanie kompleksu PRP skutkowalo stabilizacja
funkcji poznawczych i poprawa zdolnosci do wykonywania rutynowych czynnosci domowych.
Aby uzyska¢ dalszy wglad w mechanizm dziatania kompleksu PRP, postanowitam zbada¢ jego
wplyw na réznicowanie i1 aktywno$¢ fagocytarng komoérek monocytowych/ makrofagowych.
Dostarczytem dowodéw na to, iz fenotypowe (ekspresja markeréw CD11b 1 CD14) oraz funk-
cyjne (fagocytoza) réznicowanie komorek HL-60 zmniejsza si¢ odpowiednio o okoto 22%,
40% 1 60-64% w obecnosci komplekus PRP dodanego do komorek jednoczesnie z czynnikiem
roznicujacym. Tego efektu nie obserwowano podczas stosowania preparatu kontrolnego, ta-
kiego jak poli-L-proliny lub albuminy surowicy wotowej. Kompleks PRP nie miat wptywu na
réznicowanie komorek THP-1 wykazujacych cechy komorek juz czgsciowo zréznicowanych
(wyzszy poziom ekspresji CD11b 1 CD14 oraz zdolno$¢ do fagocytowania). Dowiodtam, iz
kompleks PRP jest czynnikiem specyficznie modyfikujagcym wczesne fenotypowe i funkcjo-
nalne etapy procesu réznicowania komorek. Podczas badan nad komoérkami HL-60 1 THP-1

wykazalam, ze po stymulacji induktorami procesow zapalnych, komorki te nie wydzielaty
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tlenku azotu i reaktywnych form tlenu. Badanie wptywu kompleksu PRP na indukcje wydzie-
lania cytokin, w przypadku komoérek HL-60 réznicowanych witaming D3, po dodaniu jedno-
czesnie z czynnikiem roznicujgcym, hamuje ekspresje genow dla interleukiny 1B i czynnika
martwicy nowotworéw o (odpowiednio o 44% 1 39%). Podobnie jak w przypadku ekspery-
mentow badajacych wptyw na proces fagocytozz i ekspresji markerow réznicowania, efekt
dziatania kompleksu PRP byl zauwazalny we wczesnych stadiach roznicowania oraz swoisty
(brak efektu po zastosowaniu poli-L-proliny lub albuminy surowicy wotowej). Badania te,
przeprowadzone podczas mojego pierwszego roku pracy doktorskiej, zostaty opublikowane w
wysokopunktowanym czasopi$mie o migdzynarodowym zasiggu. Prowadzitam réwniez bada-
nia nad wplywem kompleksu PRP na poziom Ca?* w cytozolu w odniesieniu do obserwowa-
nych w AD zaburzen homeostazy wapnia. Odkrytam, ze wzrost poziomu Ca*" indukowany
przez N-formylometionylo-leucylo-fenyloalaning (fMLP) lub zagregowana, toksyczng forme
AB42 byt hamowany przez jednoczesne dodanie kompleksu PRP. Poréwnanie indukcji po-
ziomu Ca** przez fMLP w obecnosci lub bez zwiazku helatujacego (kwas egtazynowy, EGTA)
sugeruje, ze wzrost wolnych jonow wapnia w komdrkach byt spowodowany przez fMLP/A P42,
ktére powodujg otwarcie kanalow jonowych umozliwiajace naptyw jonow do komorki. Uzy-
skane wyniki wskazuja, ze kompleks PRP moze uczestniczy¢ w regulacji aktywacji kanatow
jonowych. Wysoka zawarto$¢ reszt proliny i aminokwasow hydrofobowych w sktadzie ami-
nokwasowym kompleksu PRP sugeruje, ze peptydy ten moze hamowac agregacje APa2, a takze
powodowac¢ dezagregacje juz istniejacych ztogow amyloidu. Monitorujac agregacje i tworze-
nie struktur wtoknistych poprzez zmiany w widmach dichroizmu kotowego , wykazatam, ze
podczas agregacji nastgpuje powstanie konformacja przypadkowej struktury cewki (ang. ran-
dom coil structure) w arkuszu f. W widmach CD zachodzi zmiana w obecno$ci fragmentu
nonapeptydowego PRP (NP), ktéry oddzialuje z AP4>, hamujac przejscie konformacyjne z
struktury przypadkowej cewki do B arkusza. Wptyw NP na agregacje i dezagregacje A4 za-
obserwowalam réwniez poprzez poroéwnanie interkalacji tioflawiny T w struktury arkuszy .
Analizowatam obrazy pod mikroskopem sit atomowych paratéw wolnych od agregatow i czg-
sciowo zagregowanych inkubowanych przez 1-6 dni z NP lub bez NP. Co wigcej, uzyskane
wyniki sugeruja, ze m.in. dziatanie terapeutyczne kompleksu PRP/Kolostryniny moze by¢
zwigzane nie tylko z hamujacym wplywem jednego ze sktadnikéw catego kompleksu — NP, na
agregacje, ale moze rowniez wywota¢ solubilizacje powstajacych wczesniej ztogow amyloi-
dowych. Uzyskane wyniki sg zgodne z hipotezg, ze kompleks PRP ma zdolno$¢ ochrony ko-

morek przed stresem oksydacyjnym i jego dalszymi konsekwencjami oraz podkreslaja jego
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przydatnos$¢ w zapobieganiu i/lub leczeniu choréb zwigzanych z wiekiem. Badania przepro-
wadzone w pracy doktorskiej realizowatam jako wykonawca w ramach grantéw KBN oraz
bytam stypendystg fundacji Barbary i Rudolfa Hoppenbrouwers (G1-G2). Uzyskane wyniki
badan byly podstawa do stworzenia publikacji oryginalnych, ktoére zostaty opublikowane w
wysokopunktowanych czasopismach (H1-H3) Badania te byty réwniez przedstawiane na sym-
pozjach krajowych i zagranicznych (C1-3). W trakcie studiéw doktoranckich prowadziatam
rowniez zajecia ze studentami III roku kierunku Biotechnologii na Wydziale Biologii (teraz
Wydziale Biotechnologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Bralam rdwniez udzial w warsztatach
pt.: "Wykrywanie i analiza sekwencji kwaséw nukleinowych" (2004) w Instytucie Biologii
Molekularnej 1 Biotechnologii Uniwersytetu Poznanskiego we wspotpracy z Akademig Rolni-
cza, Katedra Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci, Poznan. Bytam koordynatorem 38
Zjazdu Polskiego Towarzystwa Biochemicznego (2002) oraz Dolnos$laskiego Festiwalu Nauki
(1998-2000).

H1. Janusz M., Woszczyna M., Lisowski M., Kubis A., Macata J., Gotszalk T., Lisowski J.
(2009) Ovine colostrums nanopeptide affects amyloid beta aggregation. FEBS Letters, 583 (1):
190-196

H2. Kubis A. (2008). Alheimer Disease — experimental models and new prospects in therapy.
Arch. Imm. Ther. Exp., 62: 372-392 (in polish)

H3. Kubis A., Marcinkowska E., Janusz M., Lisowski J. (2005). Studies on the mechanism of
action of a proline-rich polypeptide complex (PRP): Effect on the stage of cell differentiation.
Peptides, 26(11): 2188-2192

C1. Kubis A., Janusz M. (2007) Studies on mechanism of action of proline-rich polypeptide
(PRP) — effect on cytokine induction. Poster presentation on 8" International AD/PD Confer-
ence, Salzburg, Austria.

C2. Kubis A., Marcinkowska E., Janusz M., Lisowski J. (2004) Studies on mechanism of action
of proline-rich polypeptide (PRP) — effect on phagocytosis. Poster presentation on 29" Meeting
of Federation of European Biochemical Societies, Warsaw, Poland

G1. Stypendium Fundacji Rodziny Hoppenbrouwers (2007—2008) — beneficjent dotacji

G2. Grant badawczy pt.:”Badania nad mechanizmem dziatania PRP/Colostrininy — preparatu
wytkazujacego terapeutyczne efekty w chorobie Alzheimer’a.” (Nr. 4PO5A01518) Komitetu
Badan Naukowych MEiN, grant doktorancki (2003—-2007) cztonek zespotu badawczego

5.2 Dzialalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora wraz 7 informacjq o

wspolpracach krajowych i miedzynarodowych.
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Moim drugim osiaggni¢gciem w ramach pracy habilitacyjnej sg badania realizowane podczas
pobytu w Laboratorium Neuropatologi na Oddziale Neurologii V Narodowego Instytytutu
Neurologicznego (Mediolan, Wtochy). Po uzyskaniu stopnia doktora postanowitam zdoby¢
doswiadczenie poza granicami Polski oraz nauczy¢ si¢ nowych technik, zwtaszcza zwigzanych
z modelami zwigrzecymi AD. Bratam udziat w sprawdzeniu nastepujacych hipotez:

(1) analiza potencjalnego wystepowania specyficznej heterogenicznosci molekularnej a co za
tym idzie mozliwo$¢ wyodrebnienia wyraznych profili agregatow A3

(i1) okreslenie cech molekularnych charakteryzujacych odrebne profile agreagtow A

(ii1) analiza r6znic w profilach molekularnych wptywajacych na wtasciwosci fizykochemiczne
agregatow AP, ktore mogg by¢ zaangazowane w generowanie roznych fenotypow AD.

We wspétpracy z Skirball Transgenice Facility w NY University School of Medicine, USA

wygenerowali$my transgeniczng lini¢ myszy z mutacja A673V pod kontrola sekwencji pro-

motora Thyl.2 (APPit), ktore zostaly wykorzystane do dalszych badan. Zatozytam hipotezg,

ze podobnie jak u homozygotycznych nosicieli mutacji APPit, zaobserwujemy u myszy wcze-

sne odktadanie si¢ toksycznych form AP, zas$ ekspresja ludzkiego dzikiego typu APP wraz z

APPit zapobiegnie amyloidogenezie natomiast mutacja APPit zahamuje amyloidogeneze, gdy

bedzie ekspresjonawana razem z APPSVE

u myszy APP23. Nasze badania koncentrowaty si¢
na jednym z aspektow molekularnych, ktore moga prowadzi¢ do generowania réznic w wila-
sciwos$ciach strukturalnych ztogéw AP, ktore z kolei mogg by¢ zaangazowane w generowanie
odrebnych fenotypow AD. Ta heterogenicznos$¢ jest bardzo ztozonym zjawiskiem, ktorego
molekularne podstawy sa nadal w duzej mierze niezbadane. Ostatnio korelacja mi¢dzy struk-
turg fibryli AP a zmianami fenotypu AD zostala wykazana za pomoca pomiar6w magnetycz-
nego rezonansu jagdrowego w stanie statym w strukturach fibryli zbudowanych z AB4o 1 AP42
wyizolowannych z homogenatow tkanki mozgowej pozyskanej od pacjentéw z AD. Badania
te wykazaty, ze istnieje jako$ciowa roznica mi¢dzy agregatami AP w tkance mézgowej pa-
cjentow z AD i ze ta rdznica moze powodowac¢ generowanie odrgbnych fenotypow. W czasie
mojego pobytu odkrytam, ze zarowno w sporadycznych, jak i genetycznie zdeterminowanych
formach AD, agregaty amyloidowe wykazuja r6znice w sktadzie biochemicznym form Ap.
Takie r6znice sg zwigzane ze zmianami w kinetyce agregacji, opornoscia na degradacj¢ przez
proteazy, aktywno$cia rozprzestrzeniania si¢ in vitro 1 zdolnoscig do indukowania procesow
amyloidogennych w modelach zwierz¢cych. OdkryliSmy, ze AP jest wytwarzany poczawszy
od r6znych mieszanin peptydow AP, ktore uczestnicza w sktadzie biochemicznym amyloidu.
Heterogeniczne formy AP moga podlega¢ rdznorakim szlakom agregacji, generujac ztogi AP,

ktére wykazuja rézne wilasciwos$ci toksyczne, w zaleznosci od przebiegu fazy opdznienia i
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wzrostu w ich kinetyce agregacji. Wykazuja one rowniez zmienno$¢ w aktywnos$ci siewnej na
monomerycznym A4, jako substracie, ktora zalezy od powinowactwa nasiono-substrat pod-
czas procesu polimeryzacji. Agregaty ztozone z roznych form AP maja rozbiezng odpornos¢
na degradacje¢ przez proteazy, dajac poczatek agregatom, ktoére mogg mie¢ rézng stabilnos¢
czy toksyczno$¢ in vivo. Rozne formy AP majg zréznicowang zdolno$¢ hamowania lub przy-
spieszania procesu amyloidogenezy w zwierzecych modelach AD oraz powoduja powstanie
charakterstycznych profili ztogow amyloidowych u myszy, ktérym wstrzyknigeto homogenaty
tkanki nerwowej z ludzkiego mozgu. Zaobserowane przez mnie zjawiska potwierdzajg hipo-
teze, ze zmienno$¢ fenotypow AD moze wynika¢ z istnienia potencjalnie duzej ilo§ci mody-
fikacji agregatow AP. W zwiazku z tym szczegdlowa analiza wlasciwos$ci agregacji i wysiewu
AP moze prowadzi¢ do nowej klasyfikacji AD, opartej na identyfikacji podtypow odrebnych
agregatow makromolekularnych AP. Podczas pobytu na stazu Post-Doc pracowatam ze zwie-
rz¢tami trangenicznymi — myszami z mutacja biatka APPit (A673V) oraz APP23, przygoto-
wywalam pobrany material/tkanke nerwowga do dalszych badan, wykonywatam barwienia im-
munohistopatologiczne oraz zdj¢cia na mikroskopie fluorescencyjnym, ktore nastepnie anali-
zowatam. Dodatkowo oprocz pracy typowo eksperymentalnej bytam odopowiedzialna za ba-
dania diagnostyczne. Wykonywatam oznaczenia poziomu biatka 14.3.3 w CSF pacjentow z
podejrzeniem choroby Creutzfeldt- Jakob’a stosujac rozdziat elektroforetyczny biatek a na-
stepnie Western-Blot z przeciwciatami przeciwko biatku 14.3.3. Do diagnostyki pacjentow z
roznymi formami chordb degeneracyjnych oznaczalam poziom APso, AP42, biatka tau catko-
witego oraz jego ufosforylowanej formy za pomoca testow ELISA. Wszystkie tego badania,
ze wzgledu na kontakt z materiatem zakaznym, przeprowadzatam, po dopowiednim przeszko-
leniu, w laboratorium o podwyzszonym stopniu bezpieczenstwa (BSL-3). Bytam jedynym ob-
cokrajowcem w laboratorium sktadajgcym si¢ z ok. 20 pracownikéw co wymagato duzej ela-
styczno$ci w komunikacji i wspotpracy. Badania przeprowadzone w ramach stazu podoktor-
skiego realizowatam jako wykonawca w ramach 6 grantow narodowych i mi¢dzynarodowych
(G3-G8). Uzyskane wyniki badan byty réwniez przedstawiane na sympozjach krajowych i
zagranicznych (C1-3) oraz byly podstawg do stworzenia wieloosrodkowej publikacji orygi-
nalnej, ktora zostata opublikowana w wysokopunktowanym czasopi$mie.(H4)

