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Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Rola kinazy cyklinozaleznej 5 w molekularnych mechanizmach toksycznosci biatek
o zaburzonej konformacji

4.2. Spis publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia

Osiggniecie stanowi cykl czterech publikacji dotyczacych roli kinazy cyklinozaleznej 5 w
mechanizmach toksycznosci biatek o zaburzonej konformacji w chorobach
neurodegeneracyjnych.

Prace oryginalne:

1.

Alterations of cyclin dependent kinase 5 expression and phosphorylation in amyloid
precursor protein (APP)-transfected PC12 cells.

Czapski GA, Ggssowska M, Songin M, Radecka UD, Strosznajder JB.

FEBS Lett. 2011, 585: 1243-1248

IF 2011: 3,538; KBN/MNiSW: 30

A novel mechanism of non-AB component of Alzheimer's disease amyloid (NAC)
neurotoxicity.

Kazmierczak A, Czapski GA, Adamczyk A, Gajkowska B, Strosznajder JB. Interplay
between p53 protein and cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5).

Neurochem Int. 2011, 58: 206-214

IF 2011: 2,857; KBN/MNiSW: 25

Extracellular alpha-synuclein induces calpain-dependent overactivation of cyclin-
dependent kinase 5 in vitro.

Czapski GA, Ggssowska M, Wilkaniec A, Cieslik M, Adamczyk A.

FEBS Lett. 2013, 587: 3135-41

IF 2012: 3,582; KBN/MNiSW: 30

Association between plasma biomarkers, CDK5 polymorphism and the risk of
Alzheimer's disease.

Czapski GA, Maruszak A, Styczyriska M, Zekanowski C, Safranow K, Strosznajder JB.

Acta Neurobiol Exp (Wars). 2012, 72: 397-411

IF 2012: 1,977; KBN/MNiSW: 15

Sumaryczny IF wyzej wymienionych prac: 11,954, KBN/MNiSW: 100 pkt.

Opis indywidualnego wktadu habilitanta w powstanie kazdej z wieloautorskich publikacji

znajduje sie w Zatgczniku 4.

Oswiadczenia wszystkich wspdtautorow okreslajgce indywidualny wktad kazdego z nich w

powstanie poszczegdlnych prac znajdujg sie w Zatgczniku 9.
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4.3 Streszczenia prac
Ad1

Alterations of cyclin dependent kinase 5 expression and phosphorylation in amyloid
precursor protein (APP)-transfected PC12 cells.

Czapski GA, Gassowska M, Songin M, Radecka UD, Strosznajder JB.

FEBS Lett. 2011, 585: 1243-8.

Jednym z elementéw patomechanizmu choroby Alzheimera sg zaburzenia proceséw
fosforylacji i defosforylacji. Celem niniejszej pracy byta analiza zmian ekspresji i fosforylacji
kinazy cyklinozaleznej 5 (Cdk5) w komérkach PC12 stabilnie transfekowanych ludzkim genem
dla biatka prekursorowego amyloidu (APP). Komérki te charakteryzujg sie zwiekszonym
poziomem ekspresji biatka APP dzikiego typu (APPwt) lub APP ze szwedzka mutacjg (APPsw)
i w efekcie nagromadzajg i uwalniajg znaczne ilosci peptyddéw amyloidu B. Wyniki naszych
badan wykazaty zwiekszong $miertelnos¢ i podwyziszony poziom mRNA genu Cdk5
w komorkach transfekowanych APP. Zaobserwowano znaczne obnizenie fosforylacji Cdk5 na
Tyrl5 w linii APPsw, co prowadzi do obnizenia aktywnosci tej kinazy. Zalezna od Cdk5
fosforylacja kinazy syntazy glikogenu 3B (Gsk-3B) na Ser9 byta réwniez obnizona, co moze
prowadzi¢ do wzrostu aktywnosci Gsk-3B i stwierdzonej hiperfosforylacji biatka MAP tau. W
niniejszej pracy po raz pierwszy zademonstrowano deregulacje fosforylacji i aktywnosci Cdk5

w komarkach transfekowanych APP.

Ad 2

A novel mechanism of non-AB component of Alzheimer's disease amyloid (NAC)
neurotoxicity. Interplay between p53 protein and cyclin-dependent kinase 5 (Cdk5).
Kazmierczak A, Czapski GA, Adamczyk A, Gajkowska B, Strosznajder JB.

Neurochem Int. 2011, 58: 206-14.

Peptyd NAC (non-AB component of Alzheimer's disease amyloid) powstaje z biatka NACP/
a-synukleina (ASN), jednak mechanizm jego powstawania jest nieznany. Obok amyloidu B,
NAC jest statym skfadnikiem blaszek starczych w chorobie Alzheimera. Ponadto uwaza sie, ze

domena NAC odpowiada za cytotoksyczne wtasciwosci ASN. NAC indukuje stres oksydacyjny/
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nitrozacyjny oraz apoptoze i odgrywa istotng role w procesach neurodegeneracji. Celem
niniejszej pracy byfa analiza mechanizméw wywotanej przez peptyd NAC $Smierci komédrek
PC12. Egzogenny peptyd NAC indukowat zwiekszenie ekspresji kinazy cyklinozaleznej 5
(Cdk5), enzymu o istotnym znaczeniu w fosforylacji i aktywacji p53. Wykazano, ze NAC
powoduje wzrost ekspresji gendw Cdk5r1 i Cdk5r2, kodujacych biatka p35 i p39, ktére maja
kluczowe znaczenie w regulacji aktywnosci Cdk5. Inhibitor Cdk5 (BML-259) chronit komorki
PC12 przed obumieraniem wywotywanym przez peptyd NAC. Analiza wykonana metodami
biologii molekularnej oraz mikroskopii elektronowej transmisyjnej (TEM) wykazata, ze
egzogenny peptyd NAC wywotuje zaburzenia mitochondriéw, nasila produkcje wolnych
rodnikow i powoduje $mier¢ komdrek na drodze apoptozy i autofagii. Badania wykazaty
zmiany ekspresji oraz translokacje pro-apoptotycznego biatka Bax. Zaobserwowano takze, ze
NAC powoduje zalezne od czasu zwiekszenie ekspresji genu Tp53. Zmiatacz wolnych
rodnikow N-tert-butylo-alfa-fenylonitron (PBN) i inhibitor p53 (a-pifitryna) chronity komorki
PC12 przed obumieraniem wywotywanym przez peptyd NAC. Uzyskane wyniki wskazujg na
kluczowe znaczenie aktywacji Cdk5/p53 oraz szlaku apoptozy zaleznego od Bax w

mechanizmach toksycznego dziatania peptydu NAC.

Ad 3

Extracellular alpha-synuclein induces calpain-dependent overactivation of cyclin-
dependent kinase 5 in vitro.

Czapski GA, Gassowska M, Wilkaniec A, Cieslik M, Adamczyk A.

FEBS Lett. 2013, 587: 3135-41.

Alfa-synukleina (ASN) uczestniczy w patomechanizmie nie tylko choroby Parkinsona, ale
rowniez Alzheimera i wielu innych synukleinopatii. ASN dziata w przestrzeni wewnatrz- i
zewnatrzkomérkowej. Mechanizm toksycznosci zewngtrzkomdrkowej ASN nie jest w petni
wyjasniony. Wczesniejsze badania wykazaty, ze poprzez zaburzanie homeostazy wapniowej,
ASN powoduje aktywacje syntazy tlenku azotu i stres oksydacyjny/nitrozacyjny. W niniejszej
pracy analizowano role kinazy cyklinozaleznej 5 (Cdk5) w molekularnych mechanizmach
toksycznosci ASN. Stwierdzono, ze zewnatrzkomérkowa ASN powoduje aktywacje Cdk5 w
komérkach linii PC12. Mechanizm aktywacji Cdk5 byt zwigzany z zalezng od kalpain

proteolizg biatka aktywatorowego p35, prowadzacg do powstawania skréconej formy p25,
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ktora jest odpowiedzialna za nadmierng aktywacje Cdk5. Zaobserwowano ponadto
zwiekszenie fosforylacji Cdk5 na Tyrl5, co réwniez zwieksza aktywnos¢ kinazy. Inhibitory
Cdk5 (Roskowityna, BML-259) oraz kalpainy (Kalpeptyna) zapobiegaty obumieraniu komadrek
wywotanemu przez ASN. Uzyskane wyniki, wskazujgc na udziat Cdk5 w toksycznosci ASN,
dostarczyty nowych informacji na temat mechanizmu, poprzez ktéry zewnatrzkomorkowa

ASN moze powodowac smier¢ komérek dopaminergicznych.

Ad 4

Association between plasma biomarkers, CDK5 polymorphism and the risk of Alzheimer's
disease.

Czapski GA, Maruszak A, Styczyriska M, Zekanowski C, Safranow K, Strosznajder JB.

Acta Neurobiol Exp (Wars). 2012, 72: 397-411.

Kinaza cyklinozalezna 5 (Cdk5) jest wainym elementem patomechanizmu choroby
Alzheimera (AD). Istniejgce dane literaturowe sugeruja, ze zmienno$é genetyczna w obrebie
genu CDK5 moze mie¢ wptyw na ryzyko rozwoju tej choroby. Celem niniejszej pracy byto
zbadanie, czy istnieje zwigzek pomiedzy polimorfizmem genu CDK5 a ryzykiem AD oraz
parametrami biochemicznymi osocza krwi w populacji polskiej. Analizie poddano
polimorfizmy pojedynczego nukleotydu (SNP): rs2069454 (G>C), rs2069442 (C>G) i rs9278
(G>A). Przebadano DNA 71 chorych z AD o wczesnym poczatku (EOAD), 204 pacjentéow z AD
0 poéznym poczatku (LOAD) i 178 osdb zdrowych. Stwierdzono, ze nie ma zwigzku pomiedzy
badanymi SNP i ryzykiem AD w populacji polskiej. Wykonano meta-analize uprzednio
opublikowanych danych i danych biezgcych, z ktérej wynika, ze polimorfizm rs2069454 moze
mie¢ zwigzek z ryzykiem zachorowania na chorobe Alzheimera. Zaobserwowano u oséb
cierpigcych na AD podwyziszone stezenie catkowitego cholesterolu, frakcji LDL i
homocysteiny, oraz obnizone stezenie frakcji HDL i witaminy B12. Analizowane miejsca
polimorficzne w genie CDK5 nie wykazywaty zwigzku z poziomem parametréw
biochemicznych. Nasze badania wykazaty, ze zmiany poziomu cholesterolu, LDL, HDL,

homocysteiny i B12 mogg miec istotne znaczenie w patomechanizmie AD.
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4.4 Omoéwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych wynikéw

wraz z omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Rola kinazy cyklinozaleznej 5 w molekularnych mechanizmach toksycznosci biatek o

zaburzonej konformac;ji

Wstep

Wraz ze wzrostem odsetka ludzi starych w spoteczeristwie rosnie znaczenie choréb
neurodegeneracyjnych. Dotychczasowe badania prowadzone nad patomechanizmem choréb
neurodegeneracyjnych, chociaz nie dostarczyty satysfakcjonujacych i efektywnych metod
leczenia, udowodnity, ze w przebiegu tych choréb dochodzi do zaburzenia funkcjonowania
licznych proceséw molekularnych. Wspdlng cechg wielu choréb neurodegeneracyjnych,
nazywanych réwniez konformacyjnymi, sg zaburzenia dotyczgce konformacji specyficznych
biatek (ang. protein misfolding) prowadzace do ich gromadzenia w ukfadzie nerwowym w
formie nierozpuszczalnych ztogdw. Biatka te nie majg wspdlnej sekwencji ani podobnej
struktury, sg jednak przyczyng analogicznych zmian w uktadzie nerwowym, prowadzacych w
efekcie do zaburzenia funkcji neurondéw, ich obumierania, i w konsekwencji do
nieodwracalnych zmian funkcjonowania uktadu nerwowego. Najwieksze znaczenie, ze
wzgledu na duzy odsetek chorych cierpigcych z powodu choroby Alzheimera (AD) lub
Parkinsona (PD), maja peptydy amyloidu- (AB), MAP tau i a-synukleina (ASN), ale biatek
tego typu jest wiecej, np. huntingtyna, dysmutaza ponadtlenkowa 1 (ang. sodium sysmutase
1), TDP-43 (ang. TAR DNA-binding protein 43), biatko FUS (ang. fused in sarcoma).

