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IV. Wskazanie 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. Tytut osiggniecia naukowego /artystyeznego

Zgodnie z trescig w/w ustawy, dotgczonym do wniosku o wszczecie postepowania
habilitacyjnego, osiggnieciem naukowym jest cykl powigzanych tematycznie prac
objetych wspdlnym tytutem:

“Udziat glikacji i kinureninacji biatek w powiktaniach cukrzycowych oraz
procesach starzenia”

. Wykaz publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe, o ktérym mowa w art. 16 ust. 2

ustawy (autor/autorzy, tytut/tytuty publikaciji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

Staniszewska M, Jarosz S, Jon M, Gamian A, Advanced glycation end-products
prepared in solution under high pressure contain epitopes distinct from those formed in
the dry reaction at high temperature,

Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2005; 53(1):71-8.

IF' 1,0; MNiSW? 8; LC® 1

Indywidualny wktad w autorstwo: 85 %, wiodgcy udziat w planowaniu zadan obejmujgcy
zakres pracy jako kierownik projektu badawczego, wykonanie preparatow
zaawansowanej glikacji biatek w warunkach wysokiej temperatury, uzyskanie surowic w
tym immunizacja zwierzgt, wykonanie testow immunochemicznych oraz analitycznych w
celu okreS$lenia sktadu cukrowego i aminokwasowego, przygotowanie preparatow do
analizy masowej, a takze interpretacja wynikow oraz przygotowanie i Korekta
manuskryptu

Staniszewska M, Leszek J, Malyszczak K, Gamian A, Are advanced glycation end-
products specific biomarkers for Alzheimer's disease?

Int J Geriatr Psychiatry. 2005; 20(9):896-7.

IF 2,16; MNiSW 11; LC 0

Indywidualny wktad w autorstwo: 70 %, wiodgcy udziat w planowaniu i wykonaniu
doSwiadczen, w tym opracowanie testow do analizy iloSciowej poziomu produktow
glikacji biatek, autoprzeciwciat oraz kompleksow immunologicznych. Wymienione testy
sg podstawg zgtoszenia patentowego, ktorego jestem wspotautorem. Moj wktad polegat
rowniez na analizie i interpretacji wynikow.

! Wartosé wspotczynnika wptywu (IF) zgodnie z rokiem opublikowania
% Liczba punktéw wediug MNiSW, zgodnie z rokiem opublikowania
® Liczba cytowan (bez autocytowan), wedtug bazy Web of Science Core Collection, stan na dzien 23.02.2015 r
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3)

Staniszewska MM, Nagaraj HR, Upregulation of glyoxalase | fails to normalize
methylglyoxal levels: A possible mechanism for biochemical changes in diabetic mouse
lenses,

Mol Cell Biochem. 2006; 288(1- 2):29-36.

IF 1,862; MNiSW 15; LC 16

Indywidualny wktad w autorstwo: 85 %, wiodgcy udziat w planowaniu i wykonaniu
doSwiadczen, w tym hodowle tkankowe ex vivo, analiza immunochemiczna,
enzymatyczna i biochemiczna oraz QPCR. M&j wkiad polegat rowniez na analizie i
interpretacji wynikow oraz przygotowaniu i korekcie manuskryptu.

Staniszewska MM, Nagaraj RH, 3-hydroxykynurenine-mediated modification of human
lens proteins: structure determination of a major modification using a monoclonal
antibody,

J Biol Chem. 2005; 10;280(23):22154-64.

IF 5,854; MNiSW 18; LC 9

Indywidualny wktad w autorstwo: 85 %, wiodgcy udziat w planowaniu oraz wykonaniu
doswiadczenn obejmujgcych ekstrakcje biatek oraz niskoczgsteczkowych substancji z
ludzkich soczewek oka, synteze chemiczng | oczyszczanie formylokinureniny,
przygotowanie preparatow biatkowych oraz aminokwasowych przez modyfikowanie za
pomocg kinurenin, opracowanie metodyki HPLC i oczyszczanie niskoczgsteczkowych
zwigzkéw  modyfikowanych kinureninami, analizy  spektrofotometryczne i
spektroskopowe (ustalenie metodyki wykonania widm NMR), analizy immunochemiczne
(ELISA, immunobloting), hodowla ludzkich komérek nabtonkowych wyizolowanych z
soczewki oka oraz analiza immunofluorescencyjna, pomiary stezenia tryptofanu za
pomocg HPLC. Ponadto miatam réwniez wiodgcy udziat w interpretacji wynikéw,
przygotowaniu pracy do druku oraz korekcie manuskryptu.