G3. "Marker biologici di neurodegenerazione” (2008-2009) cztonek zespotu badawczego

G4. "Genoproteomics of age related disorders” — (2009) cztonek zespotu badawczego

GS. "Fattori di rischio genetico e indicatori biologici periferici di conversione da mild cognitive
impairment a malatia di Alzheimer” (2010) cztonek zespotu badawczego
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G6. "Novel therapeutic strategies for Alzheimer’s disease and other amyloidoses.: analysis of
their efficacy in transgenic C. elegans expressing human proteins” (2011) cztonek zespotu
badawczego

G7. ,,Mechanism of neurodegeneration and phenotypic heterogeneity in inherited prion dis-
eases: pathophysiological involvement of prion proteins in membrane trafficking and sig-
nal-ing” (2011) cztonek zespotu badawczego

G8. "Trans-suppression of Abeta amyloidogenesis in cellular and nematode models” (2012)
cztonek zespotlu badawczego

GY9 "Bad gene, good gene: a recessive APP mutation can be both” (2012) cztonek zespotu
badawczego

G10 "Development of Alzheimer disease therapeutics based on natural variant of Amyloid beta
that hinders amyloidogenesis” (2013) cztonek zespotu badawczego

H4. Di Fede G., Catania M., Maderna E., Ghidoni R., Benussi L, Tonoli E., Giaconne G., Moda
F., Paterlini A., Campagnani L., Sorrentino S., Colombo L., Kubis A., Bistaffa E., Ghetti
B., Tagliavini F. (2018) Molecular subtypes of Alzheimer's disease. Sci.Rep. 8;3269

C1. Diomede L., Salmona M., Catania M., Romeo M., Stravalaci M., Moda F., Kubis A.,
Tagliavini F., DiFede G. (2011) Bad gene, good gene: recessive APP mutation can be both.
Prezentacja ustna dla Fundacji Theleton w ramach Grantu realizowanego w latach 2010-
2013: Nuove prospettive terapeutiche per la malattia di Alzheimer basate su una variante
di Abeta che inibisce I’amiloidogenesi

C2. Di Fede G., Ghidoni R., Catania M., Giaccone G., Benussi L., Moda F., Gobbi M., Moro
M., Kubis A., Ruggerone M., Ghetti B., Binetti G., Salmona M., Tagliavini F (2012). Phe-
notypic heterogeneity of Alzheimer’s disease: towards the identification of molecular de-
terminants underlying distinct clinico-pathological subgroups. Plakat na mi¢dzynarodowe;j
konferencji - Alzheimer 's Association International Conference, (Vancouver, British Co-
lumbia, USA) Alzheimer’s and Dementia, 8(4) Suppl.:P653

C3. Di Fede G., Catania M., Giaccone G., Ghidoni R., Albertini V., Moda F., Kubis A., Moro
M., Ruggerone M., Tagliavini F. (2012) Phenotypic heterogeneity of Alzheimer’s disease:
towards the identification of molecular determinants underlying distinct clinico-patholog-
ical subgroups. Prezentacja ustna na VII konferencji krajowej SINdem - Associazione au-
tonoma aderente alla Societa Italiana di Neurologia per le demenze (Neapol, Wlochy)

Po prawie 5-letnim stazu podoktorskim oraz rocznym urlopie macierzynskim, w pazdzier-
niku 2014 roku wygratam konkurs na stanowisko adiunkta w Katedrze i Zaktadzie Toksyko-
logii, Wydziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. Zostatam rowniez kie-
rownikiem Pracowni Toksykologii Molekularnej, gdzie do dzisiaj prowadz¢ badania neuroto-
skykologiczne na liniach komorkowych. Zainteresowatam si¢ tematykg wspotistnienia chorob
uktadu nerowowego ze szczegdlnym naciskiem na wptyw zmian metabolicznych na rozwoj

chorob neurodegeneracyjnych. By wdrozy¢ si¢ w tematyke napisatam publikacje przegladowa,
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ktora zostala opublikowana w wysokopunktowanym czasopi$mie o zasiegu miedzynarodo-
wym: Kubis A., Piwowar A (2015) The new insight on the regulatory role of the vitamin D3
in metabolic pathways characteristic for cancerogenesis and neurodegenerative diseases.
Ageing Res.Rev. 24 part B;126-137 1F:7,526 Pkt. MEiN:45. Zostalam réwniez opiekunem po-
mocniczym dwdch prac magisterskich prowadzonych przez prof. J. Saluk, ktére skupialy si¢
na potwierdzeniu badaniami biochemicznymi symulacji komputerowcyh wykowanych we
wspolpracy z Wojskowg Akademig Techniczng w Lodzi. Badania wykonane metodami bioin-
formatycznymi, polegajacymi na komputerowym okresleniu stopnia powinowactwa niekto-
rych polifenoli do acetylocholinoesterazy wykazaty, ze istnieja polifenole, ktore przytaczaja
si¢ $cisle do centrum aktywnego tego enzymu, a ich powinowactwo do tego enzymu jest sil-
niejsze niz bojowych srodkéw toksycznych takich jak sarin. Celem pracy byta ocena wplywu
badanych polifenoli (sylibina, naringenina, hesperetyna, apigenina, bajkaleina i diosmetyna)
na aktywnos¢ acetylocholinesterazy w trzech uktadach badawczych:

a. inkubacja krwi pelnej z polifenolem

b. inkubacja osocza z polifenolem

c. inkubacja czystego (komercyjnie dostepnego) enzymu z polifenolem

Jako kontrole pozytywna uzyli§my donepezilu, leku stosowanego w chorobach demieliniza-
cyjnych typu stwardnienie rozsiane, czy w AD.
Aby zapewni¢ sobie zrédto finansowania dalszych planowanych eksperymentow, w 2015 r.
napisalam projekt grantowy pt.:The interaction between multi-edged sword of vitamin D3 and
Pinl in cancer and neuropathological disorders” w ramach Installation Grant EMBO. Plano-
watam w nim badania interakcji pomi¢dzy szlakami metabolicznymi wit. D3 a aktywno$cia
biatka Pinl w modelach badawczych AD oraz nowotworu piersi. Niestety nie uzyskatam fi-
nansowania w ramach tego projektu a kolejne péttora roku wykorzystatam na urlop macierzyn-
ski i wychowawczy.

Po powrocie w pazdzierniku 2018 r. ztozylam wniosek konkursowy w programie Minia-
tura 2 (nr rej. 2018/02/X/NZ3/03393) pt.: ,,Wspotwystepowanie cukrzycy typu Il z chorobami
neurodegeneracyjnymi. Badanie in vitro wptywu hiperglikemii oraz hiperinsulinemii na meta-
bolizm biatek z rodziny S100 - potencjalnych markeréw rozwoju choroby Alzheimera'a.” Za-
obserwowane przez innych naukowcow zaleznosci pomigdzy zaburzeniami metabolicznymi
zwigzanymi z T2DM, a szlakami wptywajgcymi na funkcjonowanie neurondéw byly podstawa
proponowanego przeze mnie badania naukowego tj. analizy jakosciowej 1 iloSciowej wybra-

nych biatek S100 w warunkach glukotoksycznos$ci oraz hiperinsulinemii w modelowych ludz-
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kich liniach neuronalnych SH-SY5Y. Nieuzyskatam pozytywnej opinii dotyczacej finansowa-
nia tego projektu. Napisatam rowniez kolejng prace przegladowa (P1), ktéra zostata opubliko-
wana w wysokopunktowanym czasopismie o zasiggu mi¢dzynarodowym a wchodzi w sktad
pracy habilitacyjnej. Zostalam zaproszona do wspotpracy z prof. 1. Fecka z Katedry i Zaktadu
Farmakognozji Wydziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, ktora polegala
na analizie potencjalnego dziatania hamujacego zwigzkéw pochodzenia roslinnego (kwercy-
tyny, taksyfoliny i luteoliny) na aktywnos$¢ a-amylazy w surowicy krwi pacjentow z roznymi
zaburzeniami metabolizmu glukozy. Wiekszo$¢ eksperymentéw dotyczacych modulujacego
wplywu polifenoli na aktywno$¢ a-amylazy przeprowadzono na dost¢pnych na rynku izolo-
wanych enzymach. Kilka badan przeprowadzono przy uzyciu modeli zwierzecych, jeszcze
mniej eksperymentéw przeprowadzono na enzymie z trzustki zwierzecej 1 prac analizujgcych
aktywno$¢ a-amylazy z ludzkich probek biologicznych jest nie wiele. Ze wszystkich badanych
flawonoidow najciekawsze wyniki uzyskatam po inkubacji z luteoling. Wydaj¢ si¢, Ze luteolina
moze dziala¢ w inny sposob niz kwercetyna i taksyfolina, co moze by¢ powigzane z réznicami
strukturalnymi miedzy tymi zwigzkami. Poniewaz dane ex vivo oferujg jedynie czastkowe in-
formacje, skutecznos$¢ polifenoli u ludzi wymaga dalszych badan, a mechanizm lezacy u pod-
staw musi zosta¢ szczegdtowo scharakteryzowany. Nasze badania byly jednym z niewielu,
ktore wykorzystywaty a-amylaze ludzkiej surowicy, a zatem prawdopodobnie bedg bardziej
istotne dla ludzi niz osoby stosujace komercjalnie dostepna a amylaze trzustkowg lub §winska.
Prace badawcze te zakonczyty si¢ przygotowaniem plakatu konferencyjnego: Matera-Witkie-
wicz A., Kubis-Kubiak A., Laskowski M., Fecka 1., Kozera L., Piwowar A. (2018) Wroclaw
Medical University Biobank: biosharing of biological samples for scien-tific purposes. To-
wards comprehensive population studies - Bialystok PLUS. Biatystok, s.[23-24]; oraz napisa-
niem publikacji pt.: Examination of selected polyphenols as modulators of alpha-amylase ac-
tivity in patients with different stage of carbohydrate metabolism disturbances®, ktora jest przy-
gotowana do wystania do wysokopunktowanego czasopima o mi¢dzynarodowym zasiegu.

W dniach 21-23.06.2018 uczestniczylam w Workshop on Integrative Approaches in Neu-
rodegeneration organizowane w ramach dziatan konsorcjum FlySMALS, finansowanych w ra-
mach migdzynarodowego projektu JPND 2013 “European research projects for Cross-Disease
Analysis of Pathways related to Neurodegenerative Diseases” gdzie prezentowalam plakat pt.:
Kubis-Kubiak A., Di Fede G., Piwowar A. Relations between pleomorphic A3 as-semblies and
distinct AD phenotypes. s.49 poz. P12. W 2018 r. zlozylam rowniez wniosek o stypednium
Funduszu im. E. Niedzwirskiego, ktory wykorzystatam do udziatu w Konferencji The Brain

Conferences "Understanding and targeting Alzheimer's disease" w Rungstedgaard, Denmark
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(5-8.05.2019). Prezentowatam plakat pt.: Kubis-Kubiak A., Piwowar A. ”Comorbidity of dia-
betes with neurodegenerative diseases. In vitro study of the influence of hyper- glycaemia and
-insulinaemia on the me-tabolism of S100B protein - a potential marker for Alzheimer's dis-
ease.” s.43. Rozpoczegtam réwniez prace nad publikacja przegladowa, ktéra stanowi czesc
pracy habilitacyjnej a zostala opublikowana w wysokopunktowanym czasopi§mie o zasi¢gu
migdzynarodowoym (P2). Rownoczesnie w latach 21018-2019 zaplanowatam i rozpoczgtam
badania nad rolg biatek z rodziny S100 w AD.

W 2019 r. nawigzatam wspotprace z dr L. Smirnova (Environmental Health and Engi-
neering, Bloomberg School of Health, John Hopkins University, Baltimore, USA), ktéra jest
Swiatowej stawy specjalista w zakresie opracowywania nowych, bardziej predykcyjnych i
istotnych dla cztowieka metod in vitro w neurotoksykologii rozwojowej. Jako jedna z pierw-
szych opublikowata standardowe procedury operacyjne tworzenia organoidéw mozgowych
pochodzacych z indukowanych pluripotencjalnych komodrek macierzystych. Poza tym, intere-
suje si¢ molekularnymi mechanizmami odpowiedzi komoérkowej na stres srodowiskowy. W
ramach srodkéw uzyskanych ze Stypendium Funduszu Naukowego OS2 RID finansowanych
z projektu pt.:"Wroctawski Uniwersytet Medyczny jako Regionalne Centrum Doskonatos$ci w
dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu" udato mi si¢ wyjecha¢ na staz badawczy do
Laboratorium Center of Alternatives to Animal Testing w Johns Hopkins University, USA.
Glownym celem pobytu byto zapoznanie si¢ z najnowoczesniejszymi technikami in vitro sto-
sowanymi w badaniach toksykologicznych oraz zainicjowanie wspotpracy migdzynarodowe;.
Szkolitam si¢ z zakresu neurotoksycznos$ci: ekspresji genow zwigzanych ze stresem oksyda-
cyjnym oraz specyficznych dla OUN, analizy uwalniania chemokin, cytokin i czynnikow wzro-
stu, oceny mielinizacji i zmian morfologicznych neuronéw. Zaplanowano takze projektowanie
przysztych eksperymentow z zastosowaniem tego modelu w badaniach w jednostce macierzy-
stej. Bratam tez udzial w spotkaniach z przedstawicielami laboratoriéw prowadzacych badania
z zakresu proteomiki oraz neurotoksykologii. Od 2019 nawigzatam roéwniez wspotprace z dr.
B. Wiatrak z Katedry i Zaktadu Farmakologii Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycz-
nego we Wroctawiu. Wspodlpraca ta owocowata wieloma pracami badawczymi uwienczonymi,
mi¢dzy innymi, publikacjami oryginalnymi wchodzacymi w sktad pracy habilitaycjnej (P3-P6)
oraz publikacjg oryginalng nt. wptywu trzech isoform amyloidu (AB2s.35, AP4o 1 AP42) W steze-
niach zblizonych do poziomow fizjologicznych na stres oksydacyjny wywotany podawaniem
lipopolisacharydu lub kokulturowaniem z komérkami mikrogleju - Wiatrak B., Jawien P., Ma-

tuszewska A., Szelag A., Kubis-Kubiak A. (2022) Effect of amyloid-f on the redox system
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activity in SH-SYSY cells preincubated with lipopolysaccharide or co-cultured with microglia
cells. Biomed & Pharmacotherapy 149;112880 IF:7.419 Pkt. MEIN 100.