Potranslacyjne modyfikacje biatek majg zasadniczy wplyw na ich funkcje.
Najwazniejsze sg fosforylacja i defosforylacja. O ogromnym znaczeniu tych mechanizméw
niech swiadczy fakt, ze w ludzkim genomie zidentyfikowano geny dla ponad 500 kinaz, a
ogromna ilo$¢ biatek (ponad 1/3) podlega fosforylacji/defosforylacji. Zaburzenia regulacji
tych proceséw prowadzg do powazinych zaburzen w funkcjonowaniu komérki, co zostato
potwierdzone dla ponad 400 réznych chordb cztowieka. Nalezg réwniez do nich choroby
osrodkowego uktadu nerwowego (OUN). Zaburzenia proceséw fosforylacji i defosforylacji
majg miejsce tak w ostrych, jak i przewlektych stanach chorobowych. Stwierdzono, ze

zaréwno po urazowym uszkodzeniu mdzgu, jak i w warunkach udaru niedokrwiennego lub
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krwotocznego, dochodzi do zmian w aktywnosci kinaz, co powaznie wptywa na dynamike
procesOw patologicznych prowadzgcych do neurodegeneracji. Zaburzenia fosforylacji i
defosforylacji odgrywajg rowniez istotng role w patomechanizmie przewlektych choréb
neurodegeneracyjnych. Sposrdod wielu kinaz, ktére uczestniczg w patomechanizmie choréb
neurodegeneracyjnych, coraz wieksze zainteresowanie zyskuje kinaza cyklinozalezna 5

(CdK5).

Kinaza cyklinozalezna 5 — mechanizmy regulacji i funkcje

Kinaza cyklinozalezna 5 (Cdk5; EC 2.7.11.22) nalezy do grupy kinaz serynowo-
treoninowych i zostata, po odkryciu w 1992 roku, zaklasyfikowana do rodziny kinaz
cyklinozaleznych (CDK). Z powodu braku wyraznej funkcji zwigzanej z regulacjg cyklu
komdrkowego oraz ze wzgledu na fakt, ze do aktywacji wymagata specyficznych
aktywatorow biatkowych spoza rodziny cyklin, zostata nazwana nietypowa kinazg CDK.
Uwaza sie, ze kinaza Cdk5 najwyzszg aktywnos¢ osigga w neuronach.

Kinaza Cdk5 wymaga do aktywacji utworzenia kompleksu z jednym z dwdch biatek
aktywatorowych, p35 lub p39. Ekspresja kinazy Cdk5 ma miejsce w wielu typach komadrek i
tkanek, natomiast ekspresja biatek p35 i p39 osigga wysoki poziom w uktadzie nerwowym.
Funkcje obu biatek czesciowo sie pokrywajg. Jak wykazaty badania na myszach, o ile delecja
genu Cdk5, podobnie jak delecja obu gendéw Cdk5r1 (p35) i Cdk5r2 (p39), powoduje powazne
zaburzenia rozwoju OUN wywotujgce $mieré w okresie okotoporodowym, myszy pozbawione
pojedynczego genu p35 lub p39 przezywajg. Delecja p35 nie jest letalna, ale powoduje
zaburzenia uwarstwienia struktur mozgowych i zwieksza podatnos¢ na napady padaczkowe
o zwiekszone] smiertelnosci. Delecja p39 nie powoduje zadnych powainych zaburzen
[Ohshima i wsp. 1996; Chae i wsp. 1997; Ko i wsp. 2001]. Biatka te majg stosunkowo krétki
czas pottrwania (np. dla p35 wynosi on 20-30 min in vivo) i sg szybko degradowane w
proteasomie [Patrick i wsp., 1998]. Zaréwno p35, jak i p39, posiadajg na N-koricu miejsce
mirystylacji (Gly2) jak rowniez klaster lizynowy (aminokwasy 61-67 w p35 i 75-85 w p39), co
determinuje lokalizacje aktywnego kompleksu Cdk5-p35 w cytoplazmie w przestrzeni
okotojgdrowej i lokalizacje kompleksu Cdk5-p39 w btonie plazmatycznej [Asada i wsp., 2008].
Pomimo braku sekwencji NLS (ang. nuclear localization sequence) Cdk5 znajduje sie réwniez
w jadrze komodrkowym. Jest to mozliwe dzieki bezposredniej interakcji typu biatko-biatko z

inhibitorem CDK — p27 [Zhang i wsp., 2010].
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Dodatkowym mechanizmem regulacji aktywnosci kompleksu Cdk5-p35/p39 jest
fosforylacja. Kinaza Cdk5 ma w swojej strukturze kilka miejsc fosforylacji, z czego co najmniej
3 majg wptyw na jej aktywnosé: Thri4, Tyrl5 i Ser 159. Wptyw fosforylacji Thr14 nie zostat
dostatecznie wyjasniony, wiadomo natomiast, ze fosforylacja Tyrl5 i Ser159 zwieksza
aktywnos¢ Cdk5 [Hisanaga i Ishiguro, 2008]. Réwniez biatka p35 i p39 podlegajg regulacji na
drodze fosforylacji. Fosforylacja Ser8 w p35 lub p39 moze zmienié¢ lokalizacje kompleksu z
btonowej na cytoplazmatyczng [Asada i wsp., 2012]. Zaobserwowano réwniez, ze status
fosforylacji Thr84 p39 ma wptyw na jgdrowg lokalizacje kompleksu. Poniewaz zaréwno Ser8
jak i Thr84 moga by¢ fosforylowane przez Cdk5, mamy tu do czynienia z mechanizmem
autoregulacji Cdk5. Podobne znaczenie ma fosforylacja Thr138, réwniez katalizowana przez
Cdk5, ktéra skraca czas pottrwania p35, prawdopodobnie poprzez przyspieszenie degradacji
w proteasomie. Najnowsze badania wskazujg, ze na aktywnos$c Cdk5 wptyw ma rowniez S-
nitrozylacja cysteiny w pozycjach 83 i 157. Wyniki badan sg jednak sprzeczne i nie pozwalaja
na okreslenie, czy S-nitrozylacja hamuje, czy zwigksza aktywnos$é Cdk5 [Zhang i wsp. 2010;
Qu i wsp., 2011].

Kinaza Cdk5 jest waznym komponentem wielu szlakdw sygnalizacyjnych w komorce
[Lalioti i wsp., 2010; Chueng i Ip, 2012]. Bierze udziat w regulacji rozwoju OUN, ma wptyw na
migracje i rézinicowanie neuronéw oraz na synaptogeneze. Uczestniczy w kontroli
neurogenezy rowniez w dojrzatym médzgu [Jessberger i wsp., 2009]. Wazna jest rdwniez rola
Cdk5 w regulacji neuroprzekaznictwa, transportu aksonalnego i szlakéw odpowiedzialnych za
Smier¢ lub przezycie komarki, m.in. apoptozy i autofagii. Istotna funkcja Cdk5 wigze sie z jej
jadrowa lokalizacjg [Zhang i wsp., 2011]. Cdk5, przez tworzenie kompleksu z biatkami p27 i
E2F1 powoduje blokade cyklu komdérkowego w postmitotycznych neuronach. Blokowanie
cyklu komérkowego przez Cdk5 nie wymaga aktywnosci tej kinazy, poniewaz roskowityna,
bedgca inhibitorem Cdk5, nie ma wptywu na to zjawisko. Anomalie wskazujace na
reaktywacje mechanizméw cyklu komdérkowego w dojrzatych neuronach sg obserwowane w
wielu chorobach OUN [Zekanowski i Wojda, 2009]. Nadmierna lub zbyt mata aktywno$¢ Cdk5
ma negatywny wptyw na funkcjonowanie komadrki. Gtdwny mechanizm odpowiedzialny za
nadmierng aktywacje Cdk5, ktérego istnienie potwierdzono w wielu schorzeniach, polega na
katalizowanej przez kalpainy proteolizie biatek aktywatorowych p35 i p39. Wzrost stezenia
wapnia w cytoplazmie indukuje wapniowo-zalezne proteazy — kalpainy, ktérych aktywnosc

powoduje ciecie biatek p35 i p39, odpowiednio w pozycjach 98/99 i 99/100. Powstajgce
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krotsze peptydy p25 i p29 pozbawione sg N-korncowego fragmentu wielkosci okoto 10 kDa,
ktory determinuje ich lokalizacje w komérce. Peptydy p25 i p29 zachowuja zdolnos¢
tworzenia kompleksu i aktywacji Cdk5. Zaobserwowano, ze ze wzgledu na wiekszg
stabilnos¢, p25 i p29 s3 silniejszymi aktywatorami Cdk5 niz p35 i p39. Ten mechanizm
odpowiedzialny jest za wzrost aktywnosci Cdk5 i za zmiane jej lokalizacji w komodrce, co moze

prowadzi¢ do nieprawidtowe] fosforylacji substratow Cdk5.

Cel podjetych badan
Znaczenie kinazy cyklinozaleznej 5 (Cdk5) w molekularnych mechanizmach
cytotoksycznosci peptydéow amyloidu-B (AB), a-synukleiny (ASN) oraz peptydu NAC nie jest

w petni wyjasnione.
Celem podjetych badan byto:

1. Zbadanie udziatu kinazy Cdk5 w mechanizmach toksycznos$ci amyloidu-B w modelu
komodrkowej nadekspresji APP;

2. Wyjasnienie roli Cdk5 w mechanizmach cytotoksycznosci peptydu NAC, bedgcego
fragmentem ASN;

3. Zbadanie udziatu Cdk5 w mechanizmie $mierci komdrek wywotanej przez dziatajaca
zewnatrzkomérkowo ASN;

4. Przeanalizowanie zwigzku polimorfizmu genu CDK5 z ryzykiem choroby Alzheimera w

polskiej populacji i wykonanie meta-analizy dostepnych danych.

Rola Cdk5 w mechanizmach toksycznosci amyloidu-8

Amyloid-beta (AB) od lat pozostaje w centrum badan nad patomechanizmem
choroby Alzheimera (AD). Teoria amyloidowa zaproponowana przed laty do dzi$ znajduje sie
w gtéwnym nurcie badan, cho¢ préby opracowania w oparciu o nig metody terapeutyczne;j
nie przyniosty satysfakcjonujgcych wynikdéw [Hardy i Higgins, 1992; Hardy i Selkoe, 2002;
Karran i wsp., 2011]. Mimo tego, ze badania eksperymentalne i genetyczne potwierdzity
kluczowa role zaburzen amyloidogenezy w chorobie Alzheimera, teoria amyloidowa miafa
wielu krytykdw, gtéwnie z powodu braku korelacji pomiedzy nasileniem zaburzen

poznawczych i iloscig ptytek starczych w moézgu. Obecnie uwaza sie, ze nie agregaty amyloidu
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w ptytkach starczych, ale rozpuszczalne oligomery AB (gtéwnie dimery, trimery i AB*56) sg
odpowiedzialne za neurodegeneracje i zaburzenia poznawcze [Larson i Lesne, 2012].

Obok nagromadzenia ptytek starczych w modzgu, drugim neuropatologicznym
wyznacznikiem choroby Alzheimera jest obecnos¢ w neuronach splatkdw neurofibrylarnych,
ktérych gtéwnym sktadnikiem jest hiperfosforylowane biatko MAP tau. Stopien zaburzen
poznawczych dobrze koreluje z nasileniem zwyrodnienia wtékienkowego. Teoria dominujgcej
roli tau zaktada, ze to zaburzenia dotyczace biatka tau s najwazniejszym elementem
etiologii choroby Alzheimera [Giacobini i Gold, 2013]. Literatura naukowa dostarcza
dowoddw potwierdzajgcych obie koncepcje. Stworzona niedawno teoria ,podwdjnej Sciezki”
(ang. dual pathway hypothesis) zaktada, ze zaburzenia zaréwno amyloidogenezy jak i
hiperfosforylacja biatka tau, s3 zmianami wtérnymi spowodowanymi przez inny, nadrzedny
czynnik [Small i Duff, 2008]. Sugeruje sie, ze mogg to byé m.in. zaburzenia homeostazy
wapniowej, stres oksydacyjny, Gsk-3B [Proctor and Gray, 2012]. Dane literaturowe wskazujg,
ze kinaza Cdk5, ktora znajduje sie w centrum zaburzed zwigzanych z AD, jest waznym
elementem patomechanizmu tej choroby.

Pierwsze sugestie o mozliwym udziale Cdk5 w patomechanizmie AD pojawity sie w
pracy Baumanna i wsp. [1993], ktérzy zasugerowali, ze Cdk5 nalezy, obok Gsk-3 i MAPK, do
grupy kinaz odpowiedzialnych za zwiekszong fosforylacje biatka tau w AD. O istotnej roli tej
kinazy w AD S$wiadczyta tez akumulacja p25 w modzgach chorych, ktéra miata byé
odpowiedzialna na wzrost aktywnosci Cdk5 [Patrick i wsp., 1999]. Chociaz niektérzy badacze
zakwestionowali te obserwacje, sugerujac, ze konwersja p35 do p25 jest niespecyficzna i
wynika ze zbyt dfugiego czasu pozyskiwania prébki, wiekszo$é potwierdzita wzrost poziomu
p25 w mdézgu w przebiegu AD [Taniguchi i wsp., 2001; Takashima i wsp., 2001, Tseng i wsp.,
2002; Sadleir i Vassar, 2012]. W mézgach oséb chorych zwieksza sie takie S-nitrozylacja
Cdk5, co moze wskazywa¢ na zwiekszong aktywnos¢ tej kinazy [Qu i wsp., 2011].
Zaobserwowano réwniez obecnos$¢ Cdk5 w splatkach neurofibrylarnych (ang. neurofibrillary
tangles; NFT) i zasugerowano, ze aktywacja Cdk5 ma miejsce na wczesnych etapach ich
powstawania i jest czynnikiem przy$pieszajgcym ich formowanie [Takahashi i wsp., 2000]. O
istotnym znaczeniu Cdk5 w etiologii AD swiadczy réwniez fakt, ze poziom tej kinazy jest
podwyzszony w hipokampie pacjentéw z tagodnymi zaburzeniami poznawczymi (ang. mild

cognitive impairmant; MCI) [Sultana i Butterfield, 2007].
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Rowniez badania eksperymentalne w modelach in vitro i in vivo potwierdzity, ze AB
moze indukowac wzrost aktywnosci Cdk5 poprzez zalezng od wapnia i kalpain proteolize
p35, ale takze na drodze S-nitrozylacji [Lee i wsp., 2000; Town i wsp., 2002; Lopes i wsp.,
2007, 2010; Medeiros i wsp., 2012; Shukla i wsp., 2013; Qu i wsp., 2011]. W badaniach
eksperymentalnych wykazano takze, ze farmakologiczna lub genetyczna inhibicja Cdk5 jest
skuteczng metodg hamowania skutkéw neurotoksycznego dziatania AB, co potwierdza
kluczowg role Cdk5 w patomechanizmie AD [Lopes i wsp., 2007, 2010; Crews i wsp., 2011;
Shukla i wsp., 2013].

