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1. Agnieszka Zablocka

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania
oraz tytulu rozprawy doktorskiej

1995 Licencjat, Wydziat Nauk Przyrodniczych, Uniwersytet Wroctawski, kierunek:
Biotechnologia, rozprawa pt. ,,Lizozym — struktura, whasciwosci, funkcja”.
opiekun: prof. dr hab. Antoni Polanowski

1997 Magister Biotechnologii, specjalnos$é: Biotechnologia peptydow i bialek;
Uniwersytet Wroctawski, Wydzial Nauk Przyrodniczych, praca magisterska pt.
Oczyszczanie inhibitorow trypsyny z nasion Cyclanthera pedata na
immobilizowanej chymotrypsynie.
promotor: prof. dr hab. Tadeusz Wilusz

2006 Doktor Nauk Biologicznych, Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN we Wroctawiu; rozprawa doktorska pt. Badanie mechanizmu dziatania
kompleksu polipeptydowego bogatego w proling (PRP).
promotor: prof. dr hab. Maria Janusz

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

11.2015 — obecnie  asystent, Instytut Immunologii i Terapii Do§wiadczalnej PAN im.
Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

11.2006 — 10.2015 adiunkt, Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN im.
Ludwika Hirszfelda we Wroctawiu

09.1997 — 10.2006 asystent, Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej PAN im.
Ludwika Hirszfelda we Wroclawiu

4. Opis osiggnigcia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.)

a) Osiagnieciem w mys$l ww. ustawy jest wskazany ponizej jednotematyczny cykl publikacji,
dolaczony do dokumentacji jako Zatacznik 4, objety tytulem:

” IMMUNOMODULATORY POCHODZENIA NATURALNEGO 1 ICH ROLA W
PROCESACH NEURODEGENERACJI”.

Publikacje wchodzace w sktad osiagnigcia naukowego:
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Zablocka A., Mitkiewicz M., Macata J., Janusz M.: Neurotrophic activity of cultured
cell line U87 is up-regulated by proline-rich polypeptide complex and its constituent
nonapeptide. Cellular Molecular Neurobiology 2015, 35, 977-986.

IF': 2,506 MNiSW2 20 liczba cytowar’: 0

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 80%: autor korespondencyjny,
pomystodawca przeprowadzonych badan, samodzielne planowanie doswiadczen,
prowadzenie hodowli komérkowej, oznaczanie zZywotnosci testem MTT, wykonywanie
oznaczen testem ELISA, izolacia RNA, Western blotting (1/3 udziatu), analiza
densytometryczna wynikéw uzyskanych technikq Western blotting, analiza i
interpretacja uzyskanych wynikéw, napisanie manuskryptu, przygofowanie i
ostateczna redakcja manuskryptu po recenzjach.

Zablocka A., Urbaniak A., Kuropatwa M., Zyzak J., Rossowska J., Janusz M.: Can
proline-rich polypeptide complex mimic the effect of nerve growth factor? BioFactors,
2014, 40, 501-512.

IF': 4,592 MNiSW? 25 liczba cytowan’: 2

Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 65%: autor korespondencyjny,
pomystodawca  przeprowadzonych  badan, wiodgcy udzial w  planowaniu
eksperymentow, przygotowanie materiatu do badan, oznaczanie toksycznosci testem
MTT, oznaczanie poziomu NO metodq Griessa, badania z uzyciem mikroskopii
Swietlnej, wspotudziat w oznaczaniu poziomu cGMP (1/3 udziatu), wspétudzial w
badaniach z uzyciem mikroskopii konfokalnej (1/3 udziatu); interpretacja uzyskanych
wynikow, napisanie i ostateczne zredagowanie manuskryptu po recenzjach.

Zablocka A., Sosnowska A., Urbaniak A., Janusz M., Polanowski A.: Peptides
accompanying chicken egg yolk IgY - alternative methods of isolation and
immunoregulatory activity. Food & Function, 2014, 5, 724-733.

IF: 2,791 MNiSW?% 30 liczba cytowan’: 0

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 65%: autor korespondencyjny
pomystodawca czesci przeprowadzonych badan, udzial w planowaniu doswiadczen i
analizie wynikéw, oznaczanie poziomu cytokin metodq ELISA, badanie poziomu TAC,
fagocytozy, wolnych rodnikéw tlenowych, tlenku azotu, poziomu produktéw utleniania
biatek i lipidéw. Udzial w pisaniu manuskryptu i przygotowaniu pracy do druku.

Polanowski A., Sosnowska A., Zablocka A., Janusz M., Trziszka T.:
Immunologically active peptides that accompany hen egg yolk immunoglobulin Y:
separation and identification. Biological Chemistry, 2013, 394, 879-887.

IF': 2,689 M NiSW2 25 liczba cytowan’: 2

Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 20%: wspdludzial w planowaniu
doswiadczen i analizie wynikéw, oznaczanie poziomu cytokin testem ELISA; udzial w
pisaniu manuskryptu i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach.

Zablocka A., Janusz M.: Effect of proline — rich polypeptide complex/ColostrininTM
on the enzymatic antioxidant system. Archivum Immunologiae et Therapiae
Experimentalis, 2012, 60, 383-390.

IF: 2,378 MNiSW?: 20 liczba cytowar’: 3
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Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 90%: autor korespondencyjny,
pomystodawca przeprowadzonych badan, samodzielne planowanie doswiadczen,
interpretacja uzyskanych wynikéw, hodowla komorek pelnej krwi ludzkiej, izolacja
PBMC, przygotowanie préb do badan, oznaczanie poziomu nadtlenku wodoru,
glutationu, produktéw utleniania biatek i lipidow, oznaczanie aktywnosci enzymow
antyoksydacyjnyc; napisanie manuskryptu, przygotowanie pracy do druku i ostateczne
zredagowanie manuskryptu po recenzjach;.

6. Polanowski A., Zablocka A., Sosnowska A. Janusz M., Trziszka T.:
Immunomodulatory activity accompanying chicken egg yolk immunoglobulin Y.
Poultry Science, 2012, 91, 3091-3096.

IF': 1,516 MNiSW?% 40 liczba cytowan®: 5

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 60%: autor korespondencyjny oraz autor
réwnorzedny z pierwszym autorem, wspolpomystodawca czgsci przeprowadzonych
badan, wiodqcy udzial w planowaniu doswiadczen i analizie wynikéw, hodowla
komérek peinej krwi ludzkiej, przygotowanie préb do badan, oznaczanie poziomu
cytokin testem ELISA oraz oznaczanie poziomu tlenku azotu metodq Griessa. Udzial w
przygotowaniu pracy do druku i ostatecznej redakcji manuskryptu po recenzjach,

7. Zablocka A., Siednienko J., Mitkiewicz M., Gorczyca W.A., Lisowski J., Janusz M.:
Proline-rich polypeptide complex (PRP) regulates secretion of inflammatory
mediators by its effect on NF-kB activity. Biomedicine & Pharmacotherapy 2010, 64,
16-20
IF': 2208 MNiSW?: 27 liczba cytowarr’: 6

Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 50%: udzial w koncepcji pracy,
wspotudzial w interpretacji wynikow, izolacja PBMC, przygotowanie préb do badar,
oznaczanie I-xkB technikq Western blotting; napisanie czesci manuskryptu, ostateczna -
redakcja manuskryptu po recenzjach;

8. Janusz M., Zablocka A.: Colostral proline-rich polypeptides — immunoregulatory
properties and prospects of therapeutic use in Alzheimer’s disease. Current Alzheimer
Research, 2010, 7, 323-333.

IF': 4,953 MNiSW? 32 liczba cytowan®: 13

Indywidualny wktad w autorstwo szacuje na 50%: udzial w wyborze tematu, pisaniu
manuskryptu i przygotowaniu pracy do druku;

9. Zablocka A., Janusz M.: Hipoteza stresu oksydacyjnego w chorobie Alzheimera. W :
,»Choroby Otepienne. Teoria i Praktyka”. Wyd. Continuo, 2011, 255-268.

Indywidualny wkiad w autorstwo szacuje na 70%; rozdzial do ksiqzki przygotowany
na zaproszenie, wybor tematu, analiza literatury, napisanie rozdziatu.

' Wartos¢ wspotczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania.
*Liczba punktéw wedhug polskiego systemu punktacji czasopism, zgodnie z rokiem opublikowania.
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Liczba cytowan (z uwzglednieniem autocytowar), wedtug bazy Web of Science, stan z dnia
25.11.2015r.

b) omoéwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Prezentowane osiagniecie naukowe stanowi jednotematyczny cykl dziewigciu prac:
siedmiu prac oryginalnych, jednej anglojezycznej pracy przegladowej oraz rozdziatu do
ksiazki (Zatacznik 4). Przedstawiony cykl publikacji przygotowany zostal w ramach mojej
pracy realizowanej w Laboratorium Immunochemii Ogélnej w Instytucie Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu.

WPROWADZENIE

Choroby neurodegeneracyjne, takie jak choroba Alzheimera, Parkinsona, czy
Huntingtona, sa skutkiem postgpujacego obumierania komoérek nerwowych w niektérych
strukturach uktadu nerwowego. Zapobieganie uszkodzeniom neuronéw w tych schorzeniach
stanowi niezwykle wazny i wcigz nierozwiazany problem wspélczesnej medycyny. Obecnie
prowadzone sg liczne badania, ktorych celem jest poznanie przyczyn $mierci neurondw oraz
wprowadzenie  skutecznych  metod  wczesnej diagnozy 1 leczenia  chorob
neurodegeneracyjnych Szacuje si¢, ze obecnie na chorobg Alzheimera cierpi ponad 30
milionéw o0séb na calym $wiecie. Biorac pod uwage problem ,.starzenia si¢” spoleczenstwa w
wielu krajach, Miedzynarodowe Stowarzyszenie Alzheimerowskie przewiduje, ze liczba ta
moze si¢ potroi¢ do 2050 roku.