W 2020 roku réwniez ztozytam wniosek grantowy do konkursu Miniatura 4 (Nr. rej.
2020/04/X/NZ3/01672) w Narodowym Centrum Nauki; pt.: ,,Analiza wptywu réznych form
AP na metabolizm i lokalizacj¢ transporterow glukozy na zréznicowanej linii komorkowej SH-
SYS5Y.” Podstawa proponowanego przeze mnie badania naukowego byta analiza wptywu roz-
nych form A na metabolizm i lokalizacje¢ transporterow glukozy w ludzkich zréznicowanych
komorkach neuroblastoma SH-SYSY. Projekt grantowy nie zostat zakwalifikowany do finan-
sowania. W zwigzku z ogolnoswiatowym trendem zastgpowania badan na zwierzetach labora-
toryjnych i zmniejszania ich liczby UE wydatg dyrektywe (Directive 2010/63/EU) w sprawie
ochrony zwierzat wykorzystywanych do celow naukowych; po raz pierwszy w prawodawstwie
UE; okreslona zostatg zasada ,,3R” (zastgpienie, zmniejszenie, udoskonalenie), ktora stala si¢
wymogiem prawnym przy prowadzeniu badan. Do najnowszych alterantyw dla badan na zwie-
rzetach zalicza si¢ m.in. metody screeningu o duzej wydajnosci (ang. high content screening,
HCS), ktére uproscity jednoczesng identyfikacje oraz kwantyfikacje réznych procesow komor-
kowych. Umozliwiaja one rownolegle pozyskiwanie wielu informacji na poziomie molekular-
nym, komérkowym, tkankowym czy nawet w matych organizmach (np.: Danio prggowany).
Ze wzgledu na swojg uniwersalnos$¢ system ten pozwala na przeprowadzanie badan immuno-
cytochemicznych, skriningu RNAI, testowania genéw reporterowych fluorescencji komorko-
wej, nokautu genow za posrednictwem CRISPR/Cas9 czy badan nad interakcjami biatko-
biatko. Obecnie systemy HCS s3 uwazane za wazne narz¢dzia wspierajace odkrywanie i opra-
cowywanie lekow, w tym: identyfikacj¢ celow, potwierdzenie wtorne, identyfikowanie "cza-
steczki wiodacej" czy mechanizmu dziatania. Ponadto systemy HCS sg stosowane jako narzg-
dzia w toksykologii in vitro do testowania toksycznosci zwigzkow 1 wyjasniania mechanizmu
jego dziatania, znacznie zmniejszajac uzycie zwierzat w badaniach toksykologicznych. Bada-
nia na zwierz¢tach sg kosztowne, cechuje je niska przepustowo$¢ i oraz uzyskiwanie niespdj-
nych wynikow w przewidywaniu toksycznosci u ludzi. Specyficzne dla celu, ukierunkowane
na mechanizm testy in vitro w potaczeniu z modelami obliczeniowymi sg obiecujagce w wyja-
$nianiu ztozonych mechanizméw toksycznosci i okreslaniu priorytetéw zwigzkow do dalszych
doglebnych badan toksykologicznych. Majac na uwadze powyzsze doniesienia i kierujac si¢
checig poprawy jako$ci prowadzonych przeze badan oraz stworzeniem mozliwosci prowadze-
nia badan przedklinicznych ztozylam w 2020 r. wniosek inwestycyjny (Nr. rej.
1A/SP/488316/2021) do Narodowego Centrum Nauki na sfinansowanie zakupu kompletnego

wysokoprzepustowego systemu do obrazowania wieloparametrycznego Opera Phenix Plus,
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ktory jest automatycznym mikroptytkowym mikroskopem konfokalnym o wysokiej przepusto-
wosci przeznaczonym do badan HCS. Umozliwia on rejestracje, analizowanie i zarzadzanie
obrazami w trybach fluorescencyjnym, konfokalnym, jasnego pola i1 z cyfrowym kontrastem
fazowym. Wniosek ten zajat 160 miejsce na liscie rankingowej sposrod 460 ztozonych.
Poszukujac mozliwosci sfinansowania czes$ci badan zaplanowanych dla doktorantki
Pani prof. Piwowar, Pani mgr Katarzyny Lipke w ramach jej pracy doktorskiej w 2021 roku
ztozytam wniosek grantowy do NCN pt.: Ocena wptywu kwasu palmitynowego na metabolizm
komorek SH-SYSY i HMC3” w konkursie Miniatura 5 (Nr. rej. 2021/05/X/NZ7/00703). Ce-
lem planowanych badan pilotazowych byta odpowiedZ na pytanie, czy i jak srodowisko lipo-
toksyczne wptywa na funkcjonowanie komorek wchodzacych w sktad ludzkiego mézgu? Jaki
wplyw maja na wewnatrzkomorkowe, kanoniczne szlaki sygnatowe, biorg udzial w posredni-
czeniu szlaku sygnalowego insuliny (aktywacja/fosforylacja PI3K p85, ERK 1/2, p38 MAPK
1 JNK), na ekspresje receptoréw insulinowych (IR, IGF-1R) w celu sprawdzenia potencjalnego
wplywu na ekspresje transporterow kwasow tluszczowych w komodrkach budujacych system
nerwowy. Mimo pozytywnych ocen, projekt ten nie zostat zakwalifikowany do finansowania.
W 2021 r. zostatam zaprosozna przez dr hab. E.M. Kratz, prof UMW z Katedry Dia-
gnostyki Laboratoryjnej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wrocla-
wiu do wspottworzenia publikacji przegladowej opisujacej badania nad zastosowaniem sirtuin
jako potencjalnych markeréw prognostycznych wybranych stanow patologicznych. Efektem
te] wspotpracy jest publikacja przegladowa w wysokopunktowanym czasopi§mie o zasi¢gu
mi¢dzynarodowym: Kratz E.M., Sotkiewicz K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2021) Sirtuins
as important factors in pathological states and the role of their molecular activity modulators.
Int. J. Mol. Sci. 2021 22;2,630 1F:5,923 Pkt. MEiN:140. Rowniez w 2021 r. rozpoczegtam
wspolprace z dr. Wojciechem Fortung z Kliniki Neurochirurgii Uniwersyteckiego Szpitala Kli-
nicznego we Wroctawiu. Celem wspdlnych badan bylo bylo przede wszystkim przetestowanie
metod hodowli komorek izolowanych z opuszki wechowej z wykorzystaniem materiatlow i od-
czynnikéw certyfikowanych do uzytku farmaceutycznego (GMP) w produkcji produktu zaa-
wansowanej terapii komorkowej przeznaczonej dla ludzi oraz proba zastosowania tych komo-
rek do regeneracji uszkodzenia rdzenia kregowego. Regeneracja catkowicie uszkodzonego
rdzenia kregowego wcigz stanowi wyzwanie we wspotczesnej medycynie. Obiecujacg metoda
leczenia jest autologiczny przeszczep komorek otoczki wechowej (OEC). Wyniki uzyskane
podczas badan zostaty opisane w publikacji oryginalnej - Fortuna W., Wiatrak B., Jawien P.,
Kubis-Kubiak A., Ying L., Daqing L., Tabakow P. (2022) Three-dimensional scaffolds of acid-

solubilized collagen and pepsin-solubilized collagen in cultures of olfactory ensheathing cells
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used in the cellular product for the regeneration of severed spinal cord. In Vivo. 36(5), 2032—
2041 IF:2.155 Pkt. MEIN 40

Poszukujac mozliwosci rozwoju naukowego w 2022 r. zlozytam wniosek grantowy w
konkursie Miniatura 6 (Nr. rej. 2022/06/X/NZ7/00552) Narodowego Centrum Nauki pt.: Mo-
delowanie zaburzen neuropatologicznych w naczyniu - generowanie i charakteryzowanie or-
ganoidow mozgu oraz asembloidow o réznych tozsamosciach regionalnych.” Celem tego pro-
jektu jest staz naukowy oraz nawigzanie wspotpracy z dr Fabio Cavaliere, dyrektorem Biomo-
del Platform for Human Research w ,,Achucarro” Basque Center for Neuroscience Research,
Bilbao, Hiszpania. Laboratorium to zajmuje si¢ badaniami mechanizmow regeneracji komorek
11ich znaczeniu w neurodegeneracji i urazach OUN, zwtaszcza w chorobie Parkinsona i niedo-
krwieniu mozgu. Badania skupiajg si¢ na roli astrocytéw jako mediatoréw metabolizmu 1 zy-
wotnos$ci neuronow. Stosowane przez nas modele eksperymentalne moga obejmowac¢ hodowle
in vitro neuronalnych komorek macierzystych dorostych szczuréw po pluripotencjalne ko-
morki macierzyste pochodzace od pacjentow (iPS). Po uzyskaniu pozytywnej oceny wniosku
zaplanowatam 3 tygodniowy (19.06 - 07.07.2023) staz badawczy, podczas ktérego zaznaja-
mialam si¢ z tematyka badan prowadzonych w laboratorium ze szczeg6lnym naciskiem na ba-
daniach na ludzkich iPS komoérkach neuronalnych oraz ludzkich organoidach mézgowych. Na
tych ostatnich wykonalam rowniez badania sprawdzajace hipoteze¢ potencjalnego dziatania
terapetucznyego ekstraktu z kory francuskiej sosny nadmorskiej (Pinus Pinaster, Pycnoge-
nol®) w leczeniu zespdt nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (ADHD). Wy-
daje sie, iz Pycnogenol® moze dziataé jako inhibitor wychwytu zwrotnego noradrenaliny, po-
dobnie jak lek drugiego wyboru na ADHD (atomoksetyna). Uzyskane wyniki bedg podstawa
pracy oryginalnej, ktéra bedzie jendoczesi¢ podstwa do obrony pracy magisterskiej w roku
2023/24. W jednostce macierzystej przeprowadzimy dodatkowe badania na uzyskanych super-
natantach i organoidach inkubowanych z badanymi substancjami. Celem mojego wyjazdu byto
zaimplikowanie poznanych metod w badaniach prowadzonych w jednostce macierzystej oraz

wypracowanie nowych kierunkdw wspolnych badan.

Pozostale publikacje oryginalne i prace przegladowe

1. Soénicka, A., Piwowar A., Kubis-Kubiak A. Effect of Pycnogenol® on neuritogenesis and
synaptic transport in brain organoids. Investigation of the potential therapeutic effect in

the treatment of attention deficit hyperactivity disorder. (w przygotowaniu)
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10.

Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. Development and optimization of a quick, sim-
ple and effective method for the isolation and cultivation of neuronal and astrocytic cells
obtained from frozen animal material. (w przygotowaniu)

Lipke K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2023) The influence of nucleoside reverse tran-
scriptase inhibitors on microglial activity, lipid content and fatty-acid-binding proteins lev-
els. Advances in Medical Science (w recenzji)

Fortuna W., Wiatrak B., Jawien P., Kubis-Kubiak A., Ying L., Daqing L., Tabakow P.
(2022) Three-dimensional scaffolds of acid-solubilized collagen and pepsin-solubilized
collagen in cultures of olfactory ensheathing cells used in the cellular product for the re-
generation of severed spinal cord. In Vivo. 36(5), 2032-2041 IF:2.155 Pkt. MEiN 40
Lipke K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2022) Molecular mechanism of lipotoxicity as
an interesting aspect in the development of pathological states - current view of
knowledge. Cells 11;5, 844 IF:7.666 Pkt. MEiN 140

Wiatrak B., Jawien P., Matuszewska A., Szelag A., Kubis-Kubiak A. (2022) Effect of am-
yloid-f3 on the redox system activity in SH-SYSY cells preincubated with lipopolysaccha-
ride or co-cultured with microglia cells. Biomed & Pharmacotherapy 149;112880 IF:7.419
Pkt. MEiN 100

Kratz E.M., Sotkiewicz K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2021) Sirtuins as important
factors in pathological states and the role of their molecular activity modulators. Int. J.
Mol. Sci. 2021 22;2,630 IF:5,923 Pkt. MEiN:140

DiFede G., Catania M., Maderna E., Ghidoni R., Benussi L, Tonoli E., Giaconne G., Moda
F., Paterlini A., Campagnani L., Sorrentino S., Colombo L., Kubis A., Bistaffa E., Ghetti
B., Tagliavini F. (2018) Molecular subtypes of Alzheimer's disease. Sci.Rep. 8;3269
IF:4,011 Pkt. MEiN:40

Rorbach-Dolata A., Kubis A., Piwowar A. (2017) Modyfikacje epigenetyczne - wazny
mechanizm w zaburzeniach cukrzycy Post. Hig. Med. Dosw. 71; 960-974 1F:0,783 Pkt
MEiN:15

Kubis A., Piwowar A (2015) The new insight on the regulatory role of the vitamin D3 in
metabolic pathways characteristic for cancerogenesis and neurodegenerative diseases.

Ageing Res.Rev. 24 part B; 126-137 IF:7,526 Pkt. MEiN:45
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Udzial w miedzynarodowych lub krajowych konferencjach naukowych

1.