Staniszewska M, Nagaraj RH, Detection of kynurenine modifications in proteins using a
monoclonal antibody,

J Immunol Methods. 2007; 324: 63-73.

IF 1,947; MNiSW 20; LC 4

Indywidualny wktad w autorstwo: 85 %, wiodgcy udziat w zaplanowaniu i wykonaniu
doSwiadczenn oraz interpretacji wynikow jako kierownik projektu badawczego
sponsorowanego przez fundacje Alcon/Fight for Sight. Eksperymenty obejmowaty
ekstrakcje biatek z ludzkich soczewek oka, przygotowanie preparatow biatkowych oraz
aminokwasowych przez modyfikowanie za pomocg kinurenin, produkcje i oczyszczanie
przeciwciat monoklonalnych (przygotowanie antygenu do immunizacji, immunizacja
myszy, analiza surowicy, izolacja limfocytéw; produkcja, hodowla, identyfikacja i izolacja
wybranych klonow komoérek hybrydowych), opracowanie metodyki i oczyszczanie
niskoczgsteczkowych zwigzkéw modyfikowanych kinureninami za pomocg HPLC,
analizy spektrofotometryczne i spektroskopowe (ustalenie metodyki wykonania widm
NMR), analizy immunochemiczne (ELISA, immunobloting), hodowle ludzkich komdrek
nabtonkowych wyizolowanych z soczewki oka oraz analiza immunofluorescencyjna.
Dodatkowo miatam réwniez wiodgcy udziat w pisaniu manuskryptu i graficzne
przygotowanie pracy do druku.

Mailankot M, Staniszewska MM, Butler H, Caprara MH, Howell S, Wang B, Doller C,
Reneker LW, Nagaraj RH, Indoleamine 2,3-dioxygenase overexpression causes
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kynurenine-modification of proteins, fiber cell apoptosis and cataract formation in the
mouse lens,

Lab Inves. 2009; 89: 498-512.

IF 4,602; MNiSW 32; LC 5

Indywidualny wkiad w autorstwo: 50 %, wiodgcy udziat w zaplanowaniu, opracowaniu
metodyki i wykonaniu znacznej czesci eksperymentow, w tym wygenerowaniu modelu
mysiego (koordynowanie pracy kilku zespotéw technicznych uczestniczgcych w
tworzeniu modelu mysiego i genotypowania), opracowaniu metody analitycznej opartej
na HPLC oraz pomiar aktywnosci enzymatycznej IDO, produkcje monoklonalnych
przeciwciat anty-kinureninowych, opracowanie metod immunochemicznych do pomiaru
produktow modyfikacji biatek w soczewce oka, prowadzenie hodowli ludzkich komoérek
nabtonkowych wyizolowanych z soczewki oka oraz ich analiza po stymulacji
kinureninami. Ponadto, jako inicjator i kierownik projektu petnitam funkcje opiekuna
naukowego pierwszego autora oraz szkolitam go w zakresie wymienionych technik.
Dodatkowo, miatam znaczgcy udziat w interpretacji wynikow oraz koncowym
opracowaniu manuskryptu

C. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/pracach i osiggnietych wynikow
wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania:

Przedstawiona rozprawa habilitacyjna stanowi cykl szesciu prac oryginalnych (Zatgcznik
1a/ll) poswieconych niektorym aspektom nieenzymatycznej modyfikacji biatek, bedgcych
wynikiem starzenia oraz cukrzycy. Moje badania skupiajg sie na poznaniu nowych
mechanizmow oraz zaleznosci pomiedzy glikacjg i kinureninacjg biatek oraz ich roli w
chorobie Alzheimera, cukrzycy i katarakcie. W badaniach wykorzystano wiele modeli, w tym
tworzenie modelowych produktéw in vitro z uzyciem komercyjnie dostepnych biatek a takze
soczewke oka, gdzie procesy glikacji i kinureninacji zachodzace in vivo sg szczegodlnie
nasilone z powodu warunkow sprzyjajgcych ich tworzeniu i akumulaciji, takich jak wysokie
stezenie i dtugi okres pottrwania krystalin — biatek strukturalnych soczewki, wysokie stezenie
niektorych substratéw glikacji i kinureninacji oraz zagrozenie stresem oksydacyjnym
wywotanym miedzy innymi dziataniem promieni UV.