Proces starzenia sie osrodkowego uktadu nerwowego zwigzany jest ze zmianami
morfologicznymi i czynno$ciowymi zachodzacymi w tkance moézgowej. Po 65 roku zycia
obserwuje si¢ istotne zmniejszenie masy mézgu w poréwnaniu z osobami mtodymi. Dochodzi
do znacznego zaniku substancji bialej, obserwuje si¢ takze obecno$¢ patologicznych form
bialek zdolnych do agregacji. Pociaga to za soba postepujace uposledzenie przewodnictwa
cholinergicznego, dopaminergicznego czy serotoninergicznego skutkujace m.in. zaburzeniami
pamigci oraz funkcji poznawczych.

Komoérki centralnego ukladu nerwowego (CNS) wykazuja silne powigzanie
funkcjonalne. Przezywalno$¢ neurondéw, ich wzrost oraz zdolno$¢ do przekazywania sygnatu
warunkowana jest wystgpowaniem w ich bliskim sasiedztwie astrocytoéw i mikrogleju.
Astrocyty charakteryzuja sie duzg odpornoscia na czynniki stresowe 1 zapalne, co czyni z nich
doskonatych obroficow dla stabych i wrazliwych neuronéw. Dynamiczny przeplyw informacji
zachodzacy podczas kooperacji neuron - astrocyt wigze si¢ z uwalnianiem calego spektrum
czasteczek przekaznikowych. Naleza do nich czynniki kontrolujace przezywalnos¢ oraz
pobudzajace wzrost i roznicowanie komoérek nerwowych takie, jak nerwowy czynnik wzrostu
(NGF), neurotropowy czynnik pochodzenia moézgowego (BDNF), czy neurotransmitery
regulujace funkcjonalnie dojrzaty uktad nerwowy. Neurotrofiny odgrywaja szczegolng role w
roznicowaniu, przezywalnosci oraz regeneracji neuronéw. Warunkuja one prawidlowe
funkcjonowanie hipokampa i kory nowej, regulujg funkcje neuronéw siatkéwki, neuronow
cholinergicznych i dopaminergicznych. Ponadto odgrywaja one kluczowa rolg w regulacji
plastycznosci synaptycznej oraz kontroli procesu syntezy neurotransmiterow, w tym réwniez
acetylocholiny. Spadek poziomu neurotrofin w mézgu prowadzi do pogorszenia zdolnosci
pamieciowych i poznawczych. Sledzac sekwencje zjawisk prowadzacych do rozwoju choréb
neurodegeneracyjnych mozliwosci terapeutyczne mozna wigzaé z bezposrednim wpltywem na
ochrone komorek nerwowych przed destruktywnym dziataniem patologicznych form biatek.
Mozna to osiggna¢, m.in. poprzez regulacj¢ wydzielania czynnikoéw troficznych.
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Komorki glejowe w moézgu wykazujg zdolnos¢ do wydzielania cytokin, w tym
interleukiny 6 (IL-6), czynnika martwicy nowotworu typu alfa (TNF-a) oraz beta (TNF-f),
czynnika stymulujacego kolonie typu 1 (CSF1) czy interleukiny 1(IL-1). IL-1 wydzielana
przez mikroglej w warunkach fizjologicznych pobudza astrocyty do syntezy czynnikéw
wzrostowych m.in. NGF. IL-6 uwalniana jest konstytutywnie przez komorki CNS w czasie
jego rozwoju. Doswiadczenia in vitro wykazaly, iz odgrywa ona istotna rol¢ w kontroli
przezywalnosci i funkcji neuronéw oraz w procesie réznicowania neuron6w i astrocytow do
komoérek funkcjonalnie dojrzatych. Myszy z nokautem dla IL-6 wykazywaly ostabiona
wrazliwo$é reagowania na bodzce oraz brak zdolnosci do regeneracji aksonéw. Ponadto,
dzialajac synergistycznie z IL-1, IL-6 pobudza astrocyty do produkeji czynnikéw wzrostu tj.
NGF oraz wspomaga neurotroficzne dzialanie NGF na neurony. TNF-a, obok szkodliwego
wplywu na neurony w procesie zapalnym, uwalniany w niskich stgzeniach, moze dziata¢ jako
czynnik troficzny dla komoérek nerwowych. Wykazano, iz dziata on réwniez ochronnie w
warunkach stresu oksydacyjnego oraz w obecnosci peptydow amyloidu beta (AB). Ponadto,
TNF-a chroni komoérki przed toksycznym dzialaniem glutaminianu. Jest on réwniez
potencjalnym aktywatorem czynnika transkrypcyjnego NF-kB odpowiedzialnego za
transkrypcje genéw nie tylko dla czynnikéw prozapalnych, ale réwniez dla czynnikow
przezycia.

Neurodegeneracja jest postepujacym procesem zwyrodnienia komoérek nerwowych
prowadzacym do ich obumierania, co pocigga za soba m.in. zaburzenia szlakow
przekazywania sygnatow. Gléwnym czynmklem ryzyka w rozwoju choréb o podlozu
neurodegeneracyjnym jest starzenie si¢ organizmu, ktére w polaczeniu z czynnikami
genetycznymi oraz czynnikami $rodowiskowymi prowadzi do ujawnienia stanu chorobowego.
Na poziomie komérkowym procesom neurodegeneracyjnym sprzyja stres oksydacyjny,
dysfunkcja mitochondriéw, niedobory czynnikéw troficznych oraz nadmierne wydzielanie
cytokin prozapalnych. Istotnym czynnikiem dziatajacym destrukcyjnie na komérki nerwowe
sa powstajace agregaty bialek przybierajacych konformacje tzw. beta-harmonijki, odporne na
dzialanie enzymow proteolitycznych i wykazujace efekty toksyczne. Biatka te dzialajac
toksycznie na komorki powoduja ich obumieranie na drodze nekrozy lub apoptozy. W moézgu
chorych na chorobg Alzheimera ma miejsce permanentna aktywacja komérek mikrogleju i
astrocytow. Prowadzi to do uwalniania patologicznych ilosci mediatoréw zapalnych — cytokin,
NO i ROS, ktoére powoduja uszkodzenie komoérek nerwowych. Ponadto, ze wzgledu na
uszkodzenie bariery krew-mo6zg naptywajace do mézgu komorki krwi obwodowej, limfocyty
T i B oraz makrofagi ulegaja wtérnemu pobudzeniu, co powoduje zmiany w profilu
wydzielanych efektoréw biologicznych. Stad, zmiany morfologiczne i wydzielnicze w mézgu
znajduja swoje odzwierciedlenie na obwodzie. Mozna zatem sadzi¢, iz mozliwos¢ regulacji
statusu wydzielniczego komodrek krwi obwodowej moze znalezé odzwierciedlenie w regulacji
aktywnosci komorek nerwowych. W $wietle badan ostatnich kilkunastu lat stalo sie
oczywiste, Ze mOzg nie jest organem ,.immunologicznie izolowanym”. Zwrdcono uwage na
role uktadu odpornosciowego w etiopatogenezie wciaz nieuleczalnej, a dotykajacej coraz
wickszej liczby o0s6b, szczegOlnie w starszym wieku, choroby Alzheimera. Zwiazane z
wiekiem zmiany w funkcjonowaniu ukladu immunologicznego sa powszechnie znane.
Dotycza one miedzy innymi spadku aktywnosci funkcjonalnej monocytéw i makrofagdw,
obnizenia ekspresji Toll - podobnych receptorow, wzmozonej sekrecji rodnikéw tlenowych,
NO, chemokin i cytokin, a wigc reakcji nieswoistego systemu odpornosci wrodzonej. W
przypadku choroby Alzheimera markery reakcji zapalnej lub zaburzenia procesow odpowiedzi
immunologicznej moga by¢ wykorzystane do monitorowania przebiegu choroby.

Wpltyw  stresu  oksydacyjnego na  poszczegélne etapy rozwoju  chordb
neurodegeneracyjnych nadal pozostaje wsrod naukowcow kwestia sporng. Nie mniej jednak
jego patologiczna rola pozostaje niepodwazalna. Stezenie wolnych rodnikow tlenowych
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(ROS) oraz szybkos¢ ich reagowania zalezne sa od wystgpowania réwnowagi pomiedzy
szybkoscig ich wytwarzania, a stgzeniem niskoczasteczkowych antyoksydantow i enzymoéw
odpowiedzialnych za ich rozklad. ROS sa czasteczkami posiadajacymi niesparowany elektron.
Powstaja w wyniku jednoelektronowej redukgji tlenu, ktéra prowadzi kolejno do wytworzenia
anionorodnika ponadtlenowego (Oy"), nadtlenku wodoru (H,0;) oraz rodnika hydroksylowego
(OH"). Reakcje wolnorodnikowe zachodzace w ukladzie in vivo katalizowane sa glownie
przez jony metali przejéciowych. W warunkach fizjologicznych w komoérce utrzymywany jest
bardzo niski poziom wolnych rodnikéw. Odgrywaja one istotng rol¢ m.in. jako wtéme
przekazniki uczestniczace w kontroli ekspresji gendéw. Ponadto stanowia podstawowe
narzedzie walki komérek fagocytarnych, ktore wykorzystuja ROS do zabijania organizmow
patogennych. Jednakze uwalnianie zbyt duzych ilosci ROS pociaga za soba ryzyko
wystapienia stresu oksydacyjnego - stanu, w ktérym narastajacy poziom wolnych rodnikéw i
produktéw ich reakcji przewaza nad mozliwoscia ich rozktadu. Stres wywolany przez wolne
rodniki tlenowe prowadzi nie tylko do wystapienia reakcji zapalnej, ale réwniez uruchamia
zalezng od NF-«xB transkrypcje genéw dla roéznych czynnikéw zapalnych. Negatywne
dziatanie ROS prowadzi do inaktywacji bialek zawierajacych grupy tiolowe, zahamowania
glikolizy czy do uszkodzefi DNA. Zachodzace pod wplywem dziatania ROS zmiany prowadza
do zaburzenia potencjalu jonowego blony komoérkowej i w konsekwencji do jej uszkodzenia.