Dyba A., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2019) Analogies in pathogenesis of Alzheimer's
disease and type 2 diabetes mellitus. W:3rd Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 1-
2.03.2019 ; Wroctaw : Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0., 5.67 poz. P13

Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2019) Comorbidity of diabetes with neurodegenerative dis-
eases. In vitro study of the influence of hyper- glycaemia and -insulinaemia on the metabo-
lism of S100B protein - a potential marker for Alzheimer's disease development. The Brain
Conferences "Understanding and targeting Alzheimer's disease". Rungstedgaard, Denmark,

5-8.05.2019; .43

. Kubis-Kubiak A., Di Fede G., Piwowar A. (2018) Relations between pleomorphic A as-

semblies and distinct AD phenotypes. Abstracts presented at the Workshop on Integrative
Approaches in Neurodegeneration. Lisboa, Portugal, s.49 poz. P12

Matera-Witkiewicz A., Kubis-Kubiak A., Laskowski M., Fecka 1., Kozera L., Piwowar A.
(2018) Wroclaw Medical University Biobank: biosharing of biological samples for scien-
tific purposes. Towards comprehensive population studies - Bialystok PLUS. Biatystok, 13-
14.04.2018; s.23-24

. Rorbach-Dolata A., Kubis A., Oleksy M., Piwowar A. (2015) Neuronal glucotoxicity of

human brain. The 10th International Conference of Young Naturalists "From biotechnology
to environmental protection" - The Interdisciplinary Meeting of Young Naturalists. Zielona
Gora, Poland, 12-15.11.2015; Zielona Gora : The Biologist Scientific Union of University
of Zielona Gora, 2015; s.84 ISBN 978-83-943745-0-1

Rorbach-Dolata A., Kubis A., Piwowar A. (2015) Cancer vs. Neurodegeneration - inverse
comorbidity association. W:Puzzel 2015 - IV Wroctawska Konferencja Studentow Nauk
Technicznych i Scistych. Wroctaw, 18-19.04.2015; s.181

Di Fede G., Ghidoni R., CataniaM., Giaccone G., Benussi L., Moda F., Gobbi M., Moro M.,
Kubis A., RuggeroneM., Ghetti B., Binetti G., Salmona M., Tagliavini F (2012). Phenotypic
heterogeneity of Alzheimer’s disease: towards the identification of molecular determinants
underlying distinct clinico-pathological subgroups. Plakat na Konferencji AICAD 2012
Di Fede G., CataniaM., Giaccone G., Ghidoni R., Albertini V., Moda F., Kubis A., Moro
M., Ruggerone M., Tagliavini F. (2012) Phenotypic heterogeneity of Alzheimer’s disease:
towards the identification of molecular determinants underlying distinct clinico-pathologi-
cal subgroups. Plakat na XLIII Congresso Nazionale di Siocieta Italiana di Neurologia, SIN-

dem Rimini, Italia 6-9.10.2012
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9.

Diomede L., Salmona M., Catania M., Romeo M., Stravalaci M., Moda F., Kubis A., Ta-
gliavini F., DiFede G. (2011) Bad gene, good gene: recessive APP mutation can be both.
Plakat na spotkaniu Theleton 2011

Wspolpraca naukowa wewnetrzna

1.

Wspolpraca z Katedra Farmakologii Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu (dr B. Wiatrak) w zakresie badan nad wptywem trzech fragmentow amyloidu:
AP2s-3s, APi-a01 APi-42 W stezeniach zblizonych do poziomow fizjologicznych na stres ok-
sydacyjny wywolany podawaniem lipopolisacharydow lub kokulturowaniem z komérkami
mikrogleju. Efektem wspotpracy jest publikacja: Wiatrak B., Jawien P., Matuszewska A.,
Szelag A., Kubis-Kubiak A. (2022) Effect of amyloid-p on the redox system activity in SH-
SYS5Y cells preincubated with lipopolysaccharide or co-cultured with microglia cells. Bio-
med & Pharmacotherapy 149; 112880

Wspotpraca z Katedrg Diagnostyki Laboratoryjnej (dr hab. E.M. Kratz, prof UMW) Wy-
dziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu w zakresie tworzenia
pracy przegladowej z badan nad zastosowaniem sirtuin jako potencjalnych markeréw pro-
gnostycznych wybranych stanéw patologicznych. Efektem wspotpracy jest publikacja:
Kratz E.M., Sotkiewicz K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2021) Sirtuins as important
factors in pathological states and the role of their molecular activity modulators. Int. J. Mol.
Sci. 2021 22;2,630

Wspotpraca z Pracownia Przesiewowych Testow Aktywnosci Biologicznej i Gromadzenia
Materiatlu Biologicznego (dr inz. A. Matera-Witkiewicz) Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego we Wroclawiu; w zakresie badan nad potencjalnym zastosowa-
niem wybranych polifenoli (kwercytyny, luteoliny i taksyfoliny) jako inhibitorow a-am-
ylazy w surowicy pacjentéw z roznymi zaburzeniami metabolizmu weglowodanow. Efek-
tem wspoOtpracy jest prezentacja konferencyjna Matera-Witkiewicz A., Kubis-Kubiak A.,
Laskowski M., Fecka 1., Kozera L., Piwowar A. (2018) Wroclaw Medical University Bio-
bank: biosharing of biological samples for scientific purposes. Towards comprehensive po-
pulation studies - Bialystok PLUS. Biatystok, April 13-14, 2018; s.[23-24].

Wspotpraca z Katedra i Zakladem Farmakognozji (prof. Izabela Fecka) wydziatu Farma-
ceutycznego Uniwersytetu Medycznegvo we Wroctawiu; w zakresie badan nad potencjal-
nym zastosowaniem wybranych polifenoli (kwercytyny, luteoliny i taksyfoliny) jako inhi-
bitoréw a-amylazy w leczeniu cukrzycy typu 2. Efektem wspolpracy jest prezentacja kon-

ferencyjna Matera-Witkiewicz A., Kubis-Kubiak A., Laskowski M., Fecka I., Kozera L.,
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Piwowar A. (2018) Wroclaw Medical University Biobank: biosharing of biological sam-
ples for scientific purposes. Towards comprehensive population studies - Bialystok PLUS.

Biatystok, April 13-14, 2018; s.[23-24].

Wspolpraca naukowa zewnetrzna

5.

Wspotpraca z Klinikg Neurochirurgii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego we Wrocta-
wiu (dr. Wojciech Fortuna) w zakresie badan nad nowatowrskimi metodami leczenia
uszkodzenie rdzenia krggowego za pomocg autologicznych przeszczepdéw komorek otoczki
wechowej. Efektem wspoltpracy jest publikacja oryginalna: Fortuna W., Wiatrak B., Jawien
P., Kubis-Kubiak A., Ying L., Daqing L., Tabakow P. (2022) Three-dimensional scaffolds
of acid-solubilized collagen and pepsin-solubilized collagen in cultures of olfactory
ensheathing cells used in the cellular product for the regeneration of severed spinal cord.
In Vivo. 36(5), 20322041

Wspotpraca z Laboratorium Neuropatologi (dr Giuseppe di Fede) Oddziatu Neurologii V
Narodowego Instytytutu Neurologicznego, Mediolan, Wtochy; w zakresie badan nad oceng
czy istnienie réznych "morfotypow" A ma odmienne zdolnosci do rozprzestrzeniania pro-
cesu patologicznego in vivo, po wstrzyknieciu do modeli zwierzecych. Efektem wsporacy
jest prezentacja konferenycjna: Kubis-Kubiak A., Di Fede G., Piwowar A. (2019) Relations
between pleomorphic AP assemblies and distinct AD phenotypes. Abstracts presented at
the Workshop on Integrative Approaches in Neurodegeneration. Lisboa, Portugal, 21-23
June 2018; s.49 poz. P12

Wspotpraca z Center for Alternatives to Animal Testing (dr Lena Sminorva) Johns Hopkins
University, Baltimore, USA w zakresie badan nad zastosowaniem modelu komorkowego
3D “mini-brains” do analizy wptywu zaburzen metabolicznych gluzkoy i insuliny na pro-
ces powstawania ztogéw amyloidowych. Badania trwajg.

Badania zlecone dla firmy Hasco Lek. Stworzenie planu eksperymentow przewidzianych
do realizacji w ramach badan zamawianych pt.: ”Test transformacji komérkowej pod wpty-
wem leku Urosal oraz jego aktywnych skladnikéw”. Wedtug wytycznych uzyskanych z
firmy stworzylam projekt badawczy zaktadajacy uzycie testu in vitro transformacji komor-
kowej Bhas 42 CTA wedlug protokolu DB-ALM Protocol n°156. Badania nie ruszyly ze
wzgledu na brak finansowania w budzecie firmy.

Wspotpraca z dr Fabio Cavaliere, Dyrektorem Laboratorium Biomodel Platform for Hu-
man Research w ,,Achucarro” Basque Center for Neuroscience Research, Bilbao, Hiszpa-

nia w ramach nowo przyznanego grantu Miniatura 6 (Nr rejestracyjny:
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2022/06/X/NZ7/00552) pt.: ,,Modelowanie zaburzen neuropatologicznych w naczyniu —
generowanie 1 charakteryzowanie organoidow mozgu oraz asembloidow o réznych tozsa-

mosciach regionalnych”. Rozpoczecie badan.

Udzial w projektach badawczych

1.

10.

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.: "Marker biologici di neurodegenerazione”-
RF92-CONV.71,6 MS S LUCIA, (01.10.2008 — 31.03.2009)

Czlonek zespotlu badawczego projektu pt.: ,,Genoproteomics of age related disorders” -
RA3 Cariplo-Nobel (01.04.2009 -31.12.2009)

Cztonek zespotu badawczego projektu pt.: "Fattori di rischio genetico e indicatori biolo-
gici periferici di conversione da mild cognitive impairment a malatia di Alzheimer — RF
112 MS Strategico (01.01.2010 —31.12.2010)

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.:’Novel therapeutic strategies for Alzheimer’s
disease and other amyloidoses.: analysis of their efficacy in transgenic C. elegans express-
ing human proteins.” — RA53 Cariplo-Nobel (01.01.2011-30.06.2011)

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.:”Mechanism of neurodegeneration and pheno-
typic heterogeneity in inherited prion diseases: pathophysiological involvement of prion
proteins in membrane trafficking and signaling” RA57 (01.07.2011-31.12.2011)

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.: "Trans-suppression of Abeta amyloidogenesis
in cellular and nematode models.” — Grant Alzheimer Association (01.01.2012-
31.02.2012)

Cztonek zespolu badawczego projektu pt.: "Bad gene, good gene: a recessive APP muta-
tion can be both.” — RT 16, Telethon, (01.04.2012-31.12.2012)

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.: "Development of Alzheimer disease therapeu-
tics based on natural variant of Amyloid-beta that hinders amyloidogenesis.” — RF 136
(01.01.2013-11.04.2013)

Czlonek zespolu badawczego projektu naukowego pt.:“Wplyw interakcji estrogenow z
metaloestrogenem na komorki gruczolu sutkowego.” realizowany w ramach srodkow
przynanych przez Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu. Nr. wewnetrzny simple:
ST.D150.18.004 (01.10.2018 - 30.09.2019)

Wykonawca zadania w projekcie pn. ,,Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu jako Regio-
nalny Osrodek Doskonatosci w dziedzinie nauk medycznych 1 nauk o zdrowiu” realizo-
wanym w ramach §rodkow przyznanych przez Ministerstwo Edukacji Nauki w programie

,Regionalna Inicjatywa Doskonatosci” (RID) — nr umowy 016/RID/2018/19. Projekt ma

53



11.

12.

13.

14.

15.

przyczyni¢ si¢ do rozwoju badan naukowych i prac rozwojowych na Uniwersytecie Me-
dycznym we Wroctawiu. Projekt numer 016/R1D/2018/2019

Cztonek zespotu badawczego projektu naukowego pt.:*“ Ocena zmian ekspresji wybranych
biatek z rodziny uroplakin (II i IIla) w wybranych nienowotworowych chorobach urolo-
gicznych.” realizowany w ramach srodkow przynanych przez Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu. Nr. wewnetrzny simple: SUB.D150.21.097 (01.10.2020-30.09.2022)
Czlonek zespotu badawczego projektu naukowego pt.:” Ocena udziatu wybranych kseno-
biotykykéw w zaburzeniach réwnowagi redox u oséb narazonych §rodowiskowo.” reali-
zowany w ramach $rodkow przynanych przez Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu. Nr.
wewnetrzny simple: SUBZ.D150.22.043 (1.01.2022 -31.12.2022)

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.:” Analiza proceséw neurozapalnych i demielini-
zacyjnych w badaniach in vitro oraz in vivo. grant badawczy przyznany przez Wroctawski
Uniwersytet Medyczny, Nr. wewngtrzny simple: SUBK.D150.22.027 (1.01.2022 -
31.12.2022)

Kierownik projektu pt.;”Wplyw lekéw z grupy odwrotnej inhibitorow odwrotnej
transpkryptazy na homeosatz¢ lipidow jako potencjalnych induktoréw lipotoksycznosci w
komorkach nerwowych.” Grant badawczy przyznany przez Wroctawski Uniwersytet Me-
dyczny. Nr. wewnetrzny simple: SUBK.D150.22.038 (1.01.2022 - 31.12.2022)
Kierownik grantu Miniatura 6 pt.: ,,Modelowanie zaburzen neuropatologicznych w naczy-
niu — generowanie i charakteryzowanie organoidow mozgu oraz asembloidéw o roznych
tozsamosciach regionalnych” finansowany ze $srodkéw Narodowego Centrum Nauki. Nr.

wewnetrzny simple: MINL.D150.22.002 (1.10.2022 - 30.09.2023)

Staze badawczo-naukowe

1)

2)

01.10.2008 - 15.04.2013r. Staz badawczy Post-Doc w Laboratorium Neuropatologii V,
LLR.C.C.S. National Neurological Institute "Carlo Besta", Mediolan, Wtochy. Prowadzitam
badania przedkliniczne nad nowymi strategiami terapeutycznymi w chorobie Alzheimera.
Charakteryzowatam wtasciwosci biochemiczne mutacji A673V APP. Praca w laborato-
rium o podwyzszonym standardzie bezpieczenstwa — BCL2. Wykonywatam testy diagno-
styczne w kierunku choroby Alzheimer’a, Parkinsona, Creuzfeld’a-Jackob’a, Zespotu
Gerstmanna-Strausslera-Scheinkera oraz demec;ji.

28.02 - 10.03.2020r. Staz naukowy w Center for Alternatives to Animal Testing, John Hop-

kins University, Baltimore, MD, USA Szkolenie w zakresie rozwoju i hodowli kokultur
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3)

organotypowych 3D takich jak: BrainSphere i LUHMES. Szkolenie z zakresu neurotok-
sycznos$ci - ekspresja genoOw zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i specyficznych dla
OUN, analiza uwalniania chemokin, cytokin i czynnikdw wzrostu, ocena mielinizacji i
zmian morfologicznych w neuronach. Profilowanie transkryptomu i analiza proteomiczna.
19.06.2023 - 07.07.2023r. Staz badawczy w Laboratorium Biomodel Platform for Human
Research w ,,Achucarro” Basque Center for Neuroscience Research, Bilbao, Hiszpania.
Zapoznawatam z technikami hodowli ludzkich organoidow mozgowych. Przeprowadzitam
tez badania na ludzkich organoidach mozgowych sprawdzajace hipotezee potencjalnego
dziatania terapetucznyego ekstraktu z kory francuskiej sosny nadmorskiej (Pinus Pinaster,
Pycnogenol®) w leczeniu zesp6t nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi

(ADHD).

Nagrody i stypendia za dzialalno$¢ naukowa.