Hiperfosforylacja biatka tau zwigzanego z mikrotubulami (ang. microtubule
associated protein tau; MAP tau) zalicza sie do najwazniejszych konsekwencji nadmiernie
zwiekszonej aktywnosci Cdk5. Najdtuzsza z szes$ciu izoform MAP tau u cztowieka, tauss1, ma
ponad 45 potwierdzonych miejsc fosforylacji, z ktérych wiele przypisa¢ mozna Cdk5 [Noble i
wsp., 2013]. W stanie hiperfosforylacji tau nie moze sie wigzac z tubuling, co ogranicza jego
role stabilizatora mikrotubul i negatywnie wptywa na dziatanie cytoszkieletu, transportu
aksonalnego i catego neuronu. Ponadto, hiperfosforylowane biatko MAP tau oligomeryzuje,
tworzgc tzw. sparowane, spiralne filamenty (ang. paired helical filaments; PHF), ktérych
wewnatrzkomdrkowe ztogi, w postaci NFT, sg elementem tauopatii. Rola tau nie ogranicza
sie tylko do zaburzen funkcji cytoszkieletu [Morris i wsp., 2011; Reddy i wsp., 2011; Noble i
wsp., 2013]. Niekorzystne efekty hiperfosforylacji tau mogg by¢ rowniez zwigzane z utratg
homeostatycznych funkcji tego biatka. Jak wykazali Lei i wsp. [2012], niedobdr rozpuszczalnej
formy tau prowadzi do zaleznej od APP akumulacji zelaza w neuronach. Biatko tau moze
rowniez chroni¢ jgdrowy DNA przed uszkodzeniami [Sultan i wsp., 2011]. Badania ostatnich
lat sugerujg, ze tau w formie monomerycznej lub zagregowanej moze dziataé
neurotoksycznie rowniez jako czynnik zewnatrzkomérkowy [Gomez-Ramos i wsp., 2006;
Clavaguera i wsp., 2009; Gendreau i Hall, 2013].

Istotng role Cdk5, jako tau-kinazy, w patomechanizmie AD potwierdzity badania
eksperymentalne. W madzgach myszy transgenicznych zwiekszona ekspresja biatka p25 i
aktywnos¢ Cdk5 korelowaty z podwyzszonym poziomem fosforylacji tau [Ahlijanian i wsp.,
2000]. Konsekwencjg hiperfosforylacji tau byta zmiana jego lokalizacji w komorce,
destabilizacja mikrotubul i zaburzenia cytoszkieletu. W hodowli pierwotnej neurondw
szczura inhibitor Cdk5, butyrolakton, powstrzymywat wywotang przez AR fosforylacje

(Ser202/Thr205) biatka tau i zmiane jego lokalizacji w komérce [Alvarez i wsp., 2001]. Takze
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w pracy Lopes i wsp. [2007] wykazano, ze inhibicja kalpain (MDL28170) albo Cdk5
(roskowityna) zapobiega zaleznej od Cdk5 fosforylacji biatka tau na Ser202/Thr205. Aby
unikng¢ ograniczen zwigzanych ze stosowaniem inhibitorow, wykonano réwniez badania z
wykorzystaniem genetycznych metod inhibicji Cdk5. Woyciszajagc gen Cdk5 metoda
interferencji RNA, Piedrahita i wsp. [2010] wykazali udziat tej kinazy w hiperfosforylacji tau u
myszy 3xTg-AD. Ekspresja peptydu p5, bedgcego specyficznym inhibitorem kompleksu Cdk5-
p25, zapobiegata wywotanej przez AR aktywacji Cdk5 i fosforylacji biatka tau w pierwotnej
hodowli neurondéw szczura [Zheng i wsp., 2010]. Dowiedziono réowniez, ze w hipokampie i
korze modzgu myszy APPswe/PSEN1AE9 zaleiny od kinazy tyrozynowej c-Abl wzrost
fosforylacji (Tyrl5) i aktywnosci Cdk5 przyczynia sie do zwiekszonej fosforylacji MAP tau
[Cancino i wsp., 2011]. Wzrost aktywnosci Cdk5 moze wptywaé na fosforylacje biatka tau
réwniez w sposdb posredni. Zalezna od Cdk5 fosforylacja fosfatazy PP1a na Thr320 obniza jej
aktywnos¢ i tym samym przyczynia sie do wzrostu fosforylacji tau [Lu i wsp., 2011]. Wazing
role w regulacji fosforylacji tau odgrywa réwniez zjawisko interakcji pomiedzy Cdk5 i kinazg
syntazy glikogenu 3B (ang. glycogen synthase kinase 3B; Gsk-3B) [Engmann i Giese, 2009].
Katalizowana przez Cdk5 fosforylacja tau zwieksza podatnos¢ tego biatka na pdzniejsza
fosforylacje katalizowang przez Gsk-3B [Sengupta i wsp., 1997]. Istnieje jednak ujemna
korelacja pomiedzy aktywnoscig Cdk5 i Gsk-3B, zwiekszona aktywnos¢ Cdk5 przyczynia sie do
obnizenia aktywnosci Gsk-3B poprzez fosforylacje Ser9, ktéra ma kluczowe znaczenie dla
regulacji aktywnosci Gsk-3B [Morfini i wsp., 2004]. Nie jest to jednak prawdopodobnie
bezposredni efekt dziatania Cdk5, ale skutek fosforylacji i zahamowania PP1 lub aktywacji
szlaku szlaku ErbB - PI3K/Akt przez Cdk5 [Morfini i wsp., 2004; Wen i wsp., 2008].

Kinaza Cdk5 moze réwniez wptywac na proces amyloidogenezy. Badania wykonane
na myszach transgenicznych wykazaty, ze podwyzszona ekspresja p25 w przodomdzgowiu
powoduje juz po 2-3 tygodniach wzrost poziomu endogennego AB w pordwnaniu do
zwierzat kontrolnych. Taki sam efekt p25 obserwowano réwniez u myszy transgenicznych
cechujacych sie ekspresjg ludzkiego genu APP [Cruz i wsp., 2006]. Zasugerowano, ze za
akumulacje AR odpowiedzialny jest, spowodowany przez Cdk5-p25, wzrost ekspresji i
aktywnosci BACE1, zwiekszona fosforylacja APP na Thr668 oraz zaburzenia transportu
aksonalnego [Cruz i wsp., 2003; Lee i wsp., 2003; Stokin i wsp., 2005; Wen i wsp., 2008;
Giusti-Rodriguez i wsp., 2011]. Wzrost ekspresji BACE1 spowodowany byt przez zwiekszong

aktywnos¢ czynnika transkrypcyjnego STAT3 wskutek katalizowanej przez Cdk5 fosforylacji
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na Ser 727. Odmienne wyniki otrzymano w eksperymentach in vitro z wykorzystaniem
hodowli pierwotnej mysich neurondw. Inkubacja w obecnosci oligomeréw ABi4;
powodowata wprawdzie wzrost poziomu zaréwno p25/p35 jak i BACE1, ale inhibitory Cdk5
(roskowityna i CP681301) nie tylko nie zapobiegaty wzrostowi poziomu BACE1, ale go
zwiekszaty na poziomie post-transkrypcyjnym [Sadleir i wsp., 2012]. Rdéwnoczesnie
zaobserwowano obnizenie fosforylacji APP na Thr668 pod wptywem inhibitoréw Cdk5.
Wyijasnienie przyczyn przedstawionych tu rdznic i rzeczywistej roli Cdk5 w regulacji BACE1
wymaga dalszych badan. Regulacja ekspresji BACE1 wydaje sie by¢ interesujaca strategia
terapeutyczng wptywajacag na przebieg choroby. Wzrost aktywnosci BACE1, bedgcy skutkiem
mutacji szwedzkiej APP jest wystarczajgcym warunkiem wystgpienia rodzinnej formy AD
[Citron i wsp., 1992]. Kilkukrotny wzrost poziomu biatka BACE1, w poréwnaniu do grupy
kontrolnej, wykryto réwniez w korze mdzgu u oséb cierpigcych na pding posta¢ AD
[Holsinger i wsp., 2002]. Za wzrost ten prawdopodobnie odpowiedzialne s3 zmiany na
poziomie potranslacyjnym, poniewaz poziom mRNA BACE1 nie zwieksza sie w AD [Holsinger i
wsp., 2002; Preece i wsp., 2003].

Udziat kinazy Cdk5 w patomechanizmie choroby Alzheimera nie ogranicza sie do
fosforylacji APP i tau. Niektére niekorzystne efekty deregulacji Cdk5 wigzg sie z jej
wielokierunkowym udziatem w kontrolowaniu funkcji synaps, ktéra jest powaznie zaburzona
w AD. Cdk5 moze wptywac na wielkos¢ i morfologie synaps, synteze neuroprzekaznikéw,
ilos¢ i aktywnos¢ receptoréw [Lai i Ip, 2009; Lalioti i wsp., 2010; Lopes i Agosthino, 2011]. Do
substratow Cdk5 zalicza sie kilka biatek rusztowania gestosci postsynaptycznej (ang.
postsynaptic density; PSD), np. PSD95 i GKAP. Wyniki badan prowadzonych na hodowli
pierwotnej neurondw szczura sugeruja, ze aktywacja Cdk5 wywotana przez oligomery AB1.40,
jest odpowiedzialna za degradacje GKAP, co prowadzi do dysocjacji potgczern pomiedzy
biatkami PSD [Roselli i wsp., 2011]. W hodowli mieszanej komérek nerwowych i glejowych
szczura wykazano, ze w mechanizmie utraty kolcéw dendrytycznych wywotane] przez
oligomery AB;.4;, kluczowa role wydaje sie odgrywac S-nitrozylacja, zwiekszajaca aktywnos¢
Cdk5 [Qu i wsp., 2011]. W hodowli neurondéw szczura oligomery AP zaburzaja rownowage
pomiedzy aktywnymi (ang. recycling) i nieczynnymi (ang. resting) pecherzykami
synaptycznymi poprzez mechanizm zalezny od kalpain i Cdk5 [Park i wsp., 2013].

Badania prowadzone przeze mnie wykonane byty na linii szczurzych komérek

chromochtonnych (pheochromocytoma) rdzenia nadnerczy PC12. Dzieki temu, ze komorki
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chromafinowe rdzenia nadnerczy wywodzg sie z neuroektodermy (a doktadnie z grzebienia
nerwowego) i w obecnosci czynnikdow neurotroficznych (np. NGF lub BDNF) rdznicujg sie w
kierunku komédrek nerwowych, od lat sg stosowane w badaniach nad procesami
réznicowania i nad mechanizmami neurodegeneracji [Greene i Tischler, 1976; Murayama i
wsp., 2001]. Model ten jest uznany za odpowiedni do badania zmian molekularnych
wywotanych przez peptydy o zaburzonej konformacji.