Glikacja biatek

Nieenzymatyczne reakcje przytgczenia grupy ketonowej lub aldehydowej cukréw lub ich
pochodnych do wolnej grupy aminowej biatka, lipidu lub kwasu nukleinowego nazywamy
ogodlnie glikacja. Reakcje te zachodzg w warunkach naturalnych in vivo czy in vitro® jak
réwniez w warunkach podwyzszonego cisnienia lub temperatury, np. podczas procesow
przetwarzania zywnosci’.

Louis Camille Maillard byt pierwszym, ktéry w 1912 roku opisat ten typ reakcji. Jest to
wieloetapowy, spontaniczny proces, w ktérym boczny tancuch lizyny, argininy czy N-
koncowa grupa aminowa biatka reaguje z redukujagcym cukrem, tworzgc zasade Schiffa
(aldimina). Spontaniczne przegrupowanie aldiminy prowadzi do powstania produktu
Amadoriego — bardziej stabilnej 1-amino-1-deoxy-2-ketozy. Utworzona fruktozylamina
uwazana jest za wczesny produkt glikacji, ktory nastepnie ulega wielu dodatkowym

* Monnier VM, Cerami A (1981) Nonenzymatic browning in vivo: possible process for aging of long-lived proteins.
Science 211:491-493

® Uribari J, Advanced glycation end products in foods and a practical guide to their reduction in the diet, J Am
Diet Assoc. 2010; 110:911-916;
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modyfikacjom: dehydratacji, fragmentaciji, kondensacji, utlenieniu czy cyklizacji, prowgdzc do
wytworzenia produktéw zaawansowanej glikacji (AGE). Podczas tych skomplikowanych
szlakéw, reaktywne produkty posrednie wielokrotnie biorg udziat w nastepnych reakcjach. W
obecnosci tlenu, glukoza i produkty Amadoriego mogg by¢ rozktadane do wysoce
reaktywnych 1- i 3-deoksykarbonyli, takich jak metyloglioksal, glioksal, 3-deoksyglukozon®,
tworzgcych szereg pochodnych, sieciujgcych AGE oraz wolnych rodnikéw przyczyniajgcych
sie do stresu oksydacyjnego zwigzanego z glikacjg. Dlatego reakcje te okresla sie takze
mianem ,glikooksydacji”.

Duze zréznicowanie strukturalne AGE zwigzane jest z warunkami w jakich sie tworza, np.
stezenie produktow, temperatura, ciSnienie, pH czy czas trwania reakcji. Wieloetapowy
proces glikacji obejmuje réznorodne weglowodany, takie jak cukry, dikarbonyle
(metyloglioksal, glioksal, 3-deoksyglukozon), produkty utlenienia kwasu askorbinowego,
kwasow tluszczowych, czy czgsteczki posiadajgce wolne grupy aminowe, wigczajgc lizyne,
argining na biatkach czy guanozyne w kwasach nukleinowych. R6znorodno$¢ produktow
glikacji wynika rowniez z faktu, ze jeden weglowodan moze by¢ prekursorem wielu
pochodnych podczas glikooksydacji czy wywotanej przez UV degradacji, generujgc wiele
réznych produktéw AGE podczas jednej reakcji. Z tego powodu wydajnos$¢ poszczegdlnych
produktéw jest niska, co utrudnia odkrycie nowych struktur i szlakow ich powstawania.
Pomimo dostepnej technologii zostato okreslonych tylko 17 réznych struktur AGE, tagcznie z
pentozydyng, Ne-karboxymetylolizyng (CML), glukozepanem, piraling oraz K2P tworzgcym
sie w soczewce oka’. Niektére z tych produktéow moga byé rozpuszczalne lub zwigzane z
biatkami i wykazujg ré6znorodne wiasciwosci fizykochemiczne: fluorescencje, absorpcje czy
wrazliwos¢ na swiatto. Dalsze badania sg nadal konieczne do petnego poznania struktur i
mechanizmow tworzenia AGE.