. 2007-2008 r. Stypendium Fundacji Rodziny Hoppenbrouwers

2018 r. Stypendium Fundacji dr Emila. Niedzwirskiego

. 2019 r. Nagroda Zespotowa I stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Medycz-

nego we Wroctawiu za wazne 1 tworcze osiggnigcia w pracy naukowej.
2019-2020 r. Stypendium Funduszu Naukowego OS2 RID finansowane z projektu pt.:
"Wroctawski Uniwersytet Medyczny jako Regionalne Centrum Doskonatos$ci w dziedzi-

nie nauk medycznych 1 nauk o zdrowiu"

. 2020 r. Nagroda Zespotowa I stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Medycz-

nego we Wroctawiu za wazne 1 tworcze osiggnigcia w pracy naukowej.

2020 r. Nagroda Indywidualna II stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Me-
dycznego we Wroclawiu za wazne 1 tworcze osiggni¢cia w pracy naukowe;.

2021 r. Nagroda Indywidualna I stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Me-
dycznego we Wroctawiu za wazne i tworcze osiggni¢cia w pracy naukowe;.

2021 r. Stypendium programu Erasmus+

2022 Nagroda Indywidualna I stopnia przyznana przez JM Rektora Uniwersytetu Medycz-

nego we Wroclawiu za wazne 1 tworcze osiggnigcia w pracy naukowe;j.
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Recenzje prac naukowych.

W okresie po doktoracie zrecenzowatam ponad 10 prac naukowych ztozonych do publikacji
w czasopismach o zasiggu mi¢edzynarodowym: Advances in Clinical and Experimental Medi-
cine (IF:2.1), Acta Biochimica Polonica (IF:2.349), Acta Neurobiologiae Experimentalis
(IF:1.269), Amyloides (IF:5.5), Aging Cell (IF:7.8), Neurochemical Research (IF:4.414).

Kursy i szkolenia

1. Szkolenie na podstawie ustawy z dnia 15.01.2015 r. o ochronie zwierzat wykorzystyanych
do celow naukowych lub edukacyjnych, Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu, Wroctaw
(24.01 — 03.02.2022). Obowiazujace przepisy krajowe dotyczace ochrony zwierzat wyko-
rzystywanych do celow naukowych lub edukacyjnych. Zasady etyczne postgpowania ze
zwierzetami. Przygotowanie zwierzat do zabiegu. Metody i1 procedury obchodzenia si¢ ze
zwierzetami przeznaczonymi do wykorzystania lub stosowanymi w procedurach dostoso-
wanych do danego gatunku. Podstawowe rodzaje zachowan zwierzat. Metody usmiercania
zwierzat, stosowanie wezesnego 1 humanitarnego zakonczenia procedury. Komisje etyczne
ds. doswiadczen na zwierzg¢tach. Zasady bezpieczenstwa 1 higieny pracy ze zwierzetami
przeznaczonymi do wykorzystania lub wykorzystywanymi w procedurach (myszy, szczury,
$winka morska, krolik). Standardy trzymania tych zwierzat (Srodowisko, klatki, pasza) i
wzbogacania ich srodowiska. Codzienna opieka nad zwierzetami. Identyfikacja specyficz-
nych dla danego gatunku oznak stresu, bolu 1 cierpienia, ktore sg przeznaczone do wyko-
rzystania lub wykorzystania w procedurach. Metody znieczulenia i tagodzenia bolu. Wptyw
srodkow znieczulajacych i przeciwbolowych na wynik eksperymentu.

2. Warsztaty z wykorzystania QuPath - programu do analizy obrazéw mikroskopowych (13-
17.06.2022) Polska Sie¢ Badawcza Lukasiewicz — PORT Polski Osrodek Rozwoju Tech-
nologii. Uzyskiwanie danych ilo$ciowych ze zdje¢ preparatow tkankowych po ich obrébce
histologicznej i obrazowaniu mikroskopowym.

3. W ramach projektu ,,Dolnoslascy liderzy Medycyny wdrozenie zintegrowanego programu
podnoszenia kompetencji studentow, doktorantéw, kadry dydaktycznej i administracyjne;j
Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we Wroctawiu” (Program Operacyjny
Wiedza Edukacja Rozw¢j, O$ priorytetowa: III. Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i roz-
woju, Dziatanie 3.5 Kompleksowe programy szkot wyzszych) uczestniczylam w kursie pt.:
»Wprowadzenie Tutoringu jako nowego sposobu nauczania dzigki szkoleniom kadry dy-
daktycznej pracujacej indywidualnie ze studentem”. Szkolenie obejmowato 130 godz. dy-

daktycznytch od 24.04.2021 do 12.06.2021.
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4. Warsztaty pt.:”Elementy dobrego wniosku. Projekty badawczo-innowacyjne: Research in-
novetion action (RIA) i innowacyjne: Innovation Action (IA)”. w Centrum Transferu Tech-
nologii Politechniki Wroctawskiej (13.02.2015)

5. Warsztaty pt.:“Writing individual applications - Individual Fellowships IF Marie Sktodow-
skiej Curie” w Centrum Transferu Technologii Politechniki Wroctawskiej (15.05.2015). Jak
ztozy¢ wniosek - Portal uczestnika. Wymagania formalne, dokumentacja konkursowa, kry-
teria oceny, struktura zgloszenia.

6. Warsztaty: "Kurs wprowadzajacy do doswiadczen na zwierzgtach skierowany do naukow-
coéw 1 personelu zatrudnionego w obiektach dla zwierzat". (2009) Istituto Zooprofilattico
Sperimentale z Lombardii 1 Emilia Romagna "Bruno Umbertini" - Uniwersytet w Mediola-
nie, Szkota Specjalizacji w Nauce 1 Medycynie Zwierzat Laboratoryjnych, Mediolan, Wto-
chy. Placowka opieki nad zwierzetami: etyka i prawodawstwo, organizacja obiektu, charak-
terystyka pomieszczen oraz kontrola parametrow srodowiskowych i stanu zdrowia. Charak-
terystyka mikrobiologiczna, choroby odzwierzece 1 kliniczne objawy choroby. Stosowana
etiologia 1 dobrostan zwierzat. Produkcja, konserwacja i inspekcje transgenicznych kolonii
myszy. Higiena, dezynfekcja i oczyszczanie Srodowiska. Bezpieczenstwo w testach na
zwierzetach. Analgezja, znieczulenie, eutanazja i podstawowe zasady chirurgii. Sekcja
zwlok 1 techniki pobierania probek. Opracowanie protokotu eksperymentalnego. Statystyki
zastosowane do projektu eksperymentalnego.

7. Kurs teoretyczny: "Mikroskopia sit atomowych dla materiatow biologicznych i polimero-
wych" (2008) Migdzywydziatlowe Centrum Mikroskopii Zaawansowanej (CIMA) Uniwer-
sytetu w Mediolanie we wspotpracy z 2M Strumenti.

8. Warsztat: "Wykrywanie 1 analiza sekwencji kwasoéw nukleinowych". (2004) Izolacja DNA
z wymazdow, komorek bakterii i drozdzy, transformacja komoérek bakteryjnych i drozdzy,
oczyszcza-nie 1 klonowanie produktow PCR, SSCP, odwrotna transkrypcja, enzymatyczne
sekwencjonowanie DNA - metoda Sangera. Uniwersytet Poznanski, Instytut Biologii Mo-
lekularnej 1 Biotechnologii we wspotpracy z Akademig Rolnicza, Katedra Biotechnologii 1

Mikrobiologii Zywnosci, Poznan.
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6. Informacja o osiagni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych

nauke lub sztuke.

6.1 Dzialalnos¢ dydaktyczna

Przez okres zatrudnienia w Katedrze i Zaktadzie Toksykologii Wydziatu Farmacji we Wro-

ctawiu:

1. Prowadzitam zajecia z Toksykologii dla studentéw IV roku kierunku Farmacja (2014-
2022)

2. Prowadzitam zaj¢cia z Toksykologii dla studentow IV roku kierunku Analityka Me-
dyczna. (2022)

3. Prowadzitam zajecia w jezyku angielskim 1 wtoskim z Toksykologii dla studentoéw pro-
gramu Erasmus (2018-2023)

4. Prowadzitam zaj¢cia z farmakoepidemiologii V roku kierunku Farmacji (2018-2023)

5. Prowadzitam zaje¢cia fakultatywne dla studentow IV roku kierunku Farmacji oraz Analityki
Medycznej pt.: "Wykorzystanie techniki PCR w naukach medycznych 1 badaniach toksy-
kologicznych” (2014-2016)

6. Przygotowanie konspektow zaje¢ dydaktycznych: szczegétowe zagadnienia z toksykologii
przemystowej oraz wspottworzenie konspektu do zaj¢¢ z farmacji przemystowej dla studen-
tow V roku Farmacji (2015-2016)

7. Przygotowanie materialow anglojezycznych dla studentow programu Erasmus z tematyki:
The determination of salicylates, meprobamate; the determination of free sulfonamids, the
detection of antydepressants etc. (2018-2023)

8. Przygotowanie konspektow zaj¢¢ dydaktycznych: szczegdtowe zagadnienia oraz wspottwo-
rzenie konspektu do zaje¢ z toksykologii dla studentow IV roku Farmacji (2017 r., 2020r.)

9. Przygotowanie konspektow zaje¢ dydaktycznych: szczegdélowe zagadnienia oraz wspottwo-
rzenie konspektu do zaje¢ z farmakoepidemiologii dla studentoéw V roku Farmacji (2015 -
2023)

10. Przygotowanie i wygtoszenie wyktadu pt."Diagnostyka laboratoryjna choréb neurodege-
neracyjnych" na na kursie specjalizacyjnym ,,Blok VI- podsumowujacy” dla diagnostow
laboratoryjnych specjalizujacych si¢ w ,,Laboratoryjnej diagnostyce medyczne;j”.

11. Prowadzitam zaj¢cia w ramach praktyk studenckich dla studentow zagranicznych (Egipt,
Turcja, Rumunia 1 Jordania) w ramach programu Student Exchange Program wspotorga-

nizowanego przez Polskie Towarzystwo Studentow Farmacji (2022-2023)
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12. Prowadzitam zaj¢cia w ramach praktyki zawodowej uczennic kierunku ,, Technik analityk™

z Technikum nr 15 we Wroctawiu (2022)
Promotor prac magisterskich:

1. Pani Marty Ogorzatek pt.:”Cytotoksyczny wptyw hiperinsulinemii i hiperglikemii na ak-
tywno$¢ biatka S100B na réznicowanej linii szczurzych komorek pheochromocytoma
PC12” 20109r.

2. Pani Poli Pigtkowskiej pt.:”’Ocena zaburzen syntezy beta-amyloidu w warunkach hipergli-
kemii oraz hyperinsulinemii na réznicowanej linii szczurzych komoérek pheochromocy-
toma PC12” 2019r.

3. Pani Aleksandry Dyby pt.” Badanie wspotzalezno$ci zaburzen metabolicznych ze stresem
oksydacyjnym na ré6znicowanych liniach PC12.”. 2020r.

4. Pani Aliny Padushkiny pt.: Badanie in vitro wspoétzaleznosci zaburzen metabolicznych ze
zmianami aktywnosci amyloidu beta 40.” 2020r.

5. Pani Dominiki Witkowskiej pt.: Cytotoksyczny wplyw hiperinsulinemii i hiperglikemii na
stezenie biatek ST00A8 1 S100B komorkach ludzkich neuronéw SH-SYS5Y” 2021r.

6. Pani Emilii Nowiczuk pt.:” Zmiana st¢zenia biatka AB1-42 w komorkach ludzkich neuro-
now SH-SY5Y w warunkach zwigkszonej glikemii 1 insulinemii” 2021r.

7. Pani Katarzyny Chrustowskiej pt.: Wptyw kwasu palmitynowego i DHA na Zywotno$¢
neuronéw dopaminergicznych SH-SY5Y” 2022r.

8. Pani Anny Jiménez Gallofré pt.:” Methods of storage of isolated cells from nervoud sys-
tem” 2022r.

9. Pani Emilii Czubaj pt..”Wplyw lekéw nalezacych do grupy nukleozydowych inhibitorow
odwrotnej transkryptazy na metabolizm lipidow w komoérkach neuronalnych.” 2023

10. Pani Weroniki Siwek pt.:” Wptyw lipotoksyczno$ci wywolanej kwasem palmitynowym
na metabolizm komorek neuronalnych.” 2023

11. Pani Anny So$nickiem pt.: Wptyw Pycnogenolu® na neurytogeneze w organoidach mo-
zgowych. Badanie potencjalnego efektu terapeutycznego w leczeniu zespotu nadpobudli-
wosci psychoruchowej z deficytem uwagi. Praca magisterska w toku

12. Pani Natalii Wichrowskiej pt.: Wplyw Pycnogenolu® na poziom synaptycznego pecherzy-
kowego transportera amin, receptora adrenergicznego alfa-2B, norepinefryny i jego trans-

portera w organoidach mézgowych. Praca magisterska w toku

Opiekun prac magisterskich:

59



Pani Marianna Kotek pt.:”Wptyw wybranych flawonoidéw na aktywno$¢ acetylocholino-
esterazy. Promotor — prof. Joanna Saluk, Katedra Biochemii Ogolnej, Wydziat Biologii i
Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Eodzki. 2015r.

Pani Agaty Sztajnert pt.:”Wplyw wybranych flawonoéw na aktywno$¢ acetylocholinoeste-
razy.” Promotor — prof. Joanna Saluk, Katedra Biochemii Ogolnej, Wydziat Biologii i

Ochrony Srodowiska, Uniwersytet Eodzki. 2015r.

Recenzje prac magisterskich:

. Pani Karoliny Wakulik pt.:” Wptyw nowych pochodnych pirolo[3,4-d] pirydazynonu na
neurozapalenie wywotane lipopolisacharydem.” wykonanej w Zaktadzie Farmakologii Wy-
dziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2020r.

. Pani Magdaleny Jamrég pt.: ,,Rola biatka Klotho i FGF23 jako markeréw w ostrych zespo-
tach wienicowych.” Wykonanej w Katedrze Analityki Medycznej Wydzialu Farmacji Uni-
wersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2021r.

. Pani Katarzyny Potyrak pt.: ,,Efekt pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu w neurozapale-
niu indukowanym preinkubacja z lipopolisacharydem lub wspéthodowla z komérkami po-
dobnymi do mikrogleju” wykonanej w Zaktadzie Farmakologii Wydziatu Lekarskiego Uni-
wersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2021r.

. Pani Katarzyny Balon pt.: ,,Linie komorkowe PC12 i THP-1 jako modele komorek neuro-
nalnych i mikrogleju w badaniach neurobiologicznych” wykonanej w Zaktadzie Farmako-
logii Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2021r.