Komoérki wyposazone sa w endogenne systemy majace na celu ochrong przed
toksycznym dziataniem ROS. W utrzymywanie tej rOwnowagi zaangazowane sg enzymy o
wlasciwosciach antyoksydacyjnych. Naleza do nich: peroksydaza glutationowa, reduktaza
glutationu, dysmutazy ponadilenkowe umiejscowione w cytoplazmie (FeSOD oraz Cu/Zn
SOD) oraz w macierzy mitochondrialnej (MnSOD), katalaza, mieloperoksydaza oraz bardzo
istotny kompleks oksydazy NADPH. Moézg jest szczegOlnie podatny na uszkodzenia
oksydacyjne. Wynika to z obecnosci duzej ilosci lipidow, w tym znacznego odsetka
nienasyconych kwaséw thuszczowych. Ponadto pewne rejony mozgu czlowieka zawieraja
znaczne iloci jonéw metali, a zwlaszcza zelaza, miedzi i cynku, co sprzyja reakcjom
tworzenia ROS. Badania wykazaly, ze gromadzace si¢ peptydy amyloidu P pobudzaja
wydzielanie nadmiernych ilosci nadtlenku wodoru i peroksydacje lipidow blony komoérkowe;j.
Ponadto aktywuja kompleks oksydazy NADPH-zaleznej mikrogleju oraz SOD. Z kolei
tworzeniu splatkéw neurofibrylarnych towarzyszy obecno$¢ podwyzszonego poziomu
adduktéw 4-hydroksynonenalu - produktow powstatych w wyniku peroksydacji lipidéw blony
komorkowej. Obserwuje sie rowniez obnizong aktywno$¢ SOD i transferazy glutationowe;j
uczestniczacej, miedzy innymi, w neutralizacji 4-hydroksynonenalu wykazujacego silnie
toksyczne dziatanie poprzez hamowanie aktywnosci enzyméw antyoksydacyjnych takich, jak
peroksydaza glutationowa czy katalaza. Usuwanie wolnych rodnikéw tlenowych zwigzane jest
réwniez z obecnoscia w komorce badz w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej substancji o niskiej
masie czasteczkowej okreslanych mianem oksydantow niskoczasteczkowych. Zalicza si¢ do
nich: zredukowany glutation, kwas moczowy czy pochodne estradiolu. Reakcje
antyoksydantéw niskoczasteczkowych z ROS sa mniej specyficzne niz dzialanie enzymow
antyoksydacyjnych co sprawia, iz zwiazki te staja si¢ bardziej uniwersalnymi obroficami i
moga pehnié kilka funkcji. Dziataja one jak druga linia obrony degradujac ROS, ktore
umknely enzymom antyoksydacyjnym.

Tlenck azotu w organizmie czlowieka i zwierzat jest mediatorem procesow zarowno
fizjologicznych, jak i patologicznych. Tlenek azotu powstaje z L - argininy podczas jej
przemiany w L - cytruling w reakeji katalizowanej przez syntaze tlenku azotu (NOS). Dwie
formy enzymu wystepuja konstytutywnie w neuronach (nNOS) oraz komérkach $rédbtonka
(eNOS). Forma indukcyjna (iNOS), niezalezna od jonéw wapnia i kalmoduliny wystepuje
miedzy innymi w makrofagach oraz neutrofilach. Obecno$¢ tej formy stwierdzono réwniez w
mikrogleju i astrocytach. Poniewaz NO jest zwiazkiem silnie toksycznym, jego ilosci w
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]

organizmie musza pozostawa¢ pod bardzo $cista kontrola. W ilosciach fizjologicznych dziata
on jako neuronalna czasteczka sygnalizacyjna. Mechanizm dziatania tlenku azotu na poziomie
komérkowym nie jest do konca poznany. W jednym ze szlakow przekazywania sygnatu
aktywowanym przez NO bierze udzial cyklaza guanylanowa zdolna do katalizowania
wewnatrzkomorkowego przekaznika sygnatu - c¢GMP regulujacego wiele procesow
komoérkowych. W osrodkowym ukladzie nerwowym tlenek azotu uczestniczy w dojrzewaniu
komérek nerwowych oraz peli funkcj¢ neuroprzekaznika uczestniczacego w kontroli
proceséw pamigci i uczenia sie zachodzacych w hipokampie. W przypadku wystapienia stanu
zapalnego w organizmie dochodzi do aktywacji mechanizméw prowadzacych do jego
eliminacji. Pobudzone komorki fagocytujace, obok cytokin prozapalnych takich, jak IFN-y,
TNF-0. czy IL-1, uwalniaja zwigkszone ilosci NO oraz wolnych rodnikéw tlenowych.
Doswiadczenia wykonane na myszach transgenicznych wykazaly, iz w mézgu zwierzat z
amyloidoza i patologiczng formg preseniliny 1 obserwuje si¢ 4-krotnie wyzsza aktywnos¢
iNOS. Ponadto wykazano, ze patogenne dziatanie AP przejawia si¢ jego zdolnoscig do
aktywowania czynnika transkrypcyjnego NF-kB kontrolujacego ekspresj¢ iNOS i produkcje
NO. W wyniku reakcji NO z jonem ponadtlenowym O, powstaje nadtlenoazotan
uczestniczacy w procesie nitrowania reszt tyrozyny w biatkach. Szczegélnie podatne na
proces nitrowania jest bialko obecne w synapsach - synaptofizyna, ktéra w postaci zmienione;
wraz z peptydami AP indukuje proces dysfunkcji cholinergicznej. W warunkach
fizjologicznych reakcja ta pozostaje pod kontrola SOD, stad istotne jest sprawowanie kontroli
nad prawidlowym dziataniem tego enzymu. Aktywacja NF-kB zachodzaca w odpowiedzi na
stres oksydacyjny, zarowno w komoérkach limfoidalnych jak i neuronach lub gleju, prowadzi
do ekspresji wielu genéw istotnych dla obrony przed patogenem. Naleza do nich geny dla
TNF, IL-6, IL-8 oraz SOD i iNOS. Zaburzenie gospodarki oksydacyjnej w mozgu powoduje
nadmierna aktywacje NF-xB, a tym samym nieregulowang produkcj¢ czynnikow zapalenia.
Nadmierng aktywacje NF-kB obserwuje si¢ w miejscach syntezy i gromadzenia sig
patologicznych form AP, gtéwnie w synapsach neuronéw.

Mimo wzrastajacej liczby osob dotknietych chorobami neurodegeneracyjnymi, nadal nie
jest dostepny lek skutecznie niwelujacy skutki lub hamujacy postgp choroby. Identyfikowane
sa czynniki protekcyjne, ktére maja zmniejsza¢é ryzyko wystapienia choroby
neurodegeneracyjnej badz lagodzi¢ jej skutki. Korzystnymi wydaja si¢ by¢ aktywnosé
fizyczna i intelektualna oraz dieta bogata w witaminy oraz w substancje o wlasciwosciach
antyoksydacyjnych. W ostatnich latach duze nadzieje wiazano z aktywna immunizacjg
pacjentéw za pomoca AB42. Niestety, ze wzgledu na wystepujace skutki uboczne badania
zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Obecnie stosowanymi lekami w terapii choroby Alzheimera
sg inhibitory acetylocholinesterazy wplywajace na polepszenie funkcji poznawczych oraz
behawioralnych. Jest to leczenie objawowe, skupiajace si¢ na zwigkszeniu neurotransmisji
cholinergicznej. Niestety, niekorzystng cecha tej terapii jest jej krotkotrwata efektywnosc.
Rekomendowanymi lekami prewencyjnymi stosowanymi jako elementy uzupehniajace terapi¢
standardowa sa ekstrakty z Ginkgo Biloba, estrogen, statyny czy niesteroidowe leki
przeciwzapalne.

W ostatnich latach szczegdlng uwage zwrécono na istotng rol¢ uktadu immunologicznego
w regulacji procesé6w neurodegeneracyjnych. Powstawaniec oraz gromadzenie si¢ zlogow
amyloidu beta powoduje permanentna aktywacje mikrogleju prowadzaca do zaburzenia
fagocytozy oraz nadmiernego wytwarzania cytokin, wolnych rodnikéw tlenowych i tlenku
azotu ktére nasilaja procesy neurodegeneracji. Zatem kontrolowana ingerencja w odpowiedz
immunologiczng stanowi ogromny potencjal leczniczy w przypadku schorzen
neurodegeneracyjnych. Szczeglne zainteresowanie budza substancje pochodzenia
naturalnego, bezpieczne dla organizmu, nie wywolujace skutkow ubocznych, wykazujace
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charakter endogennych regulator6w odpowiedzi zapalnej oraz dzialajace neuroprotekcyjnie.
Przykladem takiej substancji moze by¢ kompleks polipeptydowy bogaty w proling — PRP
wykryty w siarze owczej jako frakcja towarzyszaca immunoglobulinie IgGo.