Wyjasnienie roli Cdk5 w mechanizmach toksycznosci amyloidu-B byto celem pracy
pt. , Alterations of cyclin dependent kinase 5 expression and phosphorylation in amyloid
precursor protein (APP)-transfected PC12 cells” (Czapski i wsp., 2011; FEBS Lett., 585:
1243-1248). W badaniach wykorzystano genetycznie modyfikowane linie komérek PC12
cechujace sie trwatg produkcja i sekrecjg amyloidu B [Eckert i wsp., 2001; Leutz i wsp., 2001].
Linia APPwt zostata stabilnie transfekowana ludzkim genem APP typu dzikiego (ang. wild
type), natomiast linia APPsw ludzkim genem APP posiadajagcym podwdjng mutacje typu
szwedzkiego (KM670/671NL), w ktdrej, w efekcie podstawienia G>T i A>C, dochodzi do
zastgpienia kodonéw AAG.ATG przez AAT.CTG i w efekcie do zmiany aminokwaséw w
tancuchu biatkowym: lizyny (K) i metioniny (M) na asparagine (N) i lizyne (L). Poniewaz
zmiana ta ma miejsce w rejonie ciecia APP przez beta-sekretaze, jej skutkiem jest zwiekszona
produkcja i sekrecja amyloidu-B [Haas i wsp., 1995; Chalimoniuk i wsp., 2007]. Jako kontroli
uzywano linii stabilnie transfekowanej pustym wektorem. Zaobserwowano, ze zwiekszony
poziom produkcji AB w liniach APPwt i APPsw koreluje ze zwiekszonym obumieraniem
komorek w tych liniach. Wczesniejsze doniesienia literaturowe sugerowaty, ze jednym z
mechanizmdéw neurotoksycznego dziatania AP jest zwiekszenie aktywnosci Cdk5 [Alvarez i
wsp., 1999; Town i wsp., 2002; Roselli w wsp., 2011]. Jednak w przypadku komérek stabilnie
transfekowanych genem APP zaobserwowano odmienny mechanizm dziatania Cdk5.
Inhibitory Cdk5, roskowityna i BML-259, nie miaty wptywu na obumieranie komodrek
wywofane przez zwiekszong ekspresje APP, co potwierdzono badajgc zywotnos¢ komédrek
testem MTT i obumieranie komoérek testem LDH. Te wyniki zasugerowaty, ze w tym modelu
eksperymentalnym nie dochodzi do znaczgcego zwiekszenia aktywnosci Cdk5. Potwierdzono
to badajgc ekspresje Cdk5, p35 i p39. Wprawdzie poziom mRNA dla genu Cdk5 byt
nieznacznie podwyzszony w linii APPsw, ale ekspresja aktywatoréw Cdk5r1 i Cdk5r2 nie
zmieniata sie. Analiza Western blotting wykazata, ze poziom biatka Cdk5, p35 i p39 nie

zmieniat sie w komadrkach linii APPwt i APPsw, co wskazuje, ze zmiany poziomu biatka nie
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mogg by¢ przyczyng wzrostu aktywnosci Cdk5. Nie stwierdzono réwniez obecnosci biatka
p25, z czego wynika, ze w komodrkach transfekowanych genem APP nie dochodzi do
aktywacji kalpain i proteolitycznego ciecia p35 prowadzgcego do powstania p25. Analiza
wykazata jednak zmiany poziomu fosforylacji Cdk5. Zaobserwowano znaczny spadek
fosforylacji Tyr 15, co moze przyczynia¢ sie do zmniejszenia aktywnosci katalitycznej tej
kinazy w komérkach transfekowanych APP. Jednym z udokumentowanych efektéw zmiany
aktywnosci Cdk5 jest zmiana poziomu fosforylacji seryny 9 Gsk-3B [Morfini i wsp., 2004; Wen
i wsp., 2008]. Nie jest to prawdopodobnie efekt bezposredniej fosforylacji Gsk-3B przez
Cdk5, ale rezultat dziatania Cdk5 na fosfataze biatkowa 1 (PP1), gtéwnga fosfataze serynowo-
treoninowg w mozgu [Coen i wsp., 2002]. Poniewaz fosforylacja PP1 na Thr320 powoduje
inhibicje tej fosfatazy, zmniejszenie aktywnosci Cdk5 prowadzi do obnizenia fosforylacji PP1 i
tym samym powoduje wzrost aktywnosci PP1 [Li i wsp., 2007]. Skutkiem jest nasilona
defosforylacja substratéw PP1, wsréd ktérych jest rowniez Gsk-3B. W efekcie dochodzi do
obnizenia fosforylacji Ser9 w Gsk-3B, co powoduje znaczny wzrost aktywnosci tej kinazy.
Badania wykonane w celu weryfikacji, czy obnizenie aktywnosci Cdk5 w komdrkach
transfekowanych APP powoduje zmiany fosforylacji (i tym samym aktywnosci) Gsk-3,
wykazaty znaczne obnizenie fosforylacji seryny 9 przy braku zmian poziomu biatka Gsk-3pB.
Nastepnym krokiem byto sprawdzenie, czy ta modyfikacja w przewidywany sposéb wptywa
na aktywnos$é Gsk-3B. Aktywnos$é tej kinazy oceniano poprzez pomiar poziomu fosforylacji
jednego z jej najistotniejszych substratdw. Analiza wykazata, ze w komoérkach
transfekowanych genem APP dochodzi do wzrostu fosforylacji seryny 396 w biatku MAP tau,
co potwierdza podwyzszong aktywnos¢ Gsk-3B. Uzyskane wyniki pokazaty zalezny od Cdk5
mechanizm prowadzacy do hiperfosforylacji biatka tau w komdrkach stabilnie
transfekowanych genem APP i produkujgcych podwyzszone ilosci AB. Wykazalismy, ze nie
tylko podwyzszenie, ale réwniez obnizenie aktywnosci Cdk5 moze mie¢ negatywne
konsekwencje. Ponadto, dowiedlismy jak wazne w mechanizmach toksycznosci AB sa

interakcje pomiedzy Cdk5 i Gsk-3p.

Rola Cdk5 w mechanizmach toksycznosci alfa-synukleiny

Chociaz obecnie uwaza sie, ze zaburzenia alfa-synukleiny majg miejsce w rdznych
chorobach neurodegeneracyjnych, najwieksze znaczenie, ze wzgledu na duzg liczbe chorych,

ma udziat tego biatka w patomechanizmach choroby Parkinsona (PD) i w chorobie
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Alzheimera z ciatami Lewy’ego. Pierwsze doniesienia wskazujgce na mozliwy udziat kinazy
Cdk5 w patomechanizmie PD odnosity sie do obecnosci Cdk5 w ciatach Lewy’ego. W analizie
immunohistochemicznej stwierdzono, ze ciata Lewy’ego zlokalizowane w istocie czarnej i
miejscu sinawym wykazujg immunoreaktywnos¢ anty-Cdk5 i anty-p35, co sugeruje, ze
obecna w ciatach Lewy’ego Cdk5 moze wykazywaé aktywno$é enzymatyczng [Brion i Couck,
1995; Nakamura i wsp., 1997; Takahashi i wsp., 2000]. Ponadto stwierdzono, ze w mdzgu
0s6b chorych dochodzi do aktywacji kalpain, proteolizy p35 prowadzacej do powstania p25 i
do wzrostu aktywnosci Cdk5 [Crocker i wsp., 2003; Alvira i wsp., 2008].

Réwniez zwierzece modele eksperymentalne dostarczyty danych potwierdzajgcych
znaczenie Cdk5 w PD. W modelu MPTP (1-metylo-4-fenylo-1,2,3,6-tetrahydropirydyny)
odnotowano wzrost ekspresji i aktywnosci Cdk5 w neuronach dopaminergicznych istoty
czarnej u myszy [Smith i wsp. 2003]. Zaobserwowano rowniez wzrost poziomu p25, co
dobrze koresponduje z podwyzszong aktywnoscig kalpain w tym modelu eksperymentalnym
[Smith i wsp., 2006]. Zahamowanie kalpain lub Cdk5 zapobiegato degeneracji neuronéw
dopaminergicznych istoty czarnej i zmniejszato zaburzenia funkcjonalne [Crocker i wsp.,
2003; Smith i wsp., 2003]. Réwniez w szczurzym modelu PD polegajagcym na iniekcji 6-
hydroksydopaminy (6-OHDA) do istoty czarnej zaobserwowano wzrost ekspresji Cdk5 i p35 w
apoptotycznych neuronach [Neystat i wsp., 2001].

Badania eksperymentalne in vitro takze potwierdzity zmiany ekspres;ji i aktywnosci
Cdk5/p25 w komorkach traktowanych MPP?, toksycznym metabolitem MPTP. W neuronach
ziarnistych moézdzku juz po 12 h inkubacji w obecnoéci MPP" dochodzi do zmian ekspresiji
Cdk5, a takze aktywacji kalpain i proteolizy p35 [Alvira i wsp., 2006]. Wzrost stezenia
wewngtrzkomérkowego wapnia i aktywacje kalpain zaobserwowano takze w komérkach linii
neuroblastoma SH-SY5Y [Knaryan i wsp., 2013]. W reakcji na MPP* moze doj$¢ réwniez do
zwiekszonej degradacji p35 w proteasomie, co zaobserwowano zaréwno po iniekcji MPP* do
prazkowia szczura, jak réwniez w pierwotnej hodowli neuronéw [Endo i wsp., 2009].
Zjawisko takie poprzedza ciecie p35 przez kalpainy i moze by¢ efektem fosforylacji p35 przez
Cdk5, ktora stymuluje ubikwitynacje i degradacje p35 w proteasomie [Patrick i wsp., 1998].

Mechanizm odpowiedzialny za niekorzystne efekty zaburzenia aktywnosci Cdk5 w
chorobie Parkinsona jest ztozony. Wsrdd substratow Cdk5 znajdujg sie liczne biatka wigzane
z patomechanizmem PD. Parkina, ktérej mutacje sg najczestszym powodem genetycznie

uwarunkowanej PD, moze by¢ fosforylowana przez Cdk5 na Ser131, czego efektem jest
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obnizenie aktywnosci ligazy E3 i agregacja. Omdwione zjawiska mogg prowadzi¢ do
akumulacji substratéw Parkiny i do $mierci neuronéw dopaminergicznych [Avraham i wsp.,
2007]. Parkina bierze tez udziat w regulacji proceséw eliminacji dysfunkcjonalnych
mitochondridéw, wiec jej zahamowanie moze leze¢ u podstaw dysfunkcji mitochondridw i
stresu oksydacyjnego. Innym waznym substratem Cdk5 jest proteaza serynowa HtrA2.
Katalizowana przez Cdk5 fosforylacja zlokalizowanej w mitochondriach HtrA2 na Ser400 ma
kluczowe znaczenie dla utrzymania wtasciwego potencjatu btonowego w mitochondriach
[Fitzgerald i wsp., 2012]. Zaburzenia funkcji mitochondriéw sg jedng z wazniejszych przyczyn
stresu oksydacyjnego. Podwyiszony poziom reaktywnych form tlenu i uszkodzen
wolnorodnikowych stwierdzono zaréwno w badaniach prébek pochodzgcych od pacjentéw,
jak i w modelach eksperymentalnych PD [Sanders i Greenamyre, 2013]. Deregulacja
aktywnosci Cdk5 moze przyczynia¢ sie do powstawania stresu oksydacyjnego réwniez
poprzez fosforylacje peroksyredoksyny 2 (Prx2) na Thr89, co hamuje jej antyoksydacyjne
dziatanie [Qu i wsp., 2007; Zhang i wsp. 2012]. Ponadto, nadmierna aktywacja Cdk5 moze
zaburzy¢ dziatanie mechanizméw stuzgcych naprawie uszkodzen oksydacyjnych DNA.
Fosforylacja Apel na Thr232 zmniejsza jej aktywnos¢ endonukleazy, a fosforylacja PARP-1 na
Ser782, Ser785 lub Ser786 obniza aktywnosé procesu poli(ADP-rybozyl)acji, przyczyniajgc sie
do akumulacji uszkodzen DNA i sSmierci komérek [Huang i wsp., 2010; Bolin i wsp., 2012].

Zaburzenia procesu autofagii sg kolejnym elementem patomechanizmu PD, ktéry
podlega¢ moze regulacji przez kinaze Cdk5 [Wong i wsp., 2011; Janda i wsp., 2012].
Katalizowana przez Cdk5 fosforylacja EndoB1 na Thrl45 wydaje sie byé niezbednym
warunkiem aktywacji autofagii. Poniewaz autofagia jest jedynym mozliwym mechanizmem
usuwania agregatow biatkowych i uszkodzonych organelli w neuronach, jej zaburzenia
prowadzg do akumulacji ztogéw biatkowych, typowych dla choréb neurodegeneracyjnych
[Banerjee i wsp., 2010].