. Pani Adrianna Anna Rojek pt.; ,,Ocena czgstosci wystepowania mikroaberracji w genach
BRCA1 i BRCA2 u pacjentek z dziedzicznym rakiem piersi i jajnika.” wykonanej w Kate-
drze 1 Zaktadzie Genetyki Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wrocta-
wiu. 2022 r.

. Pani Anny Cholewinskiej pt.: ,,Analiza cz¢sto$ci mutacji c.818 G>A w genie TP53 u dzieci
z za¢ma” wykonanej w Katedrze i Zakladzie Biologii Molekularnej i Komoérkowej Wy-
dziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2023 r.

. Pani Klaudi Szymanek pt.: Wptyw ostrego niedokrwienia 1 reperfuzji na aktywacje¢ infla-
masomu w nerce przygotowywanej do przeszczepienia” wykonanej w Katedrze Analityki

Medycznej Wydziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2023 r.
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6.2 Dzialalnos¢ organizacyjna

Cztonek Komitetu Organizacyjnego Sympozjum Naukowego pt.:,,Interdyscyplinarno$¢ wspot-
czesnej toksykologii” Wroctaw, 11.06.2015

Cztonek Komitetu Organizacyjnego Migdzynarodowej Konferencji 3rd Wroclaw Scientific
Meetings (1-2.03.2019)

Cztonek Komitetu Organizacyjnego Miedzynarodowej Konferencji 4th Wroclaw Scientific

Meetings (10.10.2020)

6.3 Dzialalnos¢ popularyzatorska

Prowadzenie warsztatow pt.:”Mtodzi detektywi na tropie toksycznych zagadek.” dla uczniéw
szkot podstawowych w ramach XVIII Dolno$laskiego Festiwalu Nauki 2015 ,,Swiatto nauki"
(2015)

Prowadzenie warsztatow pt.:”Toksykologiczne zagadki ze szkolnej tawki i wtasnej chatki.” dla
uczniéw szkot podstawowych w ramach XVIII Dolno$laskiego Festiwalu Nauki 2015 ,,Swiatto
nauki" (2015)

Prowadzenie warsztatow pt.:”’Gdzie ukrywajg si¢ toksyny i co nam mogg zrobi¢?” dla uczniow
szkot podstawowych w ramach XXI Dolnoslaski Festiwal Nauki (2018)

Prowadzenie warsztatow pt.:"Mlodzi detektywi na tropie toksycznych zagadek" w ramach

Miasteczka Naukowego XXV Dolnoslaskiego Festiwalu Nauki (2023)

7. Inne informacje

Regionalny certyfikat ratownika medycznego w organizacji non-profit,, The White Cross”, jed-
nego ze stowarzyszen stuzb ratowniczych we Wtoszech (2010-2011)

W latach 2019-2020 bytam ekspertem oceniajacym kandydatéw aplikujacych w programie im.
Iwanowskiej Narodowej Agencji Wymiany Akademickie;.

W 2021 roku bylam sekretarzem Komisji Doktorskiej Pani mgr. Anny Rorbach-Dolaty
(19.07.2021). Rozprawa doktorska nt. ,,Badania modelowe szlakow ekscytotoksycznos$ci w
warunkach zaburzen metabolizmu weglowodanow”.

W 2022 roku zostatam powotana na cztonka Miedzywydziatowego Zespotu ds. Dobrostanu
Zwierzat, przy Centrum Badan Przedklinicznych Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Sla-
skich we Wroctawiu.

Od 10.2023 wspotprowadzacy Studenckie Koto Naukowe Toksykologiczne przy Katedrze i
Zaktadzie Toksykologii Na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Medycznego we Wro-

clawiu.
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8. Sumaryczne zestawienie dorobku naukowego habilitanta

Mo¢j dorobek naukowy wedhug stanu na dzien 26 wrzesnia 2023 roku obejmuje:
1) 9 prac oryginalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal
Citation Reports
2) 7 prac przegladowych opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie JCR
3) 9 streszczen z prezentowanych doniesien na konferencjach naukowych,
4) Udzial w:
a) 4 miedzynarodowych projektach badawczych finansowanych 2z grantow
ministerialnych Ministero della Salute, Wtochy
b) 4 miedzynarodowych projektach badawczych finansowanych przez organizacje non
profit: Fondazione Cariplo (2), Alzheimer Association, Telethon
c) 1 projekcie badawczym finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki
d) 1 projekcie finansowanym przez Ministerstwo Edukacji 1 Nauki
e) oraz 5 projektach badawczych finansowanych przez Uniwersytet Medyczny im.
Piastow Slaskich we Wroclawiu
5) sumaryczny wskaznik Impact Factor wedtug listy JCR zgodnie z rokiem opublikowania
wynosi 71,191, w tym:
- za okres przed uzyskaniem stopnia doktora wynosi 5,772
- za okres po uzyskaniu stopnia doktora wynosi 65,419
6) taczna punktacja MEiN wynosi 1332 punktow, w tym:
- za okres do 2018 r. wynosi 152 punktéw,
- za okres po 2019 r. wynosi 1280 punktow,
7) liczba wszystkich cytowan publikacji wynosi: wedtug bazy Web of Science — 339
8) liczba cytowan (bez autocytowan) wynosi: wedlug bazy Web of Science — 335
9) Index Hirsha (4-index) wynosi: wedtug bazy Web of Science — 10
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I. WYKAZ OSIAGNIEC NAUKOWYCH ALBO ARTYSTYCZNYCH,
O KTORYCH MOWA W ART. 219 UST. 1. PKT 2 USTAWY

Cykl powigzanych tematycznie artykutow naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b Ustawy
Wszystkie artykuty z cyklu opublikowano po uzyskaniu stopnia doktora

Tytul osiggnigcia naukowego:

»Analiza mechanizmoéw patofizjologicznych lezacych u podstaw progresji choroby Alzhei-

mer’a ze szczegolnym uwzglednieniem wplywu zaburzen metabolicznych”

Moim osiggni¢ciem naukowym, bedacym podstawg do ubiegania si¢ o nadanie stopnia dokto-
ra habilitowanego jest cykl 6 powigzanych tematycznie artykutow naukowych (P1-P6), opu-
blikowanych w latach 2019-2023. Sumaryczny Impact Factor przedstawionego cyklu publi-
kacji wedtug listy Journal Citation Reports (JCR), zgodnie z rokiem opublikowania, wynosi
31,009 co odpowiada 760 punktom Ministerstwa Edukacji i Nauki. W pieciu pracach przed-

tozonego cyklu jestem pierwszym autorem za§ w jednej drugim.

1. Kubis-Kubiak A., Rorbach-Dolata A., Piwowar A. (2019) Crucial players in Alzheimer's
disease and diabetes mellitus: friends or foes? Mech. Ageing Dev. 181:7-21. DOI:
10.1016/j.mad.2019.03.008 IF: 4,304 Pkt. MEiN: 100

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na wspotudziale w koncepcji pracy, opracowaniu
konspektu artykutu, przeprowadzeniu systematycznego przegladu piSmiennictwa, analizie lite-
ratury, napisaniu manuskryptu artykutu oraz jego korekcie edytorskiej, opracowaniu cz¢sci gra-

ficznej, ztozeniu manuskryptu do czasopisma i kontaktu z redakcjg czasopisma.

2. Kubis-Kubiak A., Dyba A., Piwowar A. (2020) The interplay between diabetes and Alzhe-
imer's disease - in the hunt for biomarkers. Int. J. Mol. Sci. 21:;8:2744. DOI:
10.3390/ijms21082744 IF: 5,923 Pkt MEiN: 140

Moj indywidualny wktad w powstanie tej publikacji przegladowej polegat na: propozycji te-
matyki publikacji, przegladzie najnowszego piSmiennictwa, analizie danych z pi$miennictwa,
przygotowaniu manuskryptu pracy oraz opracowaniu pisSmiennictwa, ostatecznej edycji oraz
akceptacji koncowej wersji manuskryptu. Jako autor korespondencyjny na ztozeniu manu-
skryptu do czasopisma 1 kontaktu z redakcja czasopisma oraz z zespolem badawczym przy

edycji manuskryptu oraz sformutowaniu odpowiedzi dla recenzentow.



Publikacja zostata przygotowana w ramach projektu finansowanego ze srodkow przyznanych
przez Ministerstwo Sprawiedliwosci Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego w programie "Regional-

na Inicjatywa Doskonato$ci" na lata 2019-2022, projekt numer 016/RID/2018/2019

3. Wiatrak, B., Kubis-Kubiak, A., Piwowar, A., Barg, E. (2020). PC12 Cell Line: Cell Types,
Coating of Culture Vessels, Differentiation and Other Culture Conditions. Cells, 9(4), 958.
DOI: 10.3390/cells9040958 IF:6.600 Pkt. MEiN: 140

Moj indywidualny wktad w powstanie tej oryginalnej pracy polegat na: wspotudziale w zdefi-
niowaniu problemu badawczego, ustaleniu metod, technik 1 narzedzi badawczych, administro-
waniu projektem badawczym a takze zarzadzaniu danymi, prowadzeniu hodowli linii komor-
kowej PC12, roznicowaniu linii komoérkowej PC12 za pomoca réznych rodzajow i stezen neu-
ronalnego czynnika wzrostu, wykonaniu barwien immunocytochemicznych Doublecortyng i
Anti-NeuN, napisaniu wstepu oraz dyskusji z przeprowadzonych eksperymentow, edycji ma-

nuskryptu i sformutowaniu odpowiedzi dla recenzentow.

4. Kubis-Kubiak A, Wiatrak B, Piwowar A. (2021) The Impact of High Glucose or Insulin
Exposure on S100B Protein Levels, Oxidative and Nitrosative Stress and DNA Damage in
Neuron-Like Cells. Int J Mol Sci. 2021; 22(11):5526. DOI: 10.3390/ijms22115526

IF:6.208 Pkt. MEiN: 140

Moj indywidualny wktad w powstanie tej oryginalnej pracy polegat na: zdefiniowaniu proble-
mu badawczego, ustaleniu metod, technik 1 narzedzi badawczych, administrowaniu projektem
badawczym a takze zarzadzaniu danymi, wykonaniu do$wiadczen na liniach komérkowych:
réznicowaniu linii komérkowej PC12 za pomoca neuronalnego czynnika wzrostu (NGF), ozna-
czaniu poziomu markerow stresu oksydacyjnego, oznaczaniu oraz analiza poziomu zewnatrz i
wewnatrz komorkowego biatka S100B, oznaczaniu oraz analizie uszkodzenia dwuniciowego
DNA testem FHA, napisaniu wstgpu, metodyki, wynikéw oraz dyskusji z przeprowadzonych
eksperymentow. Jako autor korespondencyjny na ztozeniu manuskryptu do czasopisma i kon-

taktu z redakcjg czasopisma oraz z zespotem badawczym przy edycji manuskryptu.

5. Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. (2022) Hyper-glycaemia or insulinemia mod-
ulates S100B, S100A8, amyloid B 1-40 and 1-42 secretion and induce morphological changes
in dopaminergic neurons. Biomed. Pharmacother. 156:113869. DOI: 10.1016/j.bio-
pha.2022.113869 IF: 7.419 Pkt MEiIN: 100



Moj indywidualny wktad w powstanie tej oryginalnej pracy polegat na: zdefiniowaniu proble-
mu badawczego, ustaleniu metod, technik i narzedzi badawczych, administrowaniu projektem
badawczym a takze zarzadzaniu danymi, prowadzeniu hodowli komoérkowej, réznicowaniu li-
nii SH-SYSY oraz ustaleniu warunkéw hiper-glycemii i insulinemii, oznaczaniu poziomu mar-
keréw stresu oksydacyjnego, oznaczaniu poziomu biatek: SI00B, SI00AS, AB40 oraz AB42,
wykonaniu barwien DAPI oraz immunocytochemicznych: S100B, MAP2, Doublecortyng i
NeuN, napisaniu wstepu, metodyki i wynikow z przeprowadzonych eksperymentdéw oraz dys-
kusji. Jako autor korespondencyjny na ztozeniu manuskryptu do czasopisma i kontaktu z re-

dakcja czasopisma oraz z zespotem badawczym przy edycji manuskryptu.

6. Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. (2023) Comparison of physiological state and
conditions imitating comorbidity of type 2 diabetes with Alzheimer’s disease. Impact on proli-
feration, H,O2, S100A8, S100B levels, neuronal protrusion and neurogenesis. Acta Poloniae
Pharmaceutica - Drug Research 2023;80(4) DOI (not registered): 10.32383/appdr/171296
(przyjeta do druku) IF: 0.555 Pkt MEiIN: 140

Moj indywidualny wktad w powstanie tej oryginalnej pracy polegat na: zdefiniowaniu proble-
mu badawczego, ustaleniu metod, technik 1 narzedzi badawczych, administrowaniu projektem
badawczym a takze zarzadzaniu danymi, prowadzeniu hodowli komoérkowej, réznicowaniu li-
nii SH-SY5Y oraz oznaczaniu poziomu H202, S100B, S100AS8 oraz AB42, wykonaniu barwien
immunocytochemicznych, napisaniu wstgpu, metodyki 1 wynikow z przeprowadzonych ekspe-
rymentow oraz dyskusji. Jako autor korespondencyjny na ztozeniu manuskryptu do czasopisma

i kontaktu z redakcja czasopisma oraz z zespotem badawczym przy edycji manuskryptu.

Mo¢j udziat procentowy w powstanie kazdego z artykutow stanowiacych osiggnigcie naukowe
szacuj¢ na przynajmniej 80%.
Do wniosku o wszczecie postgpowania habilitacyjnego dotaczono oswiadczenia wspotauto-

réw publikacji okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w ich powstanie.

I1. WYKAZ AKTYWNOSCI NAUKOWEJ ALBO ARTYSTYCZNE]

1. Wykaz opublikowanych monografii naukowych (z zaznaczeniem pozycji niewymienionych
w pkt L.1).

Nie dotyczy

2. Wykaz opublikowanych rozdziatow w monografiach naukowych

Nie dotyczy



3. Wykaz cztonkostwa w redakcjach naukowych monografii.

Nie dotyczy

4. Wykaz opublikowanych artykulow w czasopismach naukowych (z zaznaczeniem po-

zycji niewymienionych w pkt 1.2).

Przed doktoratem:

1.