Kompleks polipeptydowy bogaty w proling (PRP) zostal wykryty w siarze owiec przez
Janusz i wspolpr. Obecne w mieszaninie peptydy charakteryzuja si¢ wysoka zawartoscig reszt
proliny (22%) i aminokwasow hydrofobowych (40%). Wsroéd okreslonych do tej pory 56
peptydéw 1/3 nie znajduje swoich odpowiednikow w bazie danych GenBank. Cigzar
czasteczkowy peptydéw kompleksu PRP zawarty jest w granicach 500 — 3000 Da. PRP
wykazuje wlasciwosci immunoregulatorowe indukujac dojrzewanie i réznicowanie si¢ mysich
tymocytéw do immunologicznie kompetentnych komérek T (in vivo oraz in vitro), przywraca
rownowage w immunologicznych funkcjach limfocytow. Wplywa zar6wno na odpowiedz
humoralna, jak i komérkowa nie wykazujac przy tym wiasciwosci cytotoksycznych. PRP nie
wykazuje swoistosci gatunkowej, jest aktywny zar6wno u myszy, szczuréw i ludzi. PRP
wplywa na rozw6j odpowiedzi immunologicznej poprzez indukcj¢ cytokin, w tym IFN-y i
TNF-0, w hodowlach komoérek pelnej krwi ludzkiej oraz limfocytow krwi obwodowe;j. Efekt
ten, w $wietle doniesien o zdolno$ci hamowania przez te cytokiny powstawania ztogéw biatka
amyloidu B, wskazal na potencjalne zastosowanie w leczeniu choroby Alzheimera. Dalsze
badania wykazaty zdolnos¢ PRP do hamowania agregacji bialka amyloidu B, wydzielania
wolnych rodnikéw tlenowych (ROS) oraz tlenku azotu (NO), co pozytywnie korelowato ze
zmiang aktywno$ci dysmutazy ponadtlenowej oraz iNOS. Preparat poprawial réwniez
zdolno$¢ uczenia si¢ i zapamigtywania u starych szczuréw.

Jednoczesne wykazywanie przez PRP immunotropowych i prokognitywnych
wlasciwosci stato si¢ podstawg do przeprowadzenia badan nad jego wplywem na rozwdj
choroby Alzheimera (AD). PRP podawany pacjentom chorym na AD w formie tabletek
Colostrininy® zawierajacych 100pug kompleksu, powodowal polepszenie samopoczucia,
pamieci i zdolnosci poznawczych. Przeprowadzone proby w 7 ofrodkach klinicznych w
Polsce wykazaly, ze u pacjentow przyjmujacych tabletki Colostrininy® nastgpuje stabilizacja
lub poprawa stanu chorobowego. Bardzo istotng zaleta PRP/Colostrininy® jest fakt, ze nie
powoduje on zadnych negatywnych skutkéw ubocznych, nawet przy dlugotrwalym
podawaniu.

Wydzielony z produktéw chymotryptycznego trawienia PRP nonapeptyd (NP): Val-Glu-
Ser-Tyr-Val-Pro-Leu-Phe-Pro  we  wstepnych  badaniach  wykazywal  wlasciwosci
immunoregulatorowe podobne do nictrawionego PRP. Szereg kolejnych badaf
poréwnawczych przeprowadzono z zastosowaniem nonapeptydu otrzymanego na drodze
syntezy chemicznej. Peptyd ten wplywal na regulacj¢ wydzielania cytokin w hodowlach
komorek pelnej krwi ludzkiej oraz limfocytow krwi obwodowej. W odniesieniu do
hamowania wydzielania tlenku azotu uprzednio indukowanego przez LPS (w ukladzie in vitro
i in vivo) oraz w odniesieniu do hamowania aktywnosci dysmutazy ponadtlenowej i
wydzielania nadtlenku wodoru wykazywat efekty porownywalne z PRP. Podobnie jak w
przypadku kompleksu PRP, nonapeptyd wplywat na poprawe zdolnosci uczenia sig i
zapamigtywania u starych szczuréw. Istotna jest rowniez jego zdolno$¢ do hamowania
agregacji biatka amyloidu beta.

Wyniki badan nad mechanizmem dziatania kompleksu polipeptydowego PRP zostaly
zebrane w monografii opublikowanej w Current Alzheimer Research (Zalacznik 4, cykl prac
stanowiacych szczegolne osiagnigcie naukowe).

Efekty terapeutyczne potencjalnych lekéw moga dotyczy¢é mechanizméw regulacji
odpornosci wrodzonej oraz neuroprotekcji. Zatem kontrolowana ingerencja w nieswoistg
odpowiedz immunologiczng stanowi ogromny potencjal leczniczy w przypadku schorzen
neurodegeneracyjnych. Jednak, aby w pelni wykorzysta¢ taki potencjal potrzebne jest szerokie
zrozumienie mechanizméw zaangazowanych w jego regulacj¢ zar6wno w stanach
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prawidlowych, jak i chorobowych. Stad, mechanizm dziatania kompleksu PRP jest nadal
przedmiotem intensywnych badan.

Biorge pod uwage powyzsze aspekty zasadnym wydato si¢ szersze zbadanie mechanizmu
dziatania kompleksu polipeptydowego bogatego w proling PRP wykazujacego pozytywne
efekty u chorych na chorobg Alzheimera oraz podjg¢cie proby pozyskania i identyfikacji
nowych substancji pochodzenia naturalnego. Pozwoli to na opracowanie w przysziosci
alternatywnych strategii terapeutycznych.

Uwazam, ze w tym kontek$cie do najwazniejszych i najbardziej interesujacych rezultatdéw
zawartych w przedstawionym przeze mnie do oceny cyklu prac naleza:

e zaproponowanie mechanizmu dzialania PRP w modulacji odpowiedzi zapalnej
poprzez zdolno$¢ kompleksu PRP do regulacji proceséw transkrypcji biatek
pozostajacych pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego NF-xB; uzyskane wyniki
pozwolity na wyjasnienie mechanizmu dziatania PRP/NP w odniesieniu do
obserwowanego efektu hamowania aktywno$ci SOD hamownia wydzielania wolnych
rodnikéw tlenowych oraz cytokin prozapalnych;

e wykazanie, ze kompleks PRP oraz nonapeptyd NP sa zdolne do regulacji
wewnatrzkomdrkowego systemu obrony przed wolnymi rodnikami tlenowymi;
regulacja procesow oksydacyjnych przez PRP moze minimalizowal toksyczne
dzialanie wolnych rodnikéw uwalnianych w nadmiarze podczas dlugotrwalego
procesu zapalnego;

e wyjasnienie po raz pierwszy roli kompleksu polipeptydowego bogatego w proling
(PRP) oraz nonapeptydu (NP) w regulacji szlaku sygnatowego NO/cGMP/ERK 1/2
zaangazowanego w proces roznicowania si¢ komorek nerwowych oraz wykazanie ich
potencjalnej zdolnosci do regulacji procesow warunkujacych przezycie oraz
prawidlowe funkcjonowanie komérek nerwowych w warunkach dla nich
niekorzystnych; obserwowane podobienstwo sygnatowe w poréwnaniu do NGF
wskazuje na prawdopodobienistwo potencjalnego wzmacniania sygnatu przez PRP/NP,
szczegOlnie w warunkach niedoboréow NGF obserwowanych w czasie starzenia si¢
oraz w chorobach neurodegeneracyjnych;

e wykazanie po raz pierwszy, ze kompleks PRP oraz nonapeptyd NP reguluja
aktywno$¢ wydzielnicza astrocytéw ludzkiej linii U87 pobudzajac je do ekspresji i
wydzielania nerwowego czynnika wzrostu NGF. Ponadto, wykazana zdolnosc
nonapeptydu NP do regulacji wydzielania IL-6 jako cytokiny potencjalnie
zaangazowanej we wzmacnianie dziatania NGF, wskazuje na mozliwos¢ zastosowania
go jako czynnika terapeutycznego w wybranych jednostkach chorobowych;

e wykazanie po raz pierwszy obecnosci kompleksu polipeptydowego towarzyszacego
frakcji immunoglobulin Y w zoltku jaja kurzego, analogicznie do kompleksu PRP,
nazwanego Yolking;

e opracowanie alternatywnych metod izolacji i oczyszczania kompleksu Yolkiny z
zoltka jaja kurzego oraz wykazanie jego wlasciwosci immunoregulatorowych w
odniesieniu do sekrecji cytokin, tlenku azotu oraz utleniania lipidéw komorkowych;

e mozliwo$¢ pozyskania potencjalnego $rodka terapeutycznego z latwo dostgpnego
zrodla;

Uzyskane wyniki moga mieé¢ istotne znaczenie dla rozwoju badan aplikacyjnych
zwigzanych z leczeniem choréb o podlozu neurodegeneracyjnym, takich jak choroba
Alzheimera, jak tez choréb wieku podeszlego. Wskazuja réwniez na mozliwosé
zastgpienia preparatu PRP jego 9-aminokwasowym fragmentem — NP, otrzymywanym
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na drodze prostej syntezy chemicznej. Odkrycie kompleksu polipeptydowego, Yolkiny
wykazujacego wlasciwosci immonoregulatorowe wskazuje na nowe cele badawcze oraz
otwiera nowe mozliwosci regulacji odpowiedzi immunologiczne;j.

PODSUMOWANIE WYNIKOW OPISANYCH W PUBLIKACJACH WYBRANYCH
DO OCENY.

KOMPLEKS POLIPEPTYDOWY BOGATY W PROLINE (PRP)

e Zablocka A., Siednienko J., Mitkiewicz M., Gorczyca W.A., Lisowski J., Janusz M:
Proline-rich polypeptide complex (PRP) regulates secretion of inflammatory
mediators by its effect on NF-kB activity. Biomedicine & Pharmacotherapy 2010, 64:
16-20

Szereg procesdw zachodzacych w komorce, w tym wydzielanie cytokin czy aktywacja
enzyméw antyoksydacyjnych znajduje si¢ pod kontrola czynnika transkrypcyjnego NF-kB.
We wezesniejszych badaniach (ujetych w mojej pracy doktorskiej) wykazatam zdolnos$é
kompleksu PRP do obnizania aktywnosci czynnika transkrypcyjnego NF-xB aktywowanego
LPS o okolo 40%. Wyniki prezentowane w obecnej pracy stanowia kontynuacj¢ badan
rozpoczetych w ramach mojego doktoratu. Celem badan bylo wykazanie zaleznosci pomigdzy
stopniem aktywacji czynnika transkrypcyjnego NF-kB a poziomem podjednostki hamujacej
IxB oraz okreslenie zwigzku pomig¢dzy aktywacja NF-kB a ekspresjg cytokin: IL-6 i TNF-a.
Wykazano, ze 30 minutowa pre-inkubacja komoérek jednojadrzastych krwi ludzkiej z PRP, a
nastepnie poddanie ich dziataniu LPS skutkuje hamowaniem ekspresji genéw dla IL- 6 i
TNFo. Zaobserwowano rowniez wzrost poziomu podjednostki inhibitorowej IkB w
komérkach w odpowiedzi na sam PRP oraz obnizanie jej poziomu w przypadku
potraktowania komérek PRP i LPS.