Agregacja i akumulacja ASN jest waznym elementem patofizjologii PD. ASN jest
gtownym skfadnikiem ciat Lewy’ego, bedacych neuropatologicznym wskaznikiem PD.
Ostatnie lata przyniosty liczne odkrycia wskazujgce, ze zaburzenia funkcji i struktury ASN
mogg mie¢ miejsce takze w innych chorobach neurodegeneracyjnych, m.in. w otepieniu z
ciatami Lewy’ego, chorobie Alzheimera, i w innych schorzeniach okreslanych mianem
synukleinopatii. Co wiecej, wykazano, ze w warunkach stresu komdrkowego ASN moze by¢

uwalniana do przestrzeni pozakomérkowej, dzieki czemu moze sie rozprzestrzenia¢ w tkance
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i oddziatywac¢ na sgsiednie komoérki [Lee i wsp., 2005; Adamczyk i wsp., 2007]. Znanych jest
wiele mechanizmdéw toksycznego dziatania ASN [Kazmierczak i wsp., 2013; Wilkaniec i wsp.,
2013], ale niewiele wiadomo o udziale kinazy Cdk5 w tych zjawiskach. Sugerowano jedynie,
ze interakcje ASN i Cdk5 mogg leze¢ u podstaw dysfunkcji synaps [Takahashi i wsp., 2000].
Wyjasnienie roli Cdk5 w mechanizmach toksycznosci alfa-synukleiny byto celem
prac #2 i #3. W pracy pt. ,,A novel mechanism of non-AB component of Alzheimer's disease
amyloid (NAC) neurotoxicity. Interplay between p53 protein and cyclin-dependent kinase 5
(Cdk5).” (Kazmierczak i wsp. Neurochem Int. 2011 Feb; 58: 206-14.) skupiliSmy sie na roli
Cdk5 w mechanizmach smierci komérek wywotanej przez zewnatrzkomérkowy peptyd
NAC. Peptyd NAC (ang. non-AB component of Alzheimer’s disease amyloid) zostat odkryty
jako istotny komponent ztogédw amyloidowych wyizolowanych z modzgdéw pacjentow
cierpigcych na AD [Ueda i wsp., 1993]. Dalsze badania wykazaty, ze jest on fragmentem
wiekszego biatka - ASN/NACP (ang. NAC precursor). W strukturze ASN domena NAC
zlokalizowana jest w centralnej czesci faricucha peptydowego (aminokwasy 61-95) i ze
wzgledu na swoje hydrofobowe wtasciwosci odpowiedzialna jest za fibrylizacje i toksyczne
dziatanie ASN in vitro i in vivo [El-Agnaf i wsp., 1998; Forloni i wsp., 2000; Bodles i wsp., 2001;
Giasson i wsp., 2001; Adamczyk i wsp., 2005; Park i wsp., 2008; Kim i wsp., 2009; O'Hare i
wsp., 2010; Liu i wsp., 2013]. W naszych badaniach do medium hodowlanego komarek linii
PC12 dodawano forme rozpuszczalng peptydu NAC o stezeniu 10 uM. Juz po 1 godzinie
inkubacji komorek w obecnosci peptydu NAC doszto w mitochondriach do zaburzen
potencjatu btonowego, ktére narastaty w czasie do 4 h. Jedng z konsekwencji dysfunkcji
mitochondriéw jest zwiekszona produkcja wolnych rodnikdéw i innych reaktywnych form
tlenu (RFT). Stres oksydacyjny jest istotnym komponentem patomechanizmu choréb
neurodegeneracyjnych. Wolne rodniki w znaczacy sposéb wptywajg na proces agregacji i
pozakomédrkowej sekrecji ASN [Krishnan i wsp., 2003]. Protekcyjne efekty zastosowania
zmiatacza wolnych rodnikdw PBN (N-tert-butylo-alfa-fenylonitron) dowodzg, ze zwiekszona
produkcja RFT jest waznym elementem mechanizmu toksycznego dziatania NAC. Jednym z
efektow zwiekszonej produkcji wolnych rodnikdw jest aktywacja czynnika transkrypcyjnego
NF-xB i zwiekszenie ekspresji kontrolowanych przez niego genéw, w tym Tp53 [Tanaka i
wsp., 2002; Wu i Lozano, 1994]. Biatko supresorowe p53, znane jako ,straznik genomu”, jest
rowniez czynnikiem transkrypcyjnym kontrolujgcym ekspresje szeregu gendw biorgcych

udziat w regulacji cyklu komérkowego, naprawie uszkodzerh DNA i apoptozie, w tym genu
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Bax. W zdrowych komérkach biatko p53 utrzymywane jest na niskim poziomie ekspresji
dzieki interakcji z biatkiem Hdm2 odpowiedzialnym za ubikwitynacje i degradacje p53. W
odpowiedzi na komérkowy lub sSrodowiskowy stres poziom biatka p53 wzrasta, czego
efektem jest zatrzymanie proliferacji umozliwiajgce naprawe uszkodzern DNA, ewentualnie
eliminacja komorki na drodze apoptozy, jesli uszkodzenia DNA s3 zbyt silne. Nasze badania
wykazaty, ze w komdrkach inkubowanych w obecnosci NAC dochodzi do zwiekszenia
ekspresji genu kodujgcego p53. Poniewaz zmiatacz wolnych rodnikdw PBN nie miat wptywu
na poziom mRNA dla Tp53, przypuszcza¢ mozna, ze réwniez inny, niezalezny od stresu
oksydacyjnego mechanizm musi by¢ zaangazowany w indukcje transkrypcji genu Tp53 przez
NAC. Dowodem zwiekszonej aktywnosci p53 w komérkach inkubowanych w obecnosci NAC
jest wzrost ekspresji pro-apoptotycznego biatka Bax. Stwierdzilismy réwniez zwiekszong
translokacje Bax do jadra i mitochondriow. O waznej roli biatka p53 w mechanizmach
toksycznosci NAC swiadczg wyniki eksperymentu z zastosowaniem inhibitora p53, alfa-
pifitryny, ktéra skutecznie zapobiegata obumieraniu komodrek wywotanemu przez NAC.
Wyniki naszych badan wskazujg, ze w wyniku dziatania NAC dochodzi do dysfunkgcji
mitochondriéw, zwiekszonej produkcji wolnych rodnikéw i aktywacji apoptozy na drodze
zaleznej od p53. Po 48 godzinach inkubacji w obecnosci NAC odnotowano obnizenie
przezywalnosci komérek o 65%. Wykonane w takim samym czasie barwienie metodg
Hoechsta wykazato, ze kondensacje chromatyny i fragmentacje jadra, bedace typowymi
oznakami apoptozy, zaobserwowa¢ mozna u okoto 21% komdrek. Mozliwg przyczyng tej
réznicy jest udziat innych form programowanej $mierci komérki. Badania morfologii komaorek
wykonane z wykorzystaniem techniki mikroskopii elektronowej dowiodty, ze oprdécz zmian
typowych dla apoptozy, w niektérych komérkach dochodzi do aktywacji procesu autofagii, o
czym Swiadczyto m.in. pojawienie sie wakuoli autofagowych.

Ze wzgledu na kluczowe znaczenie biatka p53 w procesie apoptozy, dalsze badania
miaty na celu wyjasnienie znaczenia kinazy Cdk5, ktéra moze regulowac funkcje p53 [Schmid
i wsp., 2006; Lee i wsp., 2007]. Katalizowana przez Cdk5 fosforylacja p53 na Serl5, Ser 20,
Ser33 lub Serd46 poprzez oddziatywanie na interakcje z biatkiem Hdm2 powoduje
zahamowanie degradacji, wzrost poziomu i aktywnosci p53 [Lee i wsp., 2007; Ajay i wsp.,
2010]. Nasze badania wykazaty wzrost poziomu mRNA dla Cdk5, Cdk5r1 (p35) i Cdk5r2 (p39)
w komoérkach inkubowanych w obecnosci NAC. Opublikowane wczes$niej wyniki dowiodty, ze

zwiekszona ekspresja Cdk5 lub p25 powoduje wzrost ekspresji i aktywnosci p53 [Zhang i
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wsp., 2002]. Sugeruje to, ze zmiany ekspresji i aktywnosci Cdk5, poprzez wptyw na p53,
mogy by¢ wainym komponentem mechanizmu toksycznosci peptydu NAC. Jednym z
czynnikéw odpowiedzialnych za wzrost ekspresji Cdk5 i p35 moze byc¢ stres oksydacyjny
[Strocchi i wsp., 2003]. Jednak nasze badania wykazaty, ze zmiatacz wolnych rodnikéw PBN
nie wptywa na poziom mRNA dla tych gendw, co potwierdza wczesniejszg hipoteze o udziale
niezaleznego od stresu oksydacyjnego mechanizmu w aktywacji transkrypcji genéw przez
NAC. Podwyzszenie poziomu biatek p35 i p39, ktore jest gtdbwnym mechanizmem regulacji
funkcji Cdk5, sugeruje, ze w komdrkach traktowanych peptydem NAC moze dochodzi¢ do
wzrostu aktywnosci tej kinazy. W celu weryfikacji, jakie znaczenie ma aktywacja Cdk5 w
mechanizmie toksycznego dziatania peptydu NAC, wykonano eksperyment z zastosowaniem
inhibitora Cdk5, BML-259. Inhibicja Cdk5 wykazata dziatanie protekcyjne, zapobiegajgc
obumieraniu komérek wywotanemu przez NAC. Wskazuje to na kluczowa role kinazy Cdk5 w
kaskadzie zjawisk wywotanych przez peptyd NAC i prowadzgcych do Smierci komorek.

W niniejszej pracy po raz pierwszy wykazano, ze kinaza Cdk5 odgrywa wazng role w
molekularnym mechanizmie toksycznosci peptydu NAC. Peptyd NAC aktywuje kaskade
zjawisk, ktora poprzez zaburzenia funkcji mitochondridw, wzrost produkcji wolnych
rodnikow i aktywacje biatka p53, prowadzi ostatecznie do aktywacji apoptozy i autofagii oraz
do smierci komérek. Kinaza Cdk5 moze oddziatywaé na wielu etapach tego szlaku, wptywajac
na funkcje mitochondriéw, poziom stresu oksydacyjnego jak réwniez na p53.

Celem dalszych badan byto szczegdétowe wyjasnienie mechanizmu aktywacji Cdk5. W
pracy pt. ,Extracellular alpha-synuclein induces calpain-dependent overactivation of
cyclin-dependent kinase 5 in vitro.” (Czapski i wsp. FEBS Lett. 2013;587(18):3135-41.)
przedstawiono badania dotyczagce udziatlu Cdk5 w molekularnym mechanizmie
toksycznosci ASN. W badaniach zastosowano rozpuszczalng forme ASN, w sktad ktorej
wchodzg gtéwnie monomery (ok. 17 kDa) i dimery (ok. 34 kDa). Nalezy przypuszcza¢, ze w
warunkach 48-godzinnej inkubacji ASN w medium hodowlanym zachodzg procesy dalszej
oligomeryzacji i agregacji, dlatego nie mozna wykluczy¢ udziatu innych niz monomery i
dimery form ASN w analizowanych zjawiskach. Wczes$niejsze badania naszego zespotu
udowodnity, ze forma rozpuszczalna ASN, w odrdznieniu od formy zagregowanej, dziata
cytotoksycznie na komérki PC12 [Kazmierczak i wsp., 2008]. W celach porédwnawczych w
wybranych eksperymentach zastosowano izoforme beta synukleiny (BSN). Biatko to,

uznawane za nieposiadajgce wtasciwosci neurotoksycznych, a nawet dziatajgce
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neuroprotekcyjnie, w niektorych modelach eksperymentalnych wykazuje jednak pewne
wtasciwosci cytotoksyczne, zwigzane prawdopodobnie ze zdolnoscia do fibrylizacji
[Taschenberg i wsp., 2013]. Wykonane eksperymenty dowiodty jednak, ze o ile ASN dodana
do hodowli komdrek PC12 w formie monomeréw/dimeréw powoduje spadek
przezywalnosci komoérek, ta sama monomeryczno/dimeryczna forma BSN uzyta w tym
samym stezeniu (10 uM) nie dziata cytotoksycznie. Podobne wnioski sformutowa¢ mozna na
podstawie wynikéw pomiaru zmian stezenia wapnia w komdrkach. ASN powoduje w
komodrkach PC12 natychmiastowy (juz po kilkunastu sekundach) wzrost stezenia wapnia,
ktory utrzymuje sie przez wiele godzin. BSN nie wykazuje wptywu na homeostaze wapniowa.
Wyniki te potwierdzajg wczesdniejsze obserwacje uzyskane na synaptozomach i skrawkach z
mozgu szczura, ktére wykazaty, ze zmiany wywotywane przez ASN i NAC s3 zalezne od
receptorow jonotropowych NMDA i od zaleznych od napiecia kanatéw wapniowych typu N
[Adamczyk i Strosznajder, 2006; Adamczyk i wsp., 2009]. Zaburzenia homeostazy wapniowej
sg statym elementem mechanizmdw neurotoksycznosci, wystepujagcym w patomechanizmie
réznych chordb neurodegeneracyjnych, wigczajgc w to chorobe Alzheimera i Parkinsona
[Wojda i wsp., 2008; Salinska i tazarewicz; 2012]. Jedng z konsekwencji wzrostu stezenia
wapnia w cytoplazmie jest aktywacja kalpain i proteolityczne ciecie biatek aktywatorowych
p35 i p39. Nasze badania wykazaty, ze w komérkach PC12 inkubowanych w obecnosci ASN
dochodzi do wzrostu poziomu biatka p25, co potwierdza, ze wywotany przez ASN wzrost
stezenia wapnia w cytoplazmie prowadzi do patologicznego zwiekszenia aktywnosci kalpain.
Biatko p25, ze wzgledu na wiekszg od p35 stabilnosé, jest silniejszym aktywatorem CdkS5.
Dodatkowo, ze wzgledu na utrate miejsca mirystylacji, ktére w biatku p35 miesci sie na N-
koncu, kompleks Cdk5-p25 ma zmieniong lokalizacje w komdrce, co moze by¢ przyczyng
nieprawidtowosci fosforylacji. Wyniki te sugeruja, ze ASN indukuje wzrost aktywnosci Cdk5
na drodze zaleznej od Ca®" i kalpain. Poniewaz przytaczenie biatek aktywatorowych p35 i p39
jest gtdbwnym mechanizmem aktywacji Cdk5, zbadano ekspresje tych biatek na poziomie
mRNA i biatka. Stwierdzono, ze ASN nie powoduje zmian poziomu tych biatek. Aktywnos¢
kinazy Cdk5 moze by¢ dodatkowo regulowana przez modyfikacje potranslacyjne, takie jak
fosforylacja i S-nitrozylacja. Jak wykazata analiza immunochemiczna, poziom ufosforylowanej
na Tyrl5 kinazy Cdk5 byt znaczgco wyzszy w komédrkach traktowanych ASN, w poréwnaniu
do komérek kontrolnych. Taka modyfikacja powinna dodatkowo zwiekszyé aktywnos¢ kinazy