Kubis A. (2000). Proteolytic enzymes as medications in therapy of cardiac infarction. Swiat
Farmacji, 1;27-28 Pkt MEiN:6

Kubis A., Marcinkowska E., Janusz M., Lisowski J. (2005) Studies on the mechanism of
action of a proline-rich polypeptide complex (PRP): Effect on the stage of cell differentia-
tion. Peptides 26;11, p:2188-2192

. Kubis, A.M. Janusz, M. (2008) Choroba Alzheimera - nowe mozliwosci terapeutyczne oraz

stosowane modele eksperymentalne [Alzheimer's disease: new prospects in therapy and ap-
plied experimental models]. Postepy Hig i Med Dos$w. (online) 62;372-392 1F:0.863 Pkt.
MEIN:9

. Janusz M., Woszczyna M., Lisowski M., Kubis A., Macata J., Gotszalk T., Lisowski J.

(2009) Ovine colostrum nanopeptide affects amyloid beta aggregation. FEBS Letters 583;1,
p: 190-196, IF: 3.870 MEiN:32

Po doktoracie:

1.

Kubis AM., Piwowar A. (2015) The new insight on the regulatory role of the vitamin D3
in metabolic pathways characteristic for cancerogenesis and neurodegenerative diseases.
Ageing Res. Rev. 24 part B s.126-137 1F:7,526 Pkt. MEiN:45

Rorbach-Dolata A., Kubis A., Piwowar A. (2017) Modyfikacje epigenetyczne - wazny
mechanizm w zaburzeniach cukrzycy (Epigenetic modifications: An important mechanism
in diabetic disturbances). Post. Hig. Med. Dosw. 71:960-974 1F:0,783 Pkt MEiN:15
DiFede G., Catania M., Maderna E., Ghidoni R., Benussi L., Tonoli E., Giaccone G., Moda
F., Paterlini A., Campagniani I., Sorrentino S., Colombo L., Kubis A., Bistaffa E., Ghetti
B., Tagliavini F. (2018) Molecular subtypes of Alzheimer's disease. Sci. Rep. 8;3269
1F:4,011 Pkt. MEiN:40

Kubis-Kubiak A., Rorbach-Dolata A., Piwowar A. (2019) Crucial players in Alzheimer's
disease and diabetes mellitus: friends or foes? Mech. Ageing Dev. 181:7-21 1F:4,304 Pkt.
MEiN:100




10.

11.

12.

13.

14.

Wiatrak B. Kubis-Kubiak A., Piwwoar A., Barg E. (2020) PC12 cell line: cell types, co-

ating of culture vessels, differentiation and other culture conditions. Cells 9:4:958,
doi:10.3390/cells9040958 1F:6.6 Pkt. MEIN:140

Kubis-Kubiak A.. Dyba A., Piwowar A. (2020) The interplay between diabetes and Al-
zheimer's disease - in the hunt for biomarkers. Int. J. Mol. Sci. 21:8:2744 1F:5,923 Pkt.
MEiN:140

Kratz EM., Soltkiewicz K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2021) Sirtuins as important

factors in pathological states and the role of their molecular activity modulators. Int. J. Mol.
Sci. 22;2:630 1F:5,923 Pkt. MEiN:140
Kubis-Kubiak A., Wiatrak B. Piwowar A. (2021) The impact of high glucose or insulin

exposure on S100B protein levels, oxidative and nitrosative stress and DNA damage in
neuron-like cells. Int. J. Mol. Sci. 22:11:5526 1IF: 5,923 Pkt. MEiN:140
Wiatrak B., Jawien P., Matuszewska A., Szelag A., Kubis-Kubiak A. (2022) Effect of

amyloid-f on the redox system activity in SH-SYSY cells preincubated with lipopolysac-
charide or co-cultured with microglia cells. Biomed. Pharmacother. 149;112880 IF:7.419
Pkt. MEiN: 100

Lipke K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2022) Molecular mechanism of lipotoxicity as
an interesting aspect in the development of pathological states - current view of knowledge.
Cells 11;5:844 IF: 7.666 Pkt. MEiN: 140

Fortuna W., Wiatrak B., Jawien P., Kubis-Kubiak A., Li Y., Li D., Tabakow P. (2022)
Three-dimensional collagen scaffolds in cultures of olfactory ensheathing cells used for
severed spinal cord regeneration. In Vivo IF:2.155 Pkt MEiN:40

Kubis-Kubiak A.. Wiatrak B., Piwowar A. (2022) Hyperglycaemia or insulinemia modu-

lates oxidative stress, S100B, S100A&, amyloid [ 1-40 and 1-42 secretion and induce

morphological changes in dopaminergic neurons. Biomed. Pharmacother. 156:113869
1F:7.419 Pkt. MEiN: 100
Kubis-Kubiak A.. Wiatrak B., Piwowar A. (2023) Comparison of physiological state and

conditions imitating comorbidity of type 2 diabetes with Alzheimer’s disease. Impact on

proliferation, H202. S100A8, S100B levels, neuronal protrusion and neurogenesis. Acta

Poloniae  Pharmaceutica - Drug Research 2023:80(4) DOI (not registered):
10.32383/appdr/171296 (przyjeta do druku) IF:5.5 Pkt. MEiN: 140
Lipke K., Kubis-Kubiak A., Piwowar A (2023) The influence of nucleoside reverse trans-

criptase inhibitors on microglial activity, lipid content and fatty-acid-binding proteins

levels. Advances in Medical Science IF: 2.852 Pkt. MEIN 140 (w recenzji)
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15. So$nicka, A., Piwowar A., Kubis-Kubiak A. Effect of Pycnogenol® on neuritogenesis and
synaptic transport in brain organoids. Investigation of the potential therapeutic effect in the
treatment of attention deficit hyperactivity disorder. (w przygotowaniu)

16. Kubis-Kubiak A., Wiatrak B., Piwowar A. Development and optimization of a quick,
simple and effective method for the isolation and cultivation of neuronal and astrocytic

cells obtained from frozen animal material. (w przygotowaniu)

5. Wykaz osiggni¢¢ projektowych, konstrukcyjnych, technologicznych (z zaznaczeniem po-
zycji niewymienionych w pkt 1.3).

Nie dotyczy

6. Wykaz publicznych realizacji dziet artystycznych (z zaznaczeniem pozycji niewymienio-
nych w pkt 1.3).

Nie dotyczy

7. Wykaz wystapien na krajowych lub miedzynarodowych konferencjach naukowych lub ar-
tystycznych, z wyszczegdlnieniem przedstawionych wykladow na zaproszenie

1 wyktadow plenarnych.

Przed doktoratem:

1. Kubis A., Janusz M. (2007) Studies on mechanism of action of proline-rich polypeptide
(PRP) — effect on cytokine induction. Poster presentation on 8" International AD/PD Con-
ference, Salzburg, Austria.

2. Kubis A., Marcinkowska E., Janusz M., Lisowski J. (2004) Studies on mechanism of ac-
tion of proline-rich polypeptide (PRP) — effect on phagocytosis. Poster presentation on 29™

Meeting of Federation of European Biochemical Societies, Warsaw, Poland
Po doktoracie:

1. Dyba A., Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2019) Analogies in pathogenesis of Alzheimer's
disease and type 2 diabetes mellitus. W:3rd Wroclaw Scientific Meetings. Wroctaw, 1-
2.03.2019 ; Wroctaw : Wydawnictwo Naukowe TYGIEL sp. z 0.0., 5.67 poz. P13

2. Kubis-Kubiak A., Piwowar A. (2019) Comorbidity of diabetes with neurodegenerative
diseases. In vitro study of the influence of hyper- glycaemia and -insulinaemia on the me-

tabolism of S100B protein - a potential marker for Alzheimer's disease development. The



Brain Conferences "Understanding and targeting Alzheimer's disease". Rungstedgaard,
Denmark, 5-8.05.2019; s.43

. Kubis-Kubiak A., Di Fede G., Piwowar A. (2018) Relations between pleomorphic Af
assemblies and distinct AD phenotypes. Abstracts presented at the Workshop on Integra-
tive Approaches in Neurodegeneration. Lisboa, Portugal, s.49 poz. P12

. Matera-Witkiewicz A., Kubis-Kubiak A., Laskowski M., Fecka I., Kozera L., Piwowar

A. (2018) Wroclaw Medical University Biobank: biosharing of biological samples for
scientific purposes. Towards comprehensive population studies - Bialystok PLUS. Biaty-
stok, 13-14.04.2018; s.23-24

. Rorbach-Dolata A., Kubis A., Oleksy M., Piwowar A. (2015) Neuronal glucotoxicity of
human brain. The 10th International Conference of Young Naturalists "From biotechno-
logy to environmental protection" - The Interdisciplinary Meeting of Young Naturalists.
Zielona Gora, Poland, 12-15.11.2015; Zielona Gora : The Biologist Scientific Union of
University of Zielona Goéra, 2015; s.84 ISBN 978-83-943745-0-1

. Rorbach-Dolata A., Kubis A., Piwowar A. (2015) Cancer vs. Neurodegeneration - inverse
comorbidity association. W:Puzzel 2015 - IV Wroctawska Konferencja Studentéw Nauk

Technicznych i Scistych. Wroctaw, 18-19.04.2015; s.181

. Di Fede G., Ghidoni R., CataniaM., Giaccone G., Benussi L., Moda F., Gobbi M., Moro

M., Kubis A., RuggeroneM., Ghetti B., Binetti G., Salmona M., Tagliavini F (2012). Phe-
notypic heterogeneity of Alzheimer’s disease: towards the identification of molecular de-

terminants underlying distinct clinico-pathological subgroups. Plakat na Konferencji Al-

CAD 2012

. Di Fede G., CataniaM., Giaccone G., Ghidoni R., Albertini V., Moda F., Kubis A., Moro

M., Ruggerone M., Tagliavini F. (2012) Phenotypic heterogeneity of Alzheimer’s disease:
towards the identification of molecular determinants underlying distinct clinico-pathologi-
cal subgroups. Plakat na XLIII Congresso Nazionale di Siocieta Italiana di Neurologia,

SINdem Rimini, Italia 6-9.10.2012

. Diomede L., Salmona M., Catania M., Romeo M., Stravalaci M., Moda F., Kubis A., Ta-

gliavini F., DiFede G. (2011) Bad gene, good gene: recessive APP mutation can be both.
Plakat na spotkaniu Theleton 2011

. Wykaz udzialu w komitetach organizacyjnych i naukowych konferencji krajowych lub

mi¢dzynarodowych, z podaniem petnionej funkcji.



Pod doktoracie:

1.

Cztonek Komitetu Organizacyjnego Sympozjum Naukowego pt.:,Interdyscyplinarnos¢
wspotczesnej toksykologii” Wroctaw, 11.06.2015

Cztonek Komitetu Organizacyjnego Miedzynarodowej Konferencji 3rd Wroclaw Scienti-
fic Meetings (1-2.03.2019)

Cztonek Komitetu Organizacyjnego Migdzynarodowej Konferencji 4th Wroclaw Scienti-

fic Meetings (10.10.2020)

Wykaz uczestnictwa w pracach zespotow badawczych realizujgcych projekty finansowane
w drodze konkursow krajowych lub zagranicznych, z podzialem na projekty zrealizowane
1 bedace w toku realizacji, oraz z uwzglednieniem informacji o pelnionej funkcji w ramach

prac zespotow.

Przed doktoratem:

1.

Cztonek zespotu badawczego trzyletniego grantu pt.:’Badania nad mechanizmem dziata-
nia PRP/Colostrininy — preparatu wykazujacego terapeutyczne efekty w chorobie Alzhei-
mer’a.” (Nr. 4PO5A01518) Komitetu Badan Naukowych MEIN, grant doktorancki (2003—
2007)

Po doktoracie:

1.

Cztonek zespolu badawczego projektu pt.: "Marker biologici di neurodegenerazione’-
RF92-CONV.71,6 MS S LUCIA, (01.10.2008 — 31.03.2009)

Cztonek zespotu badawczego projektu pt.: "Fattori di rischio genetico e indicatori biologici
periferici di conversione da mild cognitive impairment a malatia di Alzheimer — RF 112
MS Strategico (01.01.2010 —31.12.2010)

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.:’Mechanism of neurodegeneration and pheno-
typic heterogeneity in inherited prion diseases: pathophysiological involvement of prion
proteins in membrane trafficking and signaling” RA57 (01.07.2011-31.12.2011)

Cztonek zespotu badawczego projektu pt.: "Development of Alzheimer disease therapeu-
tics based on natural variant of Amyloid-beta that hinders amyloidogenesis.” — RF 136

(01.01.2013-11.04.2013)



10.

11.

Czlonek zespotu badawczego projektu naukowego pt.:“Wpltyw interakcji estrogenow z
metaloestrogenem na komorki gruczotu sutkowego.” realizowany w ramach §rodkow przy-
nanych przez Uniwersytet Medyczny we Wroclawiu. Nr. wewnetrzny simple:
ST.D150.18.004 (01.10.2018 - 30.09.2019)

Wykonawca zadania w projekcie pn. ,,Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu jako Regio-
nalny O$rodek Doskonatosci w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu” realizowa-
nym w ramach $rodkéw przyznanych przez Ministerstwo Edukacji Nauki w programie
»Regionalna Inicjatywa Doskonatosci” (RID) — nr umowy 016/RID/2018/19. Projekt ma
przyczyni¢ si¢ do rozwoju badan naukowych i1 prac rozwojowych na Uniwersytecie Me-
dycznym we Wroctawiu. Projekt numer 016/R1ID/2018/2019

Cztonek zespotu badawczego projektu naukowego pt.:* Ocena zmian ekspresji wybranych
biatek z rodziny uroplakin (II 1 IIla) w wybranych nienowotworowych chorobach urolo-
gicznych.” realizowany w ramach srodkow przynanych przez Uniwersytet Medyczny we
Wroctawiu. Nr. wewngetrzny simple: SUB.D150.21.097 (01.10.2020-30.09.2022)
Cztonek zespotu badawczego projektu naukowego pt.:” Ocena udziatu wybranych kseno-
biotykykéw w zaburzeniach réwnowagi redox u 0s6b narazonych srodowiskowo.” reali-
zowany w ramach srodkow przynanych przez Uniwersytet Medyczny we Wroctawiu. Nr.
wewngtrzny simple: SUBZ.D150.22.043 (1.01.2022 -31.12.2022)

Czlonek zespotu badawczego projektu pt.:” Analiza procesow neurozapalnych i demielini-
zacyjnych w badaniach in vitro oraz in vivo. grant badawczy przyznany przez Wroctawski
Uniwersytet Medyczny, Nr. wewngtrzny simple: SUBK.D150.22.027 (1.01.2022 -
31.12.2022)

Kierownik projektu pt..”Wptyw lekow z grupy odwrotnej inhibitoréw odwrotnej
transpkryptazy na homeostaze lipidéw jako potencjalnych induktorow lipotoksycznosci w
komorkach nerwowych.” Grant badawczy przyznany przez Wroctawski Uniwersytet Me-
dyczny. Nr. wewngtrzny simple: SUBK.D150.22.038 (1.01.2022 - 31.12.2022) projekt w
toku.