Podsumowujac, uzyskane wyniki pozwolily na zaproponowanie mechanizmu dzialania
PRP w modulacii odpowiedzi zapalnej poprzez zdolno$¢ kompleksu PRP do regulacji
transkrypcii bialek pozostajacych pod kontrolg czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Uzyskane
wyniki wyja$niaja ponadto mechanizm dziatania kompleksu PRP prowadzacy do wykazanego
wezesniej obnizania aktywnosci dysmutazy ponadtlenowej i hamowania produkcji nadtlenku
wodoru. Wolne rodniki tlenowe sg potencjalnymi aktywatorami NF-«kB, a obnizanie poziomu
H,0, we wnetrzu komérki moze ostabiaé sygnat potrzebny do aktywacji tego czynnika.

e Zablocka A., Janusz M: Effect of proline — rich polypeptide complex/Colostrinin™ on
the enzymatic antioxidant system. Archivam Immunologiae et Therapiae
Experimentalis 2012, 60, 383-390

W pracy tej podjeto probe glebszego wyjasnienia wplywu kompleksu PRP na status
oksydacyjny komoérki. Analizie poddano uklad antyoksydacyjny kontrolujacy poziom
nadtlenku wodoru w komoérce, obejmujacy: glutation zredukowany (GSH) i utleniony
(GSSG), peroksydaze i reduktaze glutationu oraz katalaz¢. Badania przeprowadzono na
modelu komoérek pelnej krwi ludzkiej oraz komorek jednojadrzastych krwi ludzkiej (PBMC).
Badano wptyw kompleksu PRP oraz jego dziewigcio-aminokwasowego fragmentu NP na
status antyoksydacyjny komorek krwi. Wykazano, ze komorki PBMC potraktowane
kompleksem PRP lub NP hamuja wydzielanie nadtlenku wodoru indukowane LPS. Ponadto,
pod wplywem PRP/NP wrzrasta aktywno$¢ peroksydazy glutationowej (GSHPX)
przeprowadzajacej reakcje rozkladu nadtlenku wodoru z wykorzystaniem glutationu
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zredukowanego GSH. Jednoczesnie obserwowana zdolnos¢ PRP/NP do aktywacji reduktazy
glutationu umozliwia odtwarzanie puli zredukowanego glutationu, tym samym usprawnia
dzialanie systemu ochrony przed toksycznym dziataniem wolnych rodnikéw tlenowych.
Ochronny wptyw kompleksu PRP oraz nonapeptydu NP na komérki skutkuje wzrostem
ochrony biatek komérkowych przed ich utlenianiem w warunkach zapalnych indukowanych
dziataniem toksyny bakteryjnej LPS. Nie wykazano wptywu PRP/NP na aktywnos¢ katalazy.
Uzyskane wyniki dowodza, ze kompleks PRP oraz jego fragment NP s3 zdolne do
usprawniania wewnatrzkomérkowego systemu obrony przed wolnymi rodnikami tlenowymi.

e Zablocka A., Urbaniak A., Kuropatwa M., Zyzak J., Rossowska J., Janusz M. Can
proline-rich polypeptide complex mimic the effect of nerve growth factor? BioFactors,
2014, 40, 501-512

W chorobach neurodegeneracyjnych obserwuje si¢ znaczny spadek poziomu
neurotrofin w mozgu oraz nasilone zjawisko degeneracji komérek nerwowych indukowane
obecnoscia patologicznych from biatek. Celem pracy bylo zbadanie czy korzystny efekt
kompleksu polipeptydowego PRP w terapii choroby Alzheimera moze wynika¢ z jego
neuroprotekcyjnego dziatania. Badania przeprowadzono na modelu szczurzej linii
komoérkowej PC12 wyprowadzonej z guza chromochtonnego nadnerczy szczura. Ze wzgledu
na ekspresje receptorowej kinazy tyrozynowej TrkA oraz receptora p75NTR wykorzystuje si¢
ja jako model do badania szlakow sygnatowych aktywowanych za ich posrednictwem.
Kontrole odno$nikowa stanowil nerwowy czynnik wzrostu (NGF). Wykazano, ze kompleks
PRP oraz jego nonapeptydowy fragment NP nie wykazuja toksycznego wplywu na komorki
nerwowe. Inkubacja komorek PC12 z agregatami biatka amyloidu B4, powodowata istotny
spadek przezywalnosci komoérek nawet do 25%. Z kolei potraktowanie komoérek PC12
PRP/NP, ktore podano jednoczesnie z biatkiem amyloidu (4o, wywierato dziatanie ochronne
podnoszac ich przezywalno$¢ do poziomu komdrek kontrolnych (test MTT). Nastgpnie
wykazano zdolno$¢ kompleksu PRP do inicjacji zjawiska neurytogenezy komoérek PC12, przy
czym zdolno$¢ do tworzenia krotkich wypustek o dhugosci nie przekraczajacej Srednicy ciala
komérki zaobserwowano u 20% komoérek traktowanych PRP w dawce 0,1 pg/ml (mikroskop
$wietlny). NP pozostawal bez wptywu na proces neurytogenezy. Kolejny etap badaf pozwolil
na wyjasnienie roli PRP oraz NP w regulacji mechanizm6w molekularnych zaangazowanych
w kontrole przezywalnosci oraz inicjacje procesu roéznicowania si¢ komoérek nerwowych.
Wykazano ze zaréwno PRP, jak i NP pozostaja bez istotnego wptywu na ekspresj¢ (RT PCR)
oraz poziom neuronalnej NOS (Western blotting), sa natomiast zdolne do regulacji
aktywnosci neuronalnej syntazy tlenku azotu (nNOS), co skutkowalo wzrostem
wewnatrzkomorkowego poziomu tlenku azotu (NO) (zmodyfikowana metoda Griessa).
Prowadzilo to w efekcie do aktywacji rozpuszczalnej cyklazy guanylanowej oraz do wzrostu
stezenia przekaznika komorkowego — cyklicznego GMP (ELISA), W swietle doniesiefi
naukowych wskazujacych na neuroprzekaznikowy charakter NO uwalnianego przez neurony
oraz przyzyciowe dzialanie ¢cGMP na komoérki nerwowe szczegélnie w warunkach
niedoboréw NGF, wykazana zdolno$¢ PRP/NP do indukowania syntezy NO i c¢GMP
wskazuje na ich neuroprotekcyjne wiasciwosci. Wykazano nastgpnie, ze wzrost poziomu
cyklicznego GMP w odpowiedzi na PRP oraz NP prowadzi do aktywacji kinaz ERK1/2,
porownywalnie z sygnalem obserwowanym dla proby odnosnikowej - NGF (Western
blotting). Kinazy ERKI1/2 zaangazowane sa w regulacj¢ aktywnosci czynnikow
transkrypcyjnych odpowiedzialnych za ekspresje genéw dla bialek petniacych wazna role
m.in. w kontroli przezywalno$ci neuronéw oraz w neurytogenezie. Otrzymane wyniki
weryfikowano w stosunku do komérek traktowanych swoistym inhibitorem kinazy MEK1/2
odpowiedzialnej za aktywacj¢ kinaz biatkowych ERK1/2 - U0126. W celu weryfikacji
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zaleznosci aktywacji kinaz ERK1/2 od szlaku nNOS-NO-cGMP, zastosowano inhibitor
neuronalnej NOS —L-NAME.

Uzyskane wyniki pozwolily na wyjasnienie roli kompleksu polipeptydowego bogatego w
proline (PRP) oraz nonapeptydu (NP) w regulacji mechanizméw molekularnych
zaangazowanych w inicjacje procesu réznicowania sie komorek nerwowych oraz wskazuja na
ich potencialna zdolno$é do regulacji procesow warunkujacych przezycie oraz prawidlowe
funkcjonowanie komorek nerwowych w warunkach dla nich niekorzystnych. Obserwowana
analogia sygnalowa w odniesieniu do NGF wskazuje na mozliwo$¢ potencjalnego
wzmacniania sygnatu, szczeg6lnie w warunkach niedoboréw NGF obserwowanych w czasie
starzenia si¢ oraz w chorobach neurodegeneracyjnych.

e Zablocka A., Mitkiewicz M., Macala J., Janusz M. Neurotrophic activity of cultured
cell line U87 is up-regulated by proline-rich polypeptide complex and its constituent
nonapeptide. Cellular & Molecular Neurobiology 2015, 35, 977-986

Przeplyw informacji zachodzacy podczas kooperacji neuron-astrocyt, zachodzi za

posrednictwem czasteczek przekaznikowych, do ktérych naleza czynniki wzrostu i
réznicowania neuronow (NGF, BDNF), cytokiny czy neuroprzekazniki. Czynniki wzrostowe
wydzielane przez astrocyty odgrywaja wazna rolg w kontroli przezywalnosci, réznicowania
oraz ochronie komorek nerwowych w warunkach stresowych. Ponadto, wazne wydaja si¢
najnowsze doniesienia o wplywie IL-6 na wydzielanie czynnikow wzrostu oraz na
wzmacnianie ich neurotroficznego dziatania na neurony. Stad, za cel obrano zbadanie, czy
wykazane wczesniej neuroprotekcyjne dziatanie kompleksu PRP oraz NP moze wigza¢ si¢ z
jego wptywem na regulacje funkcji wydzielniczych astrocytow.
W badaniach wstepnych wykazano, ze kompleks PRP oraz nonapeptyd NP nie dzialaja
toksycznie na komorki astrocytarne linii U87 oraz nie pobudzaja ich proliferacji. Za pomoca
techniki real-time PCR wykazano wplyw nonapeptydu NP na wzrost ekspresji genu dla NGF
oraz wplyw PRP/NP na wzrost poziomu NGF wydzielanego zewnatrzkomorkowo. Za
pomocg techniki Western blotting wykazano, ze wydzielany na zewnatrz komoérki NGF
zawiera zaréwno forme dojrzalag NGF jak i propeptyd. Nie wykazano wplywu PRP/NP na
wydzielanie BDNF. W kolejnym etapie badan wykazano, ze inkubacja komérek ludzkiej linii
astrocytarnej U87 z nonapeptydem NP prowadzi do wzrostu sekrecji interleukiny 6.
Wydzielane ilosci IL-6 nie dziataly toksycznie na komorki nerwowe linii PC12 (dane
niepublikowane). Efektu tego nie obserwowano dla kompleksu PRP.