Cdk5. Celem kolejnych eksperymentéw byta weryfikacja hipotezy badawczej o istotnej roli
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aktywacji Cdk5 w molekularnym mechanizmie toksycznosci ASN. Wykorzystujgc inhibitory
Cdk5, roskowityne i BML-259, oraz inhibitor kalpain, kalpeptyne, wykonano analize
przezywalnosci komorek narazonych na obecnos¢ zewnatrzkomoérkowej ASN. Dodanie do
medium inkubacyjnego kalpeptyny, roskowityny i BML-259 nie miato wptywu na
przezywalnos¢ komérek PC12 w warunkach kontrolnych. Wszystkie inhibitory bardzo
skutecznie chronity komoérki przed cytotoksycznym dziataniem ASN, potwierdzajgc kluczowa
role aktywacji kalpain i Cdk5 w molekularnym mechanizmie toksycznosci ASN. Poniewaz ASN
indukuje $mieré komorek gtdwnie na drodze apoptozy, naszym kolejnym celem byto
sprawdzenie, czy szlak Ca**-kalpainy-p25-Cdk5 uczestniczy w aktywacji proceséw
apoptotycznych. Do analizy wybrano barwienie metodg Hoechsta, ktéra pozwala na
uwidocznienie struktury jadra i na identyfikacje komdérek w pdzinej fazie apoptozy. W
komodrkach takich wyraznie widoczna jest kondensacja chromatyny i fragmentacja jadra.
Analiza w mikroskopie fluorescencyjnym wykazata, ze kalpeptyna efektywnie obniza liczbe
komérek apoptotycznych. Jeszcze bardziej skuteczne dziatanie wykazywaty inhibitory Cdk5.
Wyniki te potwierdzajg znaczenie aktywacji Cdk5 w kaskadzie zjawisk wywotanych w
komadrkach przez zewnatrzkomdrkowa ASN i prowadzacych do apoptotycznej Smierci.

W pracy tej po raz pierwszy udowodniono udziat Cdk5 w molekularnych
mechanizmach toksycznosci zewnatrzkomdrkowej ASN. Zaproponowano wyjasnienie
kaskady zjawisk prowadzgcej do aktywacji Cdk5. Zademonstrowano mechanizm aktywacji
Cdk5 przez ASN: 1) zalezny od fosforylacji tyrozyny 15, 2) zalezny od proteolitycznego ciecia
p35. Przy uzyciu inhibitorow Cdk5 potwierdzono kluczowe znaczenie tej kinazy w procesach

degeneracji i Smierci komorek wywotanej przez ASN.
Badania genetyczne dotyczgce roli Cdk5 w chorobie Alzheimera

Rownolegle do badan eksperymentalnych, ktédre majg za zadanie wyjasnic
molekularne podstawy choréb neurodegeneracyjnych, prowadzone sg badania genetyczne.
Badania te sg pomocne nie tylko w rozpoznaniu molekularnych mechanizmow
neurodegeneracji, ale takze pozwalajg na oszacowanie klinicznego znaczenia polimorfizmu
genodw i ewentualnych predyspozycji wynikajgcych z posiadania okreslonego wariantu genu.
W przypadku choroby Alzheimera, badania genetyczne wniosty ogromny wkfad w poznanie
patomechanizmu choroby. To wfasnie badania genetyczne dostarczyty przekonujgcych

dowoddéw potwierdzajacych kluczowg role zaburzen metabolizmu amyloidu beta w
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patomechanizmie AD. Badajgc przypadki rodzinnej formy AD (ang. familial AD; FAD) o
wczesnym poczatku (ang. early onset AD; EOAD) stwierdzono, ze mutacje w 3 genach (APP,
PSEN1, PSEN2) warunkujg okoto 50% przypadkéw tej postaci choroby. Gen APP (21q21.2)
koduje biatko prekursorowe AB. Poczawszy od roku 1990 znaleziono w tym genie ponad 20
mutacji warunkujgcych FAD, ktére zaburzajgc aktywnos¢ sekretaz powodujg nasilong
amyloidogeneze i wzmozone wytwarzanie AB [Levy i wsp., 1990; Goate i wsp., 1991]. Znane
sg rowniez mutacje APP nie zwigzane z ryzykiem AD lub dziatajgce protekcyjnie (poprzez
zmniejszenie amyloidogenezy) [Jonsson i wsp., 2012]. Mutacje w genach PSEN1 (14g24.3) i
PSEN2 (1g42.1), kodujacych wazne dla aktywnosci y-sekretazy preseniliny 1 i 2, réwniez
zaburzajg proces amyloidogenezy. Sposrdéd 191 znanych mutacji w genie PSEN1 wiekszo$é
ma charakter patogenny — mutacje w tym genie sg najczestszg przyczyng formy AD o
wczesnym poczatku. W genie PSEN2 odkryto do tej pory 24 mutacje, z ktérych tylko 11 ma
charakter patogenny. Przypadki FAD-EOAD s3a jednak stosunkowo nieliczne i stanowig okofo
5-10% wszystkich chorych, wiekszo$¢ przypadkéw AD to postaé pdzna, z objawami
klinicznymi pojawiajgcymi sie po 65 roku zycia (ang. late onset AD; LOAD). W przypadku tej
formy choroby czynniki genetyczne réwniez odgrywajg wazng role. W odréznieniu od FAD-
EOAD, gdzie AD dziedziczy sie w sposdb autosomalny dominujacy wedtug praw Mendla, w
przypadku LOAD mamy do czynienia ze wspoétoddziatywaniem wielu czynnikéw genetycznych
i Srodowiskowych. Najwazniejszym uznanym czynnikiem genetycznym ryzyka LOAD jest
polimorfizm genu apolipoproteiny E APOE (19g13). Obecnos$¢ w genomie allelu €4 zwieksza
ryzyko AD czterokrotnie w przypadku jednego allelu, i dziesieciokrotnie w przypadku 2 alleli.
Z kolei obecnos¢ allelu €2 dziata protekcyjnie [Strittmater i wsp., 1993; Corder i wsp., 1994].
Jednak w przypadku polimorfizmu APOE, okreslony genotyp nie determinuje wystgpienia AD,
posiadanie allelu €4 nie jest czynnikiem wystarczajgcym ani koniecznym dla rozwoju AD.
Poniewaz te 4 geny (APP, PSEN1, PSEN2, APOE) odpowiadajg za okoto 30-50% dziedzicznosci
AD, od lat trwajg poszukiwania innych czynnikdéw genetycznych zwigzanych z ryzykiem
choroby. Do chwili obecnej opublikowano wyniki badan dotyczacych setek réznych gendw,
baza danych AlzGene (URL: www.alzgene.org) zawiera informacje o 2973 polimorfizmach w
695 genach [Bertram i wsp. 2007].

Celem pracy pt. ,Association between plasma biomarkers, CDK5 polymorphism and
the risk of Alzheimer's disease.” (Czapski i wsp. Acta Neurobiol Exp (Wars). 2012;72(4):397-

411.) byto zbadanie zwigzku polimorfizmu genu CDK5 (7q36) z ryzykiem choroby
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Alzheimera w polskiej populacji. Poniewaz poprzednio opublikowane analizy dotyczace
zwigzku polimorfizmu tego genu z ryzykiem AD daty sprzeczne wyniki, w badaniach
skupilismy sie na 3 polimorfizmach pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide
polymorphism; SNP), ktére w poprzednich badaniach dawaty pozytywne wyniki [Rademakers
i wsp. 2005, Reiman i wsp. 2007, Li i wsp. 2008, Arias-Vasquez i wsp. 2008, Vazquez-Higuera i
wsp. 2009]. Analizie poddano rs2069454 (G>C), rs2069442 (C>G) i rs9278 (G>A).

Polimorfizm rs2069442 potfozony jest w sekwencji promotorowej genu CDK5,
rs2069454 w intronie 5, a rs9278 w regionie nieulegajagcym translacji 3’ (3’UTR). Takie
potozenie sprawia, ze nie moga mie¢ one wptywu na sekwencje biatka, a wiec nie wptywaja
bezposrednio na jego funkcje. Sekwencje takie zawierajg jednak liczne elementy
regulatorowe, dzieki czemu modyfikacje w ich obrebie mogg wptywac na poziom biatka na
kazdym etapie ekspresji materiatu genetycznego, poprzez oddziatywanie na transkrypcje,
stabilnos¢ mRNA i proces translacji.

Zwigzek polimorfizmu rs2069454 z ryzykiem AD byt badany w kilku osrodkach
naukowych. Rademakers i wsp. [2005] zaobserwowali dwukrotny wzrost ryzyka AD zwigzany
z posiadaniem allelu C w populacji holenderskiej i szwedzkiej. To odkrycie zainspirowato
kolejnych badaczy, ktérzy otrzymali jednak odmienne wyniki. Reiman i wsp. [2007] w
populacji holenderskiej, Li i wsp. [2008] w populacji kanadyjskiej, AriasVasquez i wsp. [2008]
w populacji holenderskiej, Vazquez-Higuera i wsp. [2009] w populacji hiszpanskiej nie
potwierdzili tej zaleznosci. Réwniez nasze badania nie wykazaty réznic w dystrybucji
genotypow polimorfizmu rs2069454 pomiedzy grupg kontrolng i grupg chorych. Wykonana
przez nas meta-analiza wszystkich dostepnych danych ujawnita znaczng niezgodno$é
wynikéw. Poniewaz zrédtem tej zmiennosci pomiedzy poszczegdlnymi badaniami byty dane
pochodzgace z pracy Rademakers i wsp. [2005], danych tych nie uwzgledniono w ponownej
meta-analizie, wykonanej zaréwno dla tego polimorfizmu, jak i 2 pozostatych. Co ciekawe,
powtdrna meta-analiza polimorfizmu rs2069454, wykonana na zmniejszonej liczbie danych,
wykazata istnienie zwigzku z ryzykiem AD. Wyjasnienie powoddéw zmiennosci danych oraz
potwierdzenie zwigzku polimorfizmu rs2069454 z ryzykiem AD wymaga wykonania
dodatkowych badan na wiekszych grupach pacjentdow.

Badania znaczenia polimorfizmu rs2069442 daty niejednoznaczne wyniki.
Rademakers i wsp. [2005] w badaniach obejmujgcych holenderska i szwedzka populacje nie

stwierdzili zwigzku rs2069442 i ryzykiem AD. Jednak Arias-Vasquez i wsp. [2008] odkryli, ze w
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holenderskiej populacji genotyp GG w grupie nosicieli allelu €4 genu apolipoproteiny E
zwieksza ryzyko AD prawie dwukrotnie. Vazquez-Higuera i wsp. [2009] nie potwierdzili tej
zaleznosci w badaniach wykonanych na populacji hiszpaniskiej. Rowniez nasza analiza nie
wykazata réznic w dystrybucji genotypu GG pomiedzy grupa kontrolng i grupa chorych. Takze
meta-analiza nie potwierdzita zwigzku tego polimorfizmu z ryzykiem AD.

Réwniez wczesdniejsze badania polimorfizmu rs9278 nie wykazaty jasno jego zwigzku
z ryzykiem AD. Wprawdzie badania na populacji holenderskiej wykonane przez grupe Arias-
Vasquez i wsp. [2008] zasugerowaty istotny trend zwigzany z posiadaniem genotypu AA (OR=
0,65) lub GA (OR=0,84), jednak w badaniach Rademakers i wsp. [2005] (populacja
holenderska i szwedzka) oraz Vazquez-Higuera i wsp. [2009] (populacja hiszpanska) wyniki te
nie zyskaty potwierdzenia. Rowniez badania wykonane przez nasz zespot nie wykazaty
zwigzku polimorfizmu rs9027 z ryzykiem AD. Podobne wyniki data meta-analiza.