Generalnie nadmierna glikacja negatywnie wptywa na procesy zachodzgce w zywej
komdrce, zmieniajgc wtasciwosci strukturalne i funkcje biatek, wywotujgc agregacje i
opornosc¢ na trawienie enzymami czy tez aktywujgc szereg szlakéw metabolicznych poprzez
oddziatywanie z receptorami komérkowymi. Istnieje wiele receptoréw wigzacych AGE?, ale
opisanie ich funkgciji jest trudne ze wzgledu na niestabilnos¢ produktow glikacji oraz istniejgce
koreceptory. Najlepiej poznanym receptorem jest AGER1. Jest to transmembranowe biatko
wystepujgce na powierzchni komérki, w membranach endoplazmatycznych oraz
mitochondrialnych réznych komérek, najlepiej opisane w limfocytach. Dzieki wtasciwosciom
internalizowania, AGER1 usuwa produkty glikacji i kontroluje poziom stresu oksydacyjnego
w komorce, a jego ekspresja uzalezniona jest od poziomu AGE.

Innym receptorem wigzgcym AGE jest RAGE?, ktéry wykazuje powinowactwo réwniez do
innych ligandow. Aktywacja receptora zwigzanego z btong komodrkowg indukuje szereg
szlakdw sygnatowych prowadzgcych do tworzenia wolnych rodnikéw czy procesow
zapalnych, podczas gdy rozpuszczalna forma receptora odgrywa znaczenie w usuwaniu
AGE.

Dodatkowo, istnieje wiele innych receptoréw wigzgcych produkty glikacji, jednak ich rola jest
mniej poznana. Receptory te wykazujg niskie powinowactwo do AGE, a ich
pierwszorzedowymi ligandami sg inne czgsteczki, przez co badanie ich wtasciwosci jest

6 Thornalley PJ et al, Formation of glyoxal, methylglyoxal and 3-deoxyglucosone in the glycation of proteins by
glucose, Biochemical Journal (1999) 344, 109-116;

Nagaraj RH et al, The pathogenic role of Maillard reaction in the aging eye, Amino Acids (2012) 42:1205-1220;
8 Vlassara H, The AGE-receptor in the pathogenesis of diabetic complications, Diabetes Metab Res Rev 17
52001) 436-443;

Xie J et al, Cellular signalling of the receptor for advanced glycation end products (RAGE), Cellular Signalling
25 (2013) 2185-2197;
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utrudnione. Nie powinno sie takze zapominac, ze podobnie jak inne wolne rodniki tlenowe,
produkty AGE mogg bra¢ udziat w szlakach sygnatowych, wykorzystujgcych AGE-
niezalezne receptory, np. tzw. receptory zmiatajgce (scavenger receptors), zwigzane z
biatkiem G (G-protein-coupled receptors), Toll-podobne (toll-like receptors), czy tez moga
zmieniac¢ wiasciwosci komorek w sposdb niezalezny od receptorow.

Badania pokazujg, ze AGE powstate z réznorodnych prekursoréw odgrywajg role w wielu
schorzeniach, np. w powiktaniach cukrzycowych'®, chorobie Alzheimera®, procesach
zapalnych oraz chorobach oczu zwigzanych ze starzeniem organizmu, jak jaskra, AMD
(zwigzane z wiekiem zwyrodnienie plamki zéttej) czy zaéma®.

Poziom AGE powstajgcych in vivo jako produkt uboczny glikolizy jest sciste regulowany, ale
w przypadku hiperglikemii, hiperlipidemii czy podczas stresu oksydacyjnego dochodzi do
akumulacji produktow glikacji. W wyniku starzenia mechanizmy obronne i regeneracyjne
ulegajg ostabieniu, co utatwia akumulacje AGE. Ostatnio dowiedziono, ze zwiekszona
konsumpcja zywnosci wysoko przetworzonej stanowi dodatkowe zrodio AGE oraz
glikotoksyn (reaktywne produkty glikacji). Zwigzki te powstajg podczas grilowania, pieczenia
i smazenia produktow, co podnosi walory smakowe i kolorystyczne potraw.