Podsumowujac, uzyskane wyniki wskazuja na zdoino$¢ kompleksu PRP oraz jego
nonapeptydowego fragmentu NP do regulacji ekspresji i wydzielania nerwowego czynnika
wzrostu _oraz _interleukiny 6. Mozna zatem wnioskowaé, ze wykazane wczesniej
neuroprotekeyjne dzialanie kompleksu PRP oraz NP moze wigzaé si¢ z jego wplywem na
regulacje funkcji wydzielniczych astrocytéw.

e Janusz M., Zablocka A. Colostral proline-rich polypeptides — immunoregulatory
properties and prospects of therapeutic use in Alzheimer’s disease”; Current
Alzheimer Research, 2010, 7, 323-333

Praca stanowi podsumowanie stanu wiedzy na temat kompleksu polipeptydowego
bogatego w proling PRP/ Colostrinin®. W pracy opisano wystgpowanie oraz znaczenie
terapeutyczne  peptydéw bogatych w  proling szeroko rozpowszechnionych —w
mikroorganizmach, ro§linach i zwierzgtach, ze szczegdélnym uwzglednieniem peptydow
obecnych w podwzgdérzu, przysadce oraz ptynach biologicznych takich jak, siara czy mleko.
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Praca zawiera informacje na temat historii odkrycia kompleksu polipeptydowego PRP, jego
charakterystyke oraz zastosowanie w terapii choroby Alzheimera.

e Zablocka A., Janusz M. Hipoteza stresu oksydacyjnego w chorobie Alzheimera. W :
,,Choroby Otepienne”. Wyd. Continuo, 2011, 255-268

Praca stanowi podsumowanie stanu wiedzy na temat roli stresu oksydacyjnego
skutkujacego zaburzeniem réwnowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej w komdérce w
patogenezie choroby Alzheimera.

YOLKINA

e Polanowski A, Zablocka A., Sosnowska A., Janusz M., Trziszka T.
Immunomodulatory activity accompanying chicken egg yolk immunoglobulin Y.
Poultry Science, 2012 91, 3091-3096

Podstawowa rolag immunoglobulin transportowanych z surowicy do zo6ltka jaja jest
wywolanie biernej odpowiedzi immunologicznej u zarodka i utrzymanie jej do momentu
nabycia zdolnoéci do wytwarzania przeciwcial. Jedng z gléwnych grup immunoglobulin
ptakéw sa immunoglobuliny Y (IgY) uwazane za ewolucyjnego prekursora immunoglobulin
G i E swoistych dla uktadu immunologicznego ssakow.

We wezesniejszych badaniach wykazano obecnosé kompleksu polipeptydowego bogatego w
proling — PRP, wystepujacego jako frakcja towarzyszaca immunoglobulinom IgG, w siarze
owczej. Obecno$é PRP wykazano rowniez w siarze ludzkiej i krowiej. Szeroka analiza
aktywnosci biologicznej kompleksu PRP potwierdzita jego wlasciwosci immunoregulatorowe
poprzez wplyw m.in. na regulacje odpowiedzi humoralnej oraz komoérkowej. Stad, celem
badan bylo sprawdzenie, czy immunoglobulinom typu Y towarzyszy rowniez frakcja
peptydowa o wlasciwosciach immunoregulatorowych.
Podczas oczyszczania IgY otrzymano, po raz pierwszy frakcj¢ wykazujaca obecnos$¢
peptydéw niskoczasteczkowych o masie czasteczkowej rzedu 20-37 kDa. Wykorzystujac
model komérek pelnej krwi ludzkiej pochodzacej od zdrowych dawcoéw przeprowadzono
badania poréwnawcze majace na celu zbadanie aktywnosci biologicznej ,,surowej” frakcji
IgY wyizolowanej z zéttka jaja kurzego (IgY+) oraz frakcji IgY oczyszczonej technika
chromatografii zelowej pozbawionej frakcji peptydowej (IgY-). Rownolegle poddano analizie
,,surowa” frakcje IgG z siary owiec (IgG+), frakcje oczyszczonych IgG (IgG-) oraz kompleks
polipeptydowy bogaty w proling (PRP) oddzielony od IgG. Zaobserwowano, ze w
odpowiedzi na IgG+ oraz oczyszczony kompleks polipeptydowy PRP poziom cytokin
wydzielanych przez komorki pelnej krwi ludzkiej: TNF-o i IL-1B jest znacznie wyzszy niz w
przypadku IgG pozbawionych kompleksu peptydowego PRP. Podobng zaleznos¢
zaobserwowano dla IgY. IgY+ charakteryzowata si¢ wigksza aktywnoscia induktorowa niz
oczyszczone IgY. Kolejne badania wykazaly, ze otrzymana w wyniku oczyszczania IgY
frakcja peptydéw niskoczasteczkowych nazwana Yolking rowniez wykazuje aktywno$¢
immunoregulatorowa, pobudzajac komorki peinej krwi ludzkiej do wydzielania cytokin:
TNF-a i IL-1P oraz aktywujac komérki makrofagowe linii J774 do wydzielania tlenku azotu.
Przeprowadzone badania wykazaly po raz pierwszy obecno$¢ kompleksu peptydowego o
wlasciwosciach _immunoregulatorowych - Yolkiny w z6ttku jaja kurzego jako frakcji
towarzyszacej immunoglobulinom Y, analogicznie do immunoglobulin IgG w _siarze.
Obserwacje te moga wskazywaé na nowa fizjologiczna rol¢ immunoglobulin jako nosnikow
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]

substancji o dzialaniu immunomodulatorowym odgrywajacymi wazna kol¢ w kontroli
rozwoju zarodka.

e Polanowski A., Sosnowska A., Zablocka A., Janusz M., Trziszka T. Immunologically
active peptides that accompany hen egg yolk immunoglobulin Y: separation and
identification. Biological Chemistry, 2013, 394, 879-887

Praca stanowi Kkontynuacje podjetych wczesniej badan. Celem badan bylo
opracowanie metody izolacji i oczyszczania wykrytej frakcji peptydowej towarzyszacej
immunoglobulinom Y w zétku jaja kurzego oraz jej charakterystyka. Profil elucyjny frakcji
IgY uzyskany po chromatografii zelowej przedstawial obecnos¢ dwoch frakeji biatkowych.
Gléwna frakcja zawierata czyste immunoglobuliny Y, natomiast druga, mniejsza stanowita
frakcje bialek niskoczasteczkowych, ktore nazwano Yolking. Analiza skladu
aminokwasowego Yolkiny wykazala wysoka zawarto$¢ reszt Asp/Asn i Glu/Gln oraz niska,
6% zawarto$¢ reszt proliny. Analiza elektroforetyczna Yolkiny wykazata obecno$¢ peptydow
o masie czasteczkowej rzedu 1-37 kDa, z czego peptydy o masie 16, 19, 23, 29, 321 37 kDa
posiadaja reszty cukrowe. Analiza sekwencji aminokwasowej N-korica Yolkiny wykazala
duza homologi¢ do C-koncowego fragmentu witelogeniny II. Profil elucyjny uzyskany po
rozdziale Yolkiny technika HPLC wskazal na obecno$¢ czterech gléwnych frakcji
biatkowych, z przewaga bialek o masie czasteczkowej 20 1 23 kDa.

Potwierdzono, ze Yolkina otrzymana technika chromatografii zelowej wykazuje zdolnos¢
do pobudzania komorek peinej krwi ludzkiej do wydzielania IL- 1B i IL-6, podobnic do
kompleksu polipeptydowego bogatego w proling PRP/Colostrinin towarzyszacego frakcji IgG
w siarze. Wykazano ponadto, ze poszczegélne sktadowe peptydowe Yolkiny uzyskane po
rozdziale technikqg HPL.C wykazuja, zalezna od dawki, zdolno$¢ do indukcji cytokin.

e Zablocka A., Sosnowska A., Urbaniak A., Janusz M., Polanowski A. Peptides
accompanying chicken egg yolk IgY — alternative methods of isolation and
immunoregulatory activity. Food & Function, 2014, 5, 724-733

Celem prezentowanej pracy byla szersza analiza wlasciwosci biologicznych Yolkiny.
Ponadto, ze wzgledu na mozliwos¢ potencjalnego zastosowania Yolkiny w leczeniu choréb o
podlozu immunologicznym podjeto probe modyfikacji pierwotnej metody jej izolacji i
oczyszczania. Miato to na celu usprawnienie procesu otrzymywania Yolkiny na wigksza
skale. Ponadto praca wprowadza nowe rozwigzania technologiczne umozliwiajaca wydajng
izolacje i oczyszczanie Yolkiny.