Wykonane badania genetyczne nie potwierdzity jednoznacznie bezposredniego
zwigzku polimorfizmu genu CDK5 z ryzykiem AD. Poréwnanie czestosci genotypdw, allel,
haplotypdw i diplotypdw pomiedzy grupami (kontrolg, LOAD i EOAD) wykazato zupetny brak
réznic. Mozliwe jest jednak, ze ewentualny wptyw genotypu CDK5, sugerowany przez wyniki
meta-analizy, moze by¢ zalezny od innych czynnikdéw, zaréwno genetycznych, jak i
srodowiskowych. W naszej analizie uwzgledniono genotyp APOE i wybrane parametry
biochemiczne osocza krwi, tj. stezenie cholesterolu catkowitego, HDL, LDL, trdjgliceryddw,
homocysteiny, kwasu foliowego i witaminy Bi,. Stwierdzono, zgodnie z oczekiwaniami,
roznice czestosci wystepowania allelu €4 pomiedzy grupg oséb zdrowych i grupa chorych
LOAD. Zaobserwowano réwniez u 0séb cierpigcych na AD podwyzszone stezenie catkowitego
cholesterolu, frakcji LDL i homocysteiny, oraz obnizone stezenie frakcji HDL i witaminy Bi,.
Analiza zwigzku polimorfizmu CDK5 z genotypem APOE i z poziomem parametréw
biochemicznych wykazata brak wiarygodnych zaleznosci.

Analizujgc znaczenie czynnikdw genetycznych zmieniajgcych ryzyko AD poprzez
wptyw na aktywnosc¢ lub funkcje Cdk5 konieczne jest uwzglednienie roli biatek bezposrednio
modulujgcych aktywnos¢ Cdk5. W badaniach Mateo i wsp. [2009] przeanalizowano
polimorfizm rs735555, lezgcy w regionie 3’UTR genu CDK5R1, kodujgcego biatko
aktywatorowe Cdk5 — p35. Rownoczesnie zbadano znaczenie polimorfizmu rs334558 w
genie GSK3B. Stwierdzono, ze posiadanie genotypu AA (CDK5R1; rs735555) i jednoczesnie CC

(GSK3B; rs334558) ponad dwunastokrotne obniza ryzyko AD, co potwierdza istotng role
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interakcji pomiedzy Cdk5 i Gsk-3B w patomechanizmie AD. Co ciekawe, na istotne znaczenie
interakcji genowych pomiedzy CDK5R1 i GSK3B wskazujg rowniez badania dotyczace ryzyka
choroby Parkinsona [Das i wsp., 2012].

Dzieki poznaniu sekwencji ludzkiego genomu i rozwojowi nowych technik
badawczych, ktdéry nastgpit w ostatnich latach, mozliwe jest obecnie prowadzenie badan
asocjacji w skali catego genomu (ang. genome-wide association studies; GWAS). Badania
GWAS umozliwiajg przeanalizowanie nawet miliona SNP u jednego pacjenta i utatwiaja
odkrycie nowych, wczesniej niewigzanych z chorobg loci genowych. Dzieki badaniom GWAS
wykonanym na wielkich, liczacych tysigce pacjentéw, kohortach ustalono, ze zwigzek z
ryzykiem AD majq geny ATXN1, CD33, CLU, CR1, PICALM, BIN1, CD2AP, MS4A6A/MS4A4E,
EPHA1, ABCA7 i niezidentyfikowany locus na chromosomie 14 (GWA_14q31.2) [Bertram i
wsp., 2008; Harold i wsp., 2009; Lambert i wsp., 2009; Hollingworth i wsp., 2011; Naj i wsp.,
2011]. Chociaz zagadnienie to wymaga dalszych badan, przypuszcza sie, ze oddziatywanie
tych czynnikow genetycznych na patomechanizm AD zwigzane jest z wptywem na poziom AB
(CD33, CLU, CR1, PICALM, BIN1, ATXN1), metabolizm lipidow (ABCA7), z regulacja
wrodzonych mechanizméw uktadu odpornosciowego (CD33, CLU, CR1, EPHAIL) i
przekaznictwa komorkowgo (PICALM, BIN1, ABCA7, CD2AP, EPHA1, MS4A6A/MS4A4E) [Tanzi
i wsp., 2012]. Mimo, ze zwigzek tych gendéw z AD zostat ewidentnie potwierdzony, nalezy
zauwazy¢, ze ich wptyw na ryzyko AD jest niewielki, OR wynosi 1,1-1,2 (dla poréwnania dla
APOE OR wynosi od 4 do 15). Szacuje sie, ze obecny stan wiedzy pozwala na wyjasnienie

nieco ponad potowy dziedzicznosci AD, wiele czynnikdw genetycznych czeka na odkrycie.
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Podsumowanie

Wspdlng cechg chordb neurodegeneracyjnych, w tym choroby Alzheimera i
Parkinsona, sg zaburzenia dotyczace konformacji specyficznych biatek, prowadzace do ich
gromadzenia w ukfadzie nerwowym i do powstawania nierozpuszczalnych ztogéw.
Oligomery amyloidu B (AB), hiperfosforylowane biatko MAP tau oraz a-synukleina (ASN)
maja kluczowe znaczenie w patomechanizmie tych schorzen, zaburzajg wiele procesow
molekularnych, w tym procesy fosforylacji i defosforylacji. Kinaza cyklinozalezna 5 (Cdk5) jest
waznym elementem komdrkowych mechanizméw neurodegeneracji. W warunkach
fizjologicznych Cdk5 bierze udziat w regulacji rozwoju osrodkowego uktadu nerwowego, w
regulacji neuroprzekaznictwa, transportu aksonalnego i szlakéw odpowiedzialnych za $mieré
lub przezycie komorki. Zaburzenia aktywnosci Cdk5, ktére pojawiajg sie w przebiegu choréb
neurodegeneracyjnych, mogg prowadzi¢ do nieprawidtowej fosforylacji licznych substratéw,
co niekorzystnie wptywa na prawidtowe funkcjonowanie komaérki. Zmiany aktywnosci kinazy
syntazy glikogenu 3B (Gsk-3B) rowniez przyczyniajg sie do zaburzen zwigzanych z procesami
neurodegeneracji. Przeprowadzone badania wykazaty istotne znaczenie kinazy Cdk5 w
molekularnych mechanizmach toksycznosci biatek o zaburzonej konformacji, a takze
udowodnity, ze oddziatywania pomiedzy Cdk5 i Gsk-3B sg wazinym elementem tych
mechanizmoéw.

Jednym ze znanych skutkédw nadmiernej aktywacji Cdk5 jest hiperfosforylacja biatka
MAP tau, ktéra zmienia jego wtasciwosci biochemiczne, hamuje zdolno$é stabilizacji
mikrotubul i powoduje zaburzenia funkcji cytoszkieletu, ale takze prowadzi do powstawania
wewnatrzkomoérkowych agregatéw tau, znanych jako splatki neurofibrilarne. Nowych
informacji na temat roli Cdk5 w hiperfosforylacji biatka tau dostarczyty badania
przeprowadzone na komérkach PC12 stabilnie transfekowanych ludzkim genem APP i
produkujgcych duze ilosci AB. Stwierdzono, ze w komdrkach tych dochodzi do zmniejszenia
aktywnosci Cdk5, co powoduje obnizenie poziomu fosforylacji seryny 9 w Gsk-3B, i w efekcie
prowadzi do wzrostu jej aktywnosci i do hiperfosforylacji biatka MAP tau. Uzyskane wyniki
wykazaty, ze nie tylko wzrost aktywnosci Cdk5, ale réwniez spadek, mogg w efekcie
powodowac zaburzenia fosforylacji biatka tau.

Do chwili obecnej niewiele byto wiadomo o roli Cdk5 w mechanizmach

cytotoksycznego dziatania ASN. Eksperymenty prowadzone in vitro wykazaty kluczowe
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znaczenie Cdk5 w molekularnych mechanizmach toksycznosci ASN i pozwolity na odkrycie
mechanizmu aktywacji Cdk5 przez to biatko. Naptyw jondw wapnia, wywotany dziataniem
zewnatrzkomoérkowej ASN, prowadzi do zaleznej od kalpain proteolizy biatka
aktywatorowego p35 i do powstania formy skréconej p25. Biatko p25 jest odpowiedzialne za
wzrost aktywnosci Cdk5 w komdrkach. Réwnoczesnie dochodzi do zwiekszenia poziomu
fosforylacji Cdk5 na Tyrl5, co rdwniez powoduje wzrost aktywnosci tej kinazy. Stwierdzono,
ze réwniez peptyd NAC (ang. non-AB component of Alzheimer's disease amyloid), ktory jako
wewnetrzna, hydrofobowa domena ASN jest odpowiedzialny za jej fibrylizacje i
cytotoksyczne wiasciwosci, powoduje aktywacje Cdk5 w komdrkach. Wykonane badania
wykazaty, ze NAC, podobnie jak ASN, powoduje zaburzenia mitochondrialne i stres
oksydacyjny, co prowadzi do $mierci komérek w mechanizmie zaleznym od Cdk5 i p53.
Wyniki te wskazujg na mozliwos¢ intensyfikacji cytotoksycznego dziatania ASN przez
uwalniany w drodze degradacji peptyd NAC.

W kolejnych doswiadczeniach podjeto prébe okreslenia zwigzku polimorfizmu genu
CDK5 z ryzykiem choroby Alzheimera (AD) w polskiej populacji. Wykonano analize trzech
polimorfizmdéw pojedynczego nukleotydu (SNP), rs2069454, rs2069442 i rs9278. Badania
wykazaty brak zwigzku tych SNP z ryzykiem AD w polskiej populacji, jednak wyniki meta-
analizy, obejmujgcej wiekszg liczbe pacjentéw takze z innych osrodkéw, wykazaty, ze
rs2069454 moze wptywaé na ryzyko AD. Wyniki te potwierdzajg waing role Cdk5 w

patomechanizmie choréb neurodegeneracyjnych Alzheimera i Parkinsona.
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Do najwazniejszych osiggnie¢ mojej pracy nalezy:

1. Wykazanie obnizenia aktywnosci Cdk5 w zmodyfikowanych genetycznie komadrkach PC12
cechujacych sie ekspresjg ludzkiego genu APP i zwiekszonym uwalnianiem peptydow
amyloidu B.

2. Stwierdzenie, ze zmiany aktywnosci Cdk5, zaréwno wzrost jak i obnizenie, mogg mieé
negatywne konsekwencje w postaci zaleznej od Gsk-33 hiperfosforylacji biatka MAP tau i
wykazanie istotnego znaczenia interakcji pomiedzy Cdk5 i Gsk-3f w mechanizmach
toksycznosci AB.

3. Wykazanie, ze kinaza Cdk5 odgrywa wazng role w molekularnym mechanizmie
toksycznosci peptydu NAC. Cdk5 moze oddziatywa¢ na wielu etapach szlaku smierci
komdrek wywotanej przez peptyd NAC, wptywa na funkcje mitochondriéw, poziom
stresu oksydacyjnego jak réwniez na p53.

4. Wykazanie po raz pierwszy, ze kinaza Cdk5 jest bardzo wainym komponentem
molekularnych mechanizmoéw toksycznosci zewngtrzkomdrkowej ASN. Zaprezentowanie
mechanizmu aktywacji Cdk5 przez ASN: 1) zaleznego od fosforylacji tyrozyny 15, 2)
zaleznego od proteolitycznego ciecia p35.

5. Stwierdzenie na podstawie meta-analizy, ze polimorfizm pojedynczego nukleotydu
rs2069454 w genie kinazy cyklinozaleznej 5 (CDK5) moze mieé zwigzek z ryzykiem
zachorowania na chorobe Alzheimera.
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5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych

5.1. Publikacje — analiza bibliometryczna

Prace opublikowane tgcznie (w catym dorobku):

1. Artykuty oryginalne w czasopismach indeksowanych 21

2. Artykuty przeglagdowe w czasopismach indeksowanych 2

3. Artykuty oryginalne w czasopismach nieindeksowanych 1

4. Artykuty przeglagdowe w czasopismach nieindeksowanych -

5. Monografie i rozdziaty w ksigzkach; wydawnictwa zbiorowe | 1
zarejestrowane pod nr ISBN

6. Sumaryczny IF (wg Journal Citation Reports, zgodnie z rokiem | 64,392
opublikowania)

7. Catkowita liczba cytowan (wg bazy Web of Science) 200

8. Index Hirscha (wg bazy Web of Knowledge) 9

Wykaz wszystkich opublikowanych prac znajduje sie w zataczniku nr 4.

Szczegotowa analiza bibliometryczna wykonana przez Biblioteke IMDiK PAN znajduje sie w
zataczniku nr 10.

Szczegotowy opis pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych znajduje sie w zataczniku nr
7.