Kierownik grantu Miniatura 6 pt.: ,,Modelowanie zaburzen neuropatologicznych w naczy-
niu — generowanie i charakteryzowanie organoidow moézgu oraz asembloidow o réznych
tozsamosciach regionalnych” finansowany ze srodkow Narodowego Centrum Nauki. Nr.

wewnetrzny simple: MINL.D150.22.002 (1.10.2022 - 30.09.2023) projekt w toku

Wykaz  czlonkostwa w  miedzynarodowych lub  krajowych organizacjach

1 towarzystwach naukowych wraz z informacja o petnionych funkcjach.
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6. Wykaz stazy w instytucjach naukowych lub artystycznych, w tym zagranicznych,

z podaniem miejsca, terminu, czasu trwania stazu i jego charakteru.

Po doktoracie:

1.

01.10.2008-15.04.2013r. Staz badawczy Post-Doc w Laboratorium Neuropatologii V,
I.R.C.C.S. National Neurological Institute "Carlo Besta", Mediolan, Wlochy. Prowadzitam
badania przedkliniczne nad nowymi strategiami terapeutycznymi w chorobie Alzheimera.
Charakteryzowatam wtasciwos$ci biochemiczne mutacji A673V APP. Wykonywatam row-
niez testy diagnostyczne w kierunku choroby Creuzfeld’a-Jackob’a,

28.02-10.03.2020r. Staz naukowy w Center for Alternatives to Animal Testing, John Hop-
kins University, Baltimore, MD, USA Szkolenie w zakresie rozwoju i hodowli kokultur
organotypowych 3D takich jak: BrainSphere i LUHMES. Szkolenie z zakresu neurotok-
sycznos$ci - ekspresja genow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i specyficznych dla
OUN, analiza uwalniania chemokin, cytokin i czynnikéw wzrostu, ocena mielinizacji i
zmian morfologicznych w neuronach. Profilowanie transkryptomu i analiza proteomiczna.
19.062023-07.07.2023r. Staz badawczy w Laboratorium Biomodel Platform for Human Re-
search w ,,Achucarro” Basque Center for Neuroscience Research, Bilbao, Hiszpania. Zapo-
znawatam z technikami hodowli ludzkich organoidéw mozgowych. Przeprowadzitam tez
badania na ludzkich organoidach mézgowych sprawdzajace hipoteze potencjalnego dziata-
nia terapetucznyego ekstraktu z kory francuskiej sosny nadmorskiej (Pinus Pinaster, Pyc-

nogenol®) w leczeniu zespot nadpobudliwoéci psychoruchowej z deficytem uwagi.

7. Wykaz czlonkostwa w komitetach redakcyjnych i radach naukowych czasopism wraz
z informacja o pelnionych funkcjach (np. redaktora naczelnego, przewodniczacego rady

naukowej, itp.).
Nie dotyczy

8. Wykaz recenzowanych prac naukowych lub artystycznych, w szczegdlnosci publiko-

wanych w czasopismach miedzynarodowych

Po doktoracie zrecenzowatam ponad 10 prac naukowych ztozonych do publikacji w czasopi-

smach o zasiggu migdzynarodowym: Advances in Clinical and Experimental Medicine
(IF:2.1), Acta Biochimica Polonica (IF:2.349), Acta Neurobiologiae Experimentalis (IF:1.269),
Amyloides (IF:5.5), Aging Cell (IF:7.8), Neurochemical Research (IF:4.414).

Recenzje prac magisterskich:
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. Pani Karoliny Wakulik pt.:” Wptyw nowych pochodnych pirolo[3,4-d] pirydazynonu na

1.

neurozapalenie wywotane lipopolisacharydem.” wykonanej w Zakladzie Farmakologii Wy-
dziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2020r.

Pani Magdaleny Jamrog pt.: ,,Rola biatka Klotho 1 FGF23 jako markerow w ostrych zespo-
tach wiencowych.” Wykonanej w Katedrze Analityki Medycznej Wydziatu Farmacji Uni-

wersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2021r.

. Pani Katarzyny Potyrak pt.: ,,Efekt pochodnych pirolo[3,4-d]pirydazynonu w neurozapale-

niu indukowanym preinkubacja z lipopolisacharydem lub wspothodowla z komdrkami po-
dobnymi do mikrogleju” wykonanej w Zaktadzie Farmakologii Wydziatu Lekarskiego Uni-
wersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2021r.

Pani Katarzyny Balon pt.: ,,Linie komdorkowe PC12 i THP-1 jako modele komodrek neuro-
nalnych i mikrogleju w badaniach neurobiologicznych” wykonanej w Zaktadzie Farmako-

logii Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2021r.

. Pani Adrianna Anna Rojek pt.; ,,Ocena cze¢stosci wystepowania mikroaberracji w genach

BRCA1 i BRCA2 u pacjentek z dziedzicznym rakiem piersi i jajnika.” wykonanej w Kate-
drze i Zaktadzie Genetyki Wydzialu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego we Wrocta-
wiu. 2022 r.

Pani Anny Cholewinskiej pt.: ,,Analiza czg¢sto$ci mutacji ¢.818 G>A w genie TP53 u dzieci
z za¢mg” wykonanej w Katedrze i Zakladzie Biologii Molekularnej i Komoérkowej Wy-

dziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2023 r.

. Pani Klaudi Szymanek pt.: Wplyw ostrego niedokrwienia i reperfuzji na aktywacje¢ inflama-

somu w nerce przygotowywanej do przeszczepienia” wykonanej w Katedrze Analityki Me-

dycznej Wydziatu Farmacji Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu. 2023 r.

9. Wykaz uczestnictwa w programach europejskich lub innych programach mi¢dzynaro-
dowych.

Cztonek zespotu badawczego projektu pt.: ,,Genoproteomics of age related disorders™ -

RA3 Cariplo-Nobel (01.04.2009 -31.12.2009)

Czlonek zespotlu badawczego projektu pt.:”’Novel therapeutic strategies for Alzheimer’s

disease and other amyloidoses.: analysis of their efficacy in transgenic C. elegans

expressing human proteins.” — RA53 Cariplo-Nobel (01.01.2011-30.06.2011)

12



3. Czlonek zespotu badawczego projektu pt.: "Trans-suppression of Abeta amyloidogenesis
in cellular and nematode models.” — Grant Alzheimer Association (01.01.2012-
31.02.2012)

4. Cztonek zespotu badawczego projektu pt.: "Bad gene, good gene: a recessive APP muta-

tion can be both.” — RT 16, Telethon, (01.04.2012-31.12.2012)

4. Wykaz udzialu w zespotach badawczych, realizujacych projekty inne niz okre$lone
w pkt. I1.9.
Nie dotyczy

5. Wykaz uczestnictwa w zespolach oceniajacych wnioski o finansowanie badan, wnioski o
przyznanie nagrdd naukowych, wnioski w innych konkursach majacych charakter naukowy

lub dydaktyczny.

Pod doktoracie:

W latach 2019-2020 bytam ekspertem oceniajagcym kandydatow aplikujacych w programie im.

Iwanowskiej Narodowej Agencji Wymiany Akademickie;j.

III.  WSPOLPRA Z OTOCZENIEM SPOLECZNYM I GOSPODARCZYM
1. Wykaz dorobku technologicznego.
Nie dotyczy
2. Wspotpraca z sektorem gospodarczym.
Nie dotyczy
3. Wykaz uzyskanych praw wtasnos$ci przemystowej, w tym uzyskanych patentéw krajo-

wych lub migdzynarodowych.
Nie dotyczy

4. Wykaz wdrozonych technologii.
Nie dotyczy
5. Wykaz wykonanych ekspertyz lub innych opracowan wykonanych na zaméwienie in-
stytucji publicznych lub przedsigbiorcow.
Po doktoracie:
Firma Hasco Lek poprosita mnie o stworzenie planu eksperymentéw przewidzianych do reali-
zacji w ramach badan zamawianych pt.: ”Test transformacji komdrkowej pod wptywem leku

Urosal oraz jego aktywnych sktadnikow”. Wedtug wytycznych uzyskanych z firmy stworzytam
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projekt badawczy zaktadajacy uzycie testu in vitro transformacji komorkowej Bhas 42 CTA
wedtug protokotu DB-ALM Protocol n°156.

6. Wykaz udzialu w zespotach eksperckich lub konkursowych.
Nie dotyczy

7. Wykaz projektow artystycznych realizowanych ze srodowiskami pozaartystycznymi.

Nie dotyczy

IV.  DANE NAUKOMETRYCZNE
1. Impact Factor: 71,191

Punktacje za publikacje

. . Impact factor
Liczba punktow (liczba prac)
calos¢ bez cyklu cato$é bez cyklu
A. Publikacje przed uzyskaniem
stopnia doktora 52,0 52,0 5,772 (2) 5,772 (2)
B. Publikacje po uzyskaniu
stopnia doktora 1280,0 520,0 65,419 (12) | 34,328 (7)
RAZEM: 1332,0 572,0 71,191 (14) | 40,1 (9)

2. LICZBA CYTOWAN: ogétem: 339; bez autocytowan: 335 (wg Web of Science Core Col-
lection z dnia 26.09. 2023 1.)

3. Indeks Hirscha. h-index = 10 (wg Web of Science Core Collection z dnia 26.09.2023 r.)

4. Informacja o liczbie punktow MEiIN
Przed uzyskaniem stopnia doktora: 52

Po uzyskaniu stopnia doktora: 1280

(podpis wnioskodawcy)
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Lp.
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Punkty

Kubis-Kubiak Adriana M., Rorbach-Dolata Anna, Piwowar Agnieszka: Crucial play-
ers in Alzheimer's disease and diabetes mellitus: friends or foes?, Mechanisms of Age-
ing and Development, 2019, vol. 181, s. 7-21, DOI:10.1016/j.mad.2019.03.008

4,304

100
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Cells, 2020, vol. 9, nr 4, art.958 [15 s.], DOI:10.3390/cells9040958

6,6

140
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140
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140
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amyloid B 140 and amyloid p 142, in a model of human dopaminergic neurons, Bio-
medicine & Pharmacotherapy, 2022, vol. 156, art.113869 [16 s.], DOI:10.1016/j.bio-
pha.2022.113869
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100
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Wykaz opublikowanych prac naukowych
Rozprawa doktorska

Adriana Maria Kubis-Kubiak, Uniwersytet Wroctawski : Regulatorowe wtasciwosci colostrininy i jej sktadowego nonapeptydu wobec
linii komdrkowych i peptydu AB42. Wroctaw, 2008 ; 152 s.

A.PRACE WYKONANE PRZED UZYSKANIEM STOPNIA NAUKOWEGO DOKTORA

I. Wykaz opublikowanych monografii naukowych -

I1. Wykaz opublikowanych rozdzialéw w monografiach naukowych -
(w tym w recenzowanych monografiach z konferencji)

IIIL. Informacja o czlonkostwie w redakcjach naukowych monografii -

IV. Wykaz opublikowanych artykuléw w czasopismach naukowych

1. Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe (be: streszczer zjazdowych i konferencyjnych, prac w suplementach
czasopism, listow do redakcji oraz udziatu autora wymienionego w dodatku (appendix) jako uczestnika badan
wieloosrodkowych)

1.1. w czasopismach posiadajacych ,,impact factor”

Lp. Opis bibliograficzny IF | Punkty
Kubis Adriana, Marcinkowska Ewa, Janusz Maria, Lisowski Jozef: Studies on

i the mechanism of action of a proline-rich polypeptide complex (PRP): effect on 2931 1
the stage of cell differentiation, Peptides, 2005, vol. 26, nr 11, s. 2188-2192, ’
DOI:10.1016/j.peptides.2005.04.001
Janusz Maria, Woszczyna Mirostaw, Lisowski Marek, Kubis Adriana, Macata Jo-

) zefa, Gotszalk Teodor, Lisowski Jozef: Ovine colostrum nanopeptide affects amy- 3541 37
loid beta aggregation, FEBS Letters, 2009, vol. 583, nr 1, s. 190-196, 2
DOI:10.1016/j.febslet.2008.11.053 2

1.2. w.czasopismach bez ,.impact factor™ -
2. Opisy przypadkow —
3. Prace pogladowe
3.1. w czasopismach posiadajacych ,,impact factor”-
3.2. w czasopismach bez ,,impact factor”
Lp Opis bibliograficzny Punkty

Kubis Adriana M., Janusz Maria: Choroba Alzheimera - nowe mozliwosci terapeutyczne
1 | oraz stosowane modele eksperymentalne, Postepy Higieny i Medycyny Doswiadczalnej, 9
2008, vol. 62, s. 372-392

4. Publikacje pelnotekstowe w suplementach czasopism -
5. Listy naukowe do redakcji -

6. Publikacje z udzialem autora w badaniach wieloo§rodkowych w czasopismach (kontrybutorskie) —



B. PRACE WYKONANE PO UZYSKANIU STOPNIA NAUKOWEGO DOKTORA

1. Wykaz opublikowanych monografii naukowych -

II. Wykaz opublikowanych rozdzialéw w monografiach naukowych -
(w tym w recenzowanych monografiach z konferencji)

III. Informacja o cztonkostwie w redakcjach naukowych monografii -

IV. Wykaz opublikowanych artykuléw w czasopismach naukowych

1. Oryginalne pelnotekstowe prace naukowe (bez streszczer zjazdowych i konferencyjnych. prac w suplementach
czasopism, listow do redakcji oraz udziatu autora wymienionego w dodatku (appendix) jako uczestnika badarn wieloosrodkowych)

1.1. w czasopismach posiadajacych ,.impact factor”

Lp. Opis bibliograficzny IF | Punkty

Di Fede Giuseppe, Catania Marcella, Maderna Emanuela, Ghidoni Roberta, Be-
nussi Luisa, Tonoli Elisa, Giaconne Giorgio, Moda Fabio, Paterlini Anna, Campa-
gnani Ilaria, Sorrentino Stefano, Colombo Laura, Kubis Adriana, Bistaffa
Edoardo, Ghetti Bernardino, Tagliavini Fabrizio: Molecular subtypes of Alzhei-
mer's disease, Scientific Reports, 2018, vol. 8, art.3269 [14 s.],
DOI:10.1038/s41598-018-21641-1

Wiatrak Benita, Kubis-Kubiak Adriana, Piwowar Agnieszka, Barg Ewa: PC12
2 cell line: cell types, coating of culture vessels, differentiation and other culture 6,6 140
conditions, Cells, 2020, vol. 9, nr 4, art.958 [15 s.], DOIL:10.3390/cells9040958
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