Material wyjsciowy stanowita frakcja immunoglobulin Y zawierajaca peptydy Yolkiny.
Pierwotna metoda izolacji i oczyszczania Yolkiny wykorzystuje technik¢ chromatografii
zelowej (SEC) na zlozu Sephacryl S-100. Wprowadzone modyfikacje zastgpowaly etap
rozdziatu frakcji peptydowej od IgY technikg SEC na:

a) technike ultrafiltracji z uzyciem membrany z punktem odcigcia 50 kDa (Yolkina 2)

b) technike wytracania z uzyciem kwasu nadchlorowego (Yolkina 3).

¢) technike wytracania z uzyciem kwasu nadchlorowego oraz wysalania siarczanem amonu

(Yolkina 4)

Uzyskano wydajno$é preparatywng poréwnywalng z metodg wyjsciowa, natomiast
preparaty Yolkiny uzyskane metodami alternatywnymi cechowaly réznice w skladzie
peptydowym. Podjeto badania majace na celu szersza analiz¢ aktywnosci biologicznej
otrzymanych preparatow. Wykazano, ze Yolkina podnosi status immunologiczny komoérek
petnej krwi ludzkiej zwigkszajac produkcje cytokin pro, i antyzapalnych, pozostajac bez
wplywu na poziom cytokin uwalnianych w odpowiedzi na LPS, co wskazuje bardziej na jej
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dziatanie regulatorowe. Najwicksza efektywnoscia cechowaly si¢ preparaty Yolkina 3 i
Yolkina 4.
Fizjologiczne ilosci tlenku azotu (NO) uwalniane przez komoérki odgrywaja wazng rolg w
regulacji szeregu procesow immunologicznych oraz w kontroli neuroprzekaznictwa
nerwowego. Z kolei nadprodukcja tlenku azotu moze prowadzi¢ do rozwoju permanentnej
reakcji zapalnej i inicjacji odpowiedzi autoimmunologicznej. Stad mozliwos¢ modulowania
syntezy NO stanowi istotny cel terapeutyczny. Wykazano, ze Yolkina pobudza wydzielanie
niewielkich ilosci tlenku azotu, jednoczesnie Yolkina 4 w sposob istotny obniza poziom NO
uwalnianego w odpowiedzi na LPS. Skutkiem nasilonego stresu oksydacyjnego jest wzrost
poziomu produktéw utleniania lipiddw blonowych, co skutkowaé moze zaburzeniem
pltynnoéci blony prowadzacej do generacji procesow patologicznych i S$mierci komorki.
Wykazano zdolno$é¢ Yolkiny do hamowania procesu utleniania lipidow indukowanego
czynnikiem zapalnym LPS, nie zaobserwowano natomiast jej wplywu na hamowanie
wydzielania nadtlenku wodoru c¢zy poziom antyoksydantow niskoczasteczkowych.
Poréwnujac aktywno$é biologiczng Yolkiny otrzymane] jedna z czterech zaproponowanych
metod mozna wnioskowaé, ze zmiany w poszczegdlnych metodach preparacji pozwalaja na
uzyskanie preparatu o selektywnej aktywnosci biologicznej. Zastosowanie metody z uzyciem
kwasu nadchlorowego pozwolifo na otrzymanie frakcji peptydowej zdolnej do regulacji
odpowiedzi zapalne;j.

Uzyskane wyniki badaf wskazaty, ze zottko jaja kurzego stanowi bogate Zrédlo peptydéw
o dzialaniu immunoregulatorowym z mozliwoscia ich potencjalnego zastosowania w leczeniu
choréb o podtozu immunologicznym.

5. Oméwienie pozostalych osiggni¢é¢ naukowo-badawczych (artystycznych).
Podsumowanie.

Moj dorobek naukowy obejmuje wspolautorstwo w 24 pracach opublikowanych w
czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR), w tym w 12 pracach
oryginalnych opublikowanych po uzyskaniu stopnia naukowego doktora (pierwszy autor - 7
prac, w tym w jednej pracy réwnorzednie z pierwszym autorem, autor korespondencyjny — 6
prac), wspolautorstwo w 5 pracach przegladowych oraz w jednym rozdziale do ksiazki.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk biologicznych bylam wspoétautorem w 7 pracach
opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports, z czego
w 4 bylam pierwszym autorem. Ponadto m¢j dorobek naukowy obejmuje 2 prace
opublikowane w czasopismach spoza bazy JRC, 16 komunikatow zjazdowych, 3 referaty
wygloszone na konferencjach naukowych. Sumaryczny wspoéiczynnik wplywu (IF) prac
oryginalnych wynosi 43,721 (punkty MNiSW: 462). Do dnia 25 listopada 2015 r., wedlug
bazy Web Of Science (WOS), prace byly cytowane 165 razy, w tym 126 razy wylaczajac
autocytowania. Laczny IF dziewieciu prac objetych rozprawa habilitacyjna wynosi 23,633,
przy ilosci cytowan 31. Ponadto, w ramach dziatalnosci naukowej uczestniczytam w realizacji
7 projektéw badawczych finansowanych przez Ministerstwo Nauki Szkolnictwa Wyzszego
(w tym w 2 bylam kierownikiem), oraz uczestniczylam w realizacji jednego projektu
finansowanego ze $rodkéw UE w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka.
Obecnie uczestnicze w realizacji 3 projektow badawczych realizowanych w ramach
dzialalnos$ci naukowej Uniwersytetu Medycznego oraz w ramach KNOW.
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prace opublikowane prace opublikowane po | facznie
przed doktoratem doktoracie

Liczba publikacji naukowych 7 19 26
Liczba publikacji w czasopismach 7 17 24
znajdujacych sie w bazie JRC
taczna liczba punktéw wg listy 79 383 462
czasopism MNiSW*
Sumaryczny impact Factor 5,674 38,047 43,721

*obejmuje punkty za publikacje w czasopismach naukowych bez uwzglednienia rozdzialéw w monografiach
oraz publikacji w materiatach konferencyjnych.

a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Prace licencjacka zatytulowang ,,Lizozym — struktura, wiasciwosci, funkcja” wykonatam
pod opieka prof. dr hab. Antoniego Polanowskiego w Instytucie Biochemii i Biologii
Molekularnej Uniwersytetu Wroclawskiego. Po ukonczeniu studiéw licencjackich
rozpoczetam studia magisterskie na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Wroctawskiego, kierunek Biotechnologia, specjalno$é: Biotechnologia peptydéw i biatek. W
1996 roku odbytam 5-miesigczny staz naukowy w ramach programu TEMPUS w Instytucie
Biologii Molekularnej w Adrhus (Dania), gdzie realizowatam projekt badawczy pt. ,.Izolacja
i charakterystyka inhibitora aktywatora plazminogenu typu 1 (PAI-1) i jego mutantow”.
Udzial w realizacji tego projektu pozwolit mi na poznanie podstawowych technik biologii
molekularne;j.

Prace dyplomowg realizowatam pod kierunkiem prof. dr hab. Tadeusz Wilusza w Instytucie
Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu Wroctawskiego. Wyniki badaft otrzymanych
przeze mnie w czasie realizacji pracy magisterskiej pt. ,,Oczyszczanie inhibitoréw trypsyny
z nasion Cyclanthera pedata na immobilizowanej chymotrypsynie” opublikowano w
czasopi$mie naukowym Biochimica Biophysica Acta (Zat. 3 pt. 1.2.1., 3). Po ukonczeniu
studiow, w 1997 r. rozpoczg¢tam prace w Laboratorium Immunochemii Ogolnej IITD PAN we
Wroclawiu na stanowisku asystenta. Giownym tematem podjetych i kontynuowanych badan
podczas realizacji pracy doktorskiej byl mechanizm dziatania kompleksu polipeptydowego
bogatego w proling (PRP/Colostrinin®) z siary owczej oraz jego sktadowych peptydow.
Podjecie tej tematyki badawczej bylo szczegolnie istotne ze wzglgdu na wazna role procesow
zapalnych w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych, w tym w chorobie Alzheimera.
Badania prowadzitam na modelu komoérek petnej krwi ludzkiej ex vivo, na modelu komoérek
jednojadrzastych krwi ludzkiej (PBMC) in vitro oraz ma modelu mysim in vivo.
Przeprowadzone analizy pozwolily mi na wykazanie, ze korzystne efekty terapeutyczne
kompleksu polipeptydowego PRP/Colostrininy® obserwowane u o0séb na chorobe
Alzheimera mozna wigzaé z jego zdolnoscia do modulowania odpowiedzi zapalne;j,
szczegblnie w odniesieniu do regulacji wydzielania cytokin, tlenku azotu (NO) oraz wolnych
rodnikow tlenowych (ROS). Hamowanie wydzielania NO oraz ROS przez PRP pozytywnie
korelowato z jego wptywem na hamowanie aktywnosci iNOS oraz SOD oraz na aktywnos¢
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czynnika transkrypcyjnego NF-kB. Ponadto wykazalam, Zze otrzymane na drodze syntezy
chemicznej nona i heksapeptydowe fragmenty kompleksu i ich oligomeryczne pochodne
moga znalezé zastosowanie jako selektywne regulatory odpowiedzi immunologiczne;.
Badania realizowane byty w ramach grantow KBN nr 6 PO4B 013 11, Grantu Mlodego
Pracownika nr 4 POSA 015 18 oraz Grantu Promotorskiego PO5SA 046 27 (Zal. 3 pt. VII, 1-3)
Wyniki badan prezentowano w postaci publikacji (Zal. 3 pt. L1.1,, 2-5,7) oraz doniesien
konferencyjnych (Zal. 3 pt. IX.1., 1-7). Podczas wykonywania mojej pracy doktorskiej
opanowalam technikg¢ hodowli komoérek pelnej krwi ludzkiej oraz hodowli linii
komérkowych, opanowatam izolacje subpopulacji komérkowych z pelnej krwi ludzkiej oraz
wykonywanie eksperymentéw na zwierzetach zgodnie z obowiazujacymi zasadami etyki. Ten
okres w rozwoju zawodowym pozwolil mi takze na opanowanie spektrofotometrycznych
metod oznaczania aktywnosci enzymow, techniki ELISA oraz
immunohistochemicznych/immunocytochemicznych technik obrazowania.