5.2. Nagrody i wyrdznienia

2005 Wyroznienie pracy doktorskiej przyznane przez Rade Naukowg Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN, Warszawa, pazdziernik 2005

2011 Cztonkostwo Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im.
Mirostawa Mossakowskiego Polskiej Akademii Nauk w kadencji 2011-2014, przedstawiciel
mtodej kadry naukowej

2011 Nagroda naukowa Dyrektora IMDIK dla zespotu: dr Agata Adamczyk A, dr Anna
Kazmierczak, dr Grzegorz A. Czapski, prof. Joanna B. Strosznajder za publikacje ,Alpha-
synuclein induced cell death in mouse hippocampal (HT22) cells is mediated by nitric oxide-
dependent activation of caspase-3” FEBS Letters 2010, 584, 3504-3508. Warszawa, 9 grudnia
2011

2012 Zespotowa nagroda naukowa Wydziatu Nauk Medycznych PAN dla zespotu dr hab.

Agacie Adamczyk prof. IMDIiK, prof. dr hab. Joannie B. Strosznajder, dr Annie Wilkaniec i dr
Grzegorzowi A. Czapskiemu oraz prof. dr hab. Barbarze Gajkowskiej za cykl prac pt. ,Udziat
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alfa-synukleiny oraz peptydéw NAC w molekularnych mechanizmach obumierania komérek.
Znaczenie w chorobach neurodegeneracyjnych.” Warszawa, 6 grudnia 2012

2012 Nagroda naukowa Dyrektora IMDIK dla zespotu: dr Grzegorz A. Czapski, dr
Magdalena Gassowska, dr Martyna Songin, prof. Joanna B. Strosznajder za publikacje
“Alterations of cyclin dependent kinase 5 expression and phosphorylation in amyloid
precursor protein (APP)-transfected PC12 cells” FEBS Lett. 2011, 585: 1243-1248. Warszawa,
7 grudnia 2012

Dofinansowania udzialu w konferencjach naukowych uzyskane w postaci grantéw
podréznych:

2002 stypendium IBRO umozliwiajgce uczestnictwo w konferencji 4™ International
Symposium on Experimental and Clinical Neurobiology, Tatranska Lomnica — Stara Lesna,
Stowacja, 22-25 wrzesnia, 2002

2004 stypendium ISN umozliwiajgce uczestnictwo w konferencji 6™ Biennial Meeting of
the Asian-Pacific Society for Neurochemistry (APSN) Hong Kong 4-7 lutego 2004

2004 stypendium ISN umozliwiajgce uczestnictwo w kursie 6th Biennial ISN Course, The
Advanced School of Neurochemistry “Responses to Trauma in the CNS: Genes to Ethics”
Palais des Papes, Awinion, Francja 11-13 maja, 2004

2004 stypendium ISN umozliwiajgce uczestnictwo w konferencji The 1th Special
Neurochemistry Conference “Changes in neuronal gene expression and CNS drug responses”
Palais des Papes, Awinion, Francja 13-16 maja, 2004

2004 stypendium Fundacja Nauki Polskiej umozliwiajgce uczestnictwo w konferencji 4™
Forum of European Neuroscience, Lisbona, Potugalia 10-14 lipca 2004

2005 stypendium [IBRO umozliwiajgce uczestnictwo w konferencji 5th International
Symposium on Experimental and Clinical Neurobiology, Tatranska Lomnica — Stara Lesna,
Stowacja, 18-23 wrzes$nia 2005

2005 stypendium Programu Marii Curie-Sktodowskiej Komisji Europejskiej umozliwiajgce
uczestnictwo w konferencji 13th Euroconference on Apoptosis "Survival At The Danube",
Budapeszt, Wegry, 01 —04 pazdziernika 2005

2007 stypendium ISN umozliwiajgce uczestnictwo wkursie 8th Biennial ISN Course, The
Advanced School Of Neurochemistry “Neurodegenerative conditions: Causes & Cures”,
Valladolid, Meksyk, 15-19 sierpnia 2007

2007 stypendium Polskiej Sieci Biologii Komodrkowej | Molekularnej umozliwiajgce
uczestnictwo w konferencji 21st Biennial Meeting of the International Society for
Neurochemistry ISN-ASN, Cancun, Meksyk 19-24 sierpnia 2007

2008 stypendium Alzheimer’s Association umozliwiajgce uczestnictwo w konferencji
International Conference on Alzheimer's Disease (ICAD) ,Alzheimer's Association
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International Conference on Alzheimer's Disease 2008”, Chicago, Stany Zjednoczone 26-31
lipca 2008

2009 stypendium ISN umozliwiajace uczestnictwo w konferencji 22" Biennial Meeting of
the ISN/APSN Joint Meeting, Busan, Korea Potudniowa, 23-29 sierpnia 2009

2011 stypendium Alzheimer’s Association umozliwiajagce uczestnictwo w konferencji
International Conference on Alzheimer's Disease (ICAD) ,Alzheimer's Association
International Conference on Alzheimer's Disease 2011”, Paryz, Francja, 16-21 lipca 2011

5.3. Staze badawcze

styczen-maj 2000 Department of Biochemistry of Lipids, Centre for
Biomembranes and Lipid Enzymology, Utrecht University,
The Netherlands

styczen-marzec 2003  Department of Biochemistry of Lipids, Centre for
Biomembranes and Lipid Enzymology, Utrecht University,
The Netherlands

5.4. Udziat w projektach naukowych

1.

2003-2004 Projekt badawczy — promotorski MNil 3 PO5A 110 25

"Udziat tlenku azotu i peroksyazotynu w uszkodzeniu mézgu w stresie oksydacyjnym
wywotanym lipopolisacharydem"

kierownik projektu - prof. dr hab. Joanna B. Strosznajder

charakter udziatu w projekcie — gtéwny wykonawca

2003-2006 Projekt badawczy zamawiany MNil PBZ-MIN-001/PO5/16
"Tlenek azotu - jego specyficzna rola w obumieraniu neurondéw: zwigzek przyczynowy

schorzen otepiennych. Zwigzana z wiekiem i Ab zmiana ekspresji gendw
poszczegdlnych izoform NOS w rdéznych czesciach mdzgu. Rola NO w degeneracji
synaps."

kierownik projektu - prof. dr hab. Joanna B. Strosznajder
charakter udziatu w projekcie — gtéwny wykonawca

2005-2008 Projekt badawczy wtasny MNil 2PO5A 041 29

»Znaczenie alfa-synukleiny w zaburzeniu funkcji mitochondriéw z uwzglednieniem
biatek pro- i antyapoptotycznych z rodziny Bcl2”

kierownik projektu - dr Agata Adamczyk

charakter udziatu w projekcie — gtéwny wykonawca

2007-2008 Sie¢ naukowa 28/E-32/SN-0053/2007

»,Farmakologiczna i genetyczna protekcja oraz cytoprotekcja w schorzeniach
osrodkowego uktadu nerwowego”

koordynator projektu - prof. dr hab. Joanna Strosznajder

charakter udziatu w projekcie — gtdwny wykonawca
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2008-2009 Sie¢ naukowa 28/E-32/SN-0053/2008

»,Farmakologiczna i genetyczna protekcja oraz cytoprotekcja w schorzeniach
osrodkowego uktadu nerwowego”

koordynator projektu - prof. dr hab. Joanna Strosznajder

charakter udziatu w projekcje — gtéwny wykonawca

2008-2010 Projekt badawczy wtasny N N401 014635
»Rola kinaz cyklinozaleznych w molekularnych mechanizmach choroby Alzheimera”
charakter udziatu w projekcje — kierownik projektu

2012-2015 Projekt badawczy z zakresu badaid podstawowych - OPUS
2011/03/B/NZ3/04549

»Analiza udziatu CDK5 w procesach zapalnych w eksperymentalnym modelu choroby
Alzheimera ,,

charakter udziatu w projekcje — kierownik projektu

2013-2016 projekt badawczy z zakresu badan podstawowych - OPUS
2012/05/B/NZ3/02047

,Udziat Parkiny w molekularnych mechanizmach $mierci komodrek wywotanej
egzogenng alfa-synukleing. Znaczenie w chorobie Parkinsona i innych

synukleinopatiach”.
kierownik grantu - dr hab. Agata Adamczyk prof. IMDiK PAN
charakter udziatu w projekcje — gtéwny wykonawca

2014-2017 projekt badawczy z zakresu badan podstawowych - OPUS
2013/09/B/NZ3/01350

»Znaczenie polimerazy poli(ADP-rybozy) i sirtuin w regulacji Smierci komérek. Nowe
punkty uchwytu w terapii choroby Alzheimera.”

kierownik projektu - prof. dr hab. n med. Joanna B. Strosznajder

charakter udziatu w projekcje — gtéwny wykonawca

Udziat w innych projektach:

1. Inwestycyjny Program Wspierania Infrastruktury Badawczej w ramach Funduszu

Nauki i Technologii Polskiej , Aparatura naukowo-badawcza do analizy komdrek
metoda cytometrii przeptywowej” (600 000 zt) IMDIK PAN, Warszawa, 2011

5.5. Wyktady

Wykiady na zaproszenie:

1.

2.

,Funkcja ukfadu glutaminianergicznego w fizjologii o.u.n. i stanach zapalnych”
Wyktad dla studentéw Studium Doktoranckiego Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie, 2005 r.

,Stres oksydacyjny w patofizjologii komérki” Wyktad dla studentéw Studium
Doktoranckiego Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PAN w Warszawie, 2006 r.
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3. ,Znaczenie wrodzonej odpowiedzi immunologicznej w patomechanizmie chordb
neurodegeneracyjnych” Wyktad dla studentéw Studium Doktoranckiego Instytutu
Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie,
2012r.

5.6. Udziat w konferencjach

Autorstwo lub wspétautorstwo ponad 90 komunikatow na konferencjach naukowych
krajowych i zagranicznych.

Lista najwazniejszych komunikatow zjazdowych prezentowanych osobiscie znajduje sie w
zataczniku nr 4.

5.7. Recenzowanie artykutéw i projektow

Recenzowanie artykutéw dla czasopism:

Folia Neuropathologica

Acta Neurobiologiae Experimentalis
Neurotoxicity Research
Neurochemical Research
Neuroscience

Pharmacological Research
Molecular Neurobiology

5.8. Osiggniecia dydaktyczne i popularyzatorskie

5.8.1. Opieka naukowa i dydaktyczna nad studentami (Warszawski Uniwersytet Medyczny,
Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego, Politechnika Warszawska, Uniwersytet
Warszawski) realizujgcymi prace magisterskie w Zaktadzie Komorkowej Transdukcji Sygnatu
IMDIK PAN:

e 9 wykonanych prac magisterskich (praca pt. ,Badanie wtasciwosci cytoprotekcyjnych i
antyapoptotycznych frakcji alkaloidowych izolowanych z Huperzia selago i Lycopodium
clavatum oraz wybranych alkaloidéw wzorcowych” wykonana we wspotpracy z
Zaktadem Biologii i Botaniki Farmaceutycznej Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem
Medycyny Laboratoryjnej WUM otrzymata w 2013 roku | nagrode w L Wydziatowym
Konkursie Prac Magisterskich Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny
Laboratoryjnej WUM w kategorii Lek Pochodzenia Naturalnego)

e 1 pracaw toku
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5.8.2. Opieka naukowa i dydaktyczna nad studentami odbywajgcymi praktyki wakacyjne w
Zaktadzie Komdrkowej Transdukcji Sygnatu IMDIK PAN

5.8.3. Przewodniczenie Sesji Sprawozdawczej Il | lll roku Studidéw Doktoranckich IMDIK PAN,
10 czerwca 2008

5.8.4. Prezentowanie 28 marca 2012 r. na posiedzeniu plenarnym Rady Naukowej IMDiK

PAN publikacji pt. ,A novel mechanism of non-AB component of Alzheimer’s disease

amyloid (NAC) neurotoxicity. Interplay between p53 protein and cyclin-dependent kinase 5

(Cdk5).” Kazmierczak A, Czapski GA, Adamczyk A, Gajkowska B, Strosznajder JB.
Neurochemistry International 2011,58:206-214., zaliczonej do grupy 5 najwazniejszych
osiggnie¢ naukowych IMDiK PAN w 2011 r.

5.9. Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

Polskie Towarzystwo Alzheimerowskie, cztonek

Polskie Towarzystwo Badan Uktadu Nerwowego, cztonek

5.10. Organizacja konferencji naukowych

Cztonkostwo komitetu organizacyjnego:

1.

IMDIK PAN — 2005

20th Biennial Meeting of the International Society for Neurochemistry - Satellite
symposium “Molecular basis for signal transduction in neurodegeneration and
neuroregeneration”, Warsaw, August 27-30, 2005.

IMDIK PAN — 2007
8th Neurochemical Conference “Biochemical and genetic basis of neurological
diseases and novel therapeutic approaches” Warsaw, October 25-26, 2007.

IMDIK PAN — 2009
Neurochemical Conference 2009 “Genetic and molecular biochemistry of

neurological disease in experiment and clinic. Neuroprotective strategy.”, Warszawa,
November 19-20, 2009.

IMDIK PAN — 2011
Neurochemical Conference 2011, The Days of Neurochemistry ,Genetic and

molecular mechanisms of neurological diseases. Progress in diagnosis and therapy.”
Warszawa, October 20-21, 2011,
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5. IMDIK PAN - 2013
Neurochemical Conference 2013 The Days of Neurochemistry ,Emerging topics in

neurological diseases: molecular mechanisms, diagnosis and therapy”, Warsaw,
October 24-25, 2013.

5.11. Cztonkostwo w komitetach redakcyjnych czasopism naukowych

Redaktor pomocniczy w specjalnym wydaniu Oxidative Medicine and Cellular Longevity (5-
letni IF= 3,740) pt. “Neurodegeneration, Mitochondrial Dysfunction, and Oxidative Stress”
Volume 2013 (2013).

/ ’
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