Réwnolegle do badan realizowanych w ramach pracy doktorskiej uczestniczylam w
badaniach realizowanych w ramach grantu Grant KBN nr 3 PO5A 075 25 (Zal. 3 pt. VIL 4)
dzialalnoéci statutowej Instytutu oraz w badaniach prowadzonych we wspolpracy z
Uniwersytetem Wroctawskim i Uniwersytetem Medycznym we Wroctawiu. Badania te
dotyczyly m.in. wplywu kompleksu PRP na regulacj¢ wydzielania serotoniny, na wlasciwosci
adhezyjne komoérek makrofagowych oraz obejmowaly badania nad wilasciwosciami
immunomodulatorowymi peptydéw owadzich (wyniki nieopublikowane).

b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Stopien doktora nauk biologicznych w zakresie biologii uzyskatam w 2006 roku. Podjety
jeszcze podczas realizacji pracy doktorskiej kierunek badawczy, jakim bylo badanie
mechanizmu dzialania kompleksu polipeptydowego PRP oraz jego nonapeptydowego
fragmentu NP kontynuuje i rozwijam do chwili obecnej. Ponadto zaangazowalam si¢ w
badania nad wlasciwos$ciami immunoregulatorowymi innych biatek pochodzenia naturalnego,
w tym kompleksu peptydowego Yolkina wyizolowanego z zo6ttka jaja kurzego oraz
kompleksu peptydowego Coloco wyizolowanego z siary krowiej pod katem ich potencjalnego
zastosowania w terapii chor6b o podtozu neurodegeneracyjnym. Badania te prowadzone byty
(i sq obecnie kontynuowane) we wspolpracy z Zaktadem Biotechnologii Biatek Uniwersytetu
Wroclawskiego, Katedra i Klinika Dermatologii, Wenerologii i Alergologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu, Katedra Technologii Surowcow Zwierzgcych i Zarzadzania
Jakoscia Uniwersytetu Przyrodniczego oraz z firma Geo-Poland z Poznania
Najwazniejsze, uzyskane przeze mnie wyniki zostaly zawarte w cyklu publikacji naukowych
przedstawionych jako osiagnigcie naukowe, szczegbtowo opisanych w punkcie 4b niniejszego
autoreferatu. Ponizej przedstawione zostaly najwazniejsze zagadnienia wykraczajace poza ten
cykl, w tym czesciowo nieopublikowane.

e Wykazany wplyw kompleksu polipeptydowego PRP oraz jego nonapeptydowego
fragmentu NP na hamowanie aktywnos$ci iNOS oraz wydzielanie NO w odpowiedzi
na czynnik zapalny LPS rozszerzono o badania immunohistochemiczne obejmujace
organy: serce, nerki, §ledziong oraz watrob¢. Wykazano, ze w odpowiedzi na PRP
podany myszom dootrzewnowo 6 godzin po indukcji reakcji zapalnej przez LPS
obserwuje si¢ spadek ilosci komoérek iNOS-pozytywnych w watrobie (Zat. 3 pt. 1.2.1,
8).

e Potwierdzeniem wynikoéw uzyskanych in vivo na modelu zwierzecym (Zal. 3 pt. L.1.1,
7) byto przeprowadzenie badan nad wptywem kompleksu PRP oraz NP na regulacje
wydzielania tlenku azotu w ukladzie in vitro z wykorzystaniem mysiej linii
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monocytarno-makrofagowej J774 (praca wykonana pod moja opieka w ramach pracy

magisterskiej Pani Klaudii Piegdon). W kolejnych badaniach podjeto probg

wyjasnienia wptywu PRP/NP na regulacj¢ ekspresji iNOS i jej aktywno$¢ (praca

wykonana pod moja opieka w ramach pracy magisterskiej Pani Magdaleny Orsicz)

oraz na regulacje aktywnosci kinaz ERK 1/2 zaangazowanych w proces wydzielania

NO w odpowiedzi na LPS (praca wykonana pod mojg opicka w ramach pracy

magisterskiej Pani Marii Michér) (wyniki niepublikowane).

W ramach projektu badawczego pt.: ,Badania nad mechanizmem dzialania

PRP/Colostrininy — preparatu wykazujacego terapeutyczne efekty w chorobie

Alzheimera” (Zal. 3 pt. VII, 4) badalam wplyw kompleksu PRP oraz NP na

wlasciwosci adhezyjne komoérek monocytarno-makrofagowych linii komérkowych

THP-1 i HL-60 nier6znicowanych oraz roznicowanych roéznymi czynnikami.

Otrzymane wyniki nie wykazaly wplywu PRP/NP na wlasciwosci adhezyjne

monocytéw i makrofagow (wyniki nieopublikowane).

Swoje zainteresowania rozszerzylam o badania nad wplywem kompleksu PRP i NP na

regulacje aktywno$ci wydzielniczej komérek ludzkich linii astrocytarnych (U373,

U87, NI1231), co zaowocowalo praca magisterska wykonana pod moim

kierownictwem przez Pania Monik¢ Krasnicka (wyniki niepublikowane) oraz

publikacja (Zal. 3 pt. 1.2.1, 12)

Badania wykonane w ramach projektu ,,Ovocura” (Zal. 3 pt. VII, 7) zaowocowaty

odkryciem Yolkiny — kompleksu peptydowego towarzyszacego immunoglobulinie Y

w zolku jaja kurzego (Zal. 3 pt. 12.1, 10) oraz wykazaniem jej wlasciwosci

immunoregulatorowych (Zat. 3 pt. 12.1, 13,15). Uzyskane wyniki badan sa

przedmiotem trzech publikacji stanowiacych osiagnigcie naukowe. Badania nad

whasciwoséciami Yolkiny sa przeze mnie kontynuowane. Obecnie trwajace badania

realizowane w ramach dzialalnosci statutowej IITD PAN oraz w ramach projektu

KNOW realizowanego we wspolpracy z Katedra Technologii Surowcéw Zwierzgcych

i Zarzadzania Jako$cig Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroclawiu wskazuja na

neuroprotekcyjne dziatanie Yolkiny i potwierdzaja mozliwos¢ jej zastosowania jako

potencjalnego czynnika terapeutycznego w terapii schorzen o podiozu

neurodegeneracyjnym (Zat. 3 pt. VII, 10). Ponadto, bratam udziat z badaniach nad

wlasciwosciami biologicznymi peptydow otrzymywanych z biatka jaja oznaczajac ich

zdolno$é do indukcji cytokin na modelu komoérek petnej krwi Iudzkiej.

Moje zainteresowania oraz warsztat badawczy pozwolity mi na udzial w realizacji
dwoch projektow badawczych we wspétpracy z Katedra Psychiatrii Uniwersytetu
Medycznego we Wroclawiu. Realizowane przeze mnie zadania badawcze maja na celu
okreslenie wptywu krioterapii ogélnoustrojowej na status immunologiczny komérek
krwi ludzkiej w wybranych jednostkach chorobowych (Zat. 3 pt. VII 8-9). W
chorobach neurodegeneracyjnych patologiczne formy bialek przedostajace si¢ na
obwod m.in. przez uszkodzona bariere krew-mozg moga stanowi¢ istotny sygnat
prozapalny dla komorek petnej krwi ludzkiej obwodowej: limfocytow oraz
monocytow/makrofagow. Badania ostatnich lat wskazuja rowniez na znaczacy wzrost
poziomu cytokin prozapalnych na obwodzie u osob z depresja, lagodnymi
zaburzeniami funkcji poznawczych (MCI) oraz z choroba Alzheimera.

Choroba Parkinsona, obok choroby Alzheimera, jest postgpujacym schorzeniem
neurodegeneracyjnym prowadzacym do zwyrodnienia neuronéw dopaminergicznych
szlaku nigro-striatalnego oraz w mniejszym stopniu neuronéw adrenergicznych i
serotoninergicznych. Czesto$¢ jej wystgpowania wynosi 0,15% w calej populacji, u
ludzi powyzej 70 roku zycia wzrasta dziesigciokrotnie. Niestety, stosowane obecnie
leki w terapii choroby Parkinsona dzialajg tylko objawowo i nie wykazuja pelnej
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skutecznosci. Stad, swojg aktywno$¢ naukowa rozszerzylam o badania nad
wiasciwosciami biologicznymi nonapeptydu NP-POL (mozliwego do otrzymania na
drodze syntezy chemicznej), o sekwencji RPKHPIKHQ, wydzielonego z Colostrininy
technika filtracji zelowej w kontekscie jego zastosowania w terapii choroby Parkinsona.
Modyfikacja metody izolacji aktywnych biologicznie peptydéow obecnych w siarze
krowiej pozwolita na wyizolowanie kompleksu polipeptydowego Coloco. W 2008 roku
rozpoczetam wspolprace z firma Geo-Poland z Poznania. Realizowany projekt
badawczy ma na celu zbadanie aktywnosci biologicznej kompleksu Coloco oraz
przeprowadzenie analizy poréwnawczej pomiedzy Coloco a badanym w naszym
laboratorium kompleksem PRP.

Preparaty pochodzenia roslinnego stanowia potencjalne Zrodto substancji o dziataniu
neuroochronnym, Jednym z nich jest ekstrakt z korzenia Anemarrhena asphodeloides.
W ramach wspdtpracy z Zakladem Toksykologii Uniwersytetu Medycznego we
Wroclawiu uczestnicze¢ w realizacji projektu majacego na celu zbadanie wlasciwosci
neuroprotekcyjnych ekstraktu na modelu linii komérkowej PC12.
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