Cukrzyca i hiperglikemia sprzyjajg tworzeniu sie wczesnych produktéw glikacji we krwi oraz
gromadzgcych sie w tkankach, wplywajgc na ich funkcje przez wywotanie chronicznego
stanu zapalnego czy uposledzanie aktywnosci biatek. Uwaza sie, ze zwiekszona opornos¢
na insuline, stan zapalny i ostabienie mechanizmoéw obronnych sg przyczyng komplikacji
cukrzycowych, np. nefropatii. Nerki, ktére sg gtdwnym miejscem usuwania z krgzenia
produktéw utlenienia stanowig dogodny cel dla akumulacji efektéw stresu oksydacyjnego
wywotanego przez AGE™. Aktywacja RAGE przez metyloglioksal i wywotany proces zapalny
predysponujg do cukrzycowych zmian, gdzie reaktywne produkty glikacji filtrowane z krwi
kumulujg sie w kiebuszkach nerkowych i u pacjentéw z cukrzycg prowadzg do modyfikaciji
biatek, zwtdknienia i hipertrofii. W rezultacie zmniejsza sie zdolnos¢ filtracyjna nerek i
dochodzi do kumulacji AGE w tkance.

Coraz wiecej wynikdw wskazuje réwniez, ze glikacja zwigzana jest z patogenezg choroby
Alzheimera. Produkty AGE wykryto w splotach neurofibrylarnych oraz ptytkach starczych w
mozgu pacjentow. Badania zwierzat karmionych dietg z duzg zawartoscig metyloglioksalu
sugeruja, ze AGE promujg polimeryzacje p-amyloidu i ekspresje prekursora amyloidu.
Chronicznie podniesiony poziom AGE stymuluje produkcje neurotoksycznego RAGE i
zmniejsza ilos¢ receptoréw odpowiedzialnych za usuwanie AGE (AGER1). Sugeruje sie, ze
zmniejszona ekspozycja na przyjmowane z pozywieniem produkty glikacji moze zachowac
obronne mechanizmy organizmu i zmiany metaboliczne w ukfadzie nerwowym, a
monitorowanie poziomu metyloglioksalu w surowicy moze stanowi¢ wczesny marker tych
zmian.

Udziat reakcji Maillarda w powiktaniach zwigzanych ze starzeniem i cukrzycg sg szeroko
badane w soczewce oka’. Soczewka oka zbudowana jest z komérek widknistych (fibre cells)
i nabtonkowych (lens epithelial cells), ktére stanowig dogodny model do badania modyfikaciji
biatek, zmian metabolicznych oraz mechanizmoéw zapobiegajgcych skutkom nadmiernej
glikacji. Komorki widkniste znajdujgce sie wewnatrz soczewki sg unikalne. Nie posiadajg one
organelli, ktore zanikajg podczas roznicowania oraz akumulujg znaczne iloSci
rozpuszczalnych biatek — gtownie krystalin. Biatka soczewki majg szczegodlnie diugi okres

1% viassara H et al, Advanced glycation end products in diabetes and diabetic complications, Endocrinol Metab
Clin N Am 42 (2013) 697-719;

" Li J et al, Advanced glycation end products and neurodegenerative diseases: Mechanisms and prospective,
Journal of the Neurological Sciences 317 (2012) 1-5;
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poftrwania dlatego produkty glikacji i inne po-translacyjne modyfikacje gromadzg sie w
tkance. W odroznieniu, komaorki nabtonkowe tworzgce pojedynczg warstwe zlokalizowane sg
w przedniej czesci soczewki. Sg one aktywne metabolicznie i odpowiadajg za utrzymanie
homeostazy oraz zapewnienie ochrony komorkom widknistym.

W warunkach sprzyjajacych powstawaniu stresu oksydacyjnego, jak cukrzyca czy starzenie
sie, w soczewce oka dochodzi do wielu zmian powodujgcych zmniejszenie jej
przezroczystosci i powstanie katarakty. W tym czasie biatka ulegajg sieciowaniu, stajg sie
nierozpuszczalne i gromadzg sie znaczne ilosci pigmentu oraz zwigzkéw o witasciwosciach
fluorescencyjnych. Glikacja biatek jest jednym z procesow, ktére wywotujg te zmiany. W
soczewce zidentyfikowano wiele produktéw glikacji zaréwno niskoczgsteczkowych, jak tez
zwigzanych z biatkami, powodujgcych ich sieciowanie. Nagromadzenie sie zabarwionych
AGE nadaje ciemny kolor soczewkom w wyniku ich starzenia lub w katarakcie. Dzieki
badaniu glikacji w soczewce oka udato sie odkry¢ inne oprécz cukrow prekursory AGE,
powstajgce przez degradacje glukozy i produktow Amadoriego. Nalezy do nich wysoce
reaktywny metyloglioksal, czy 3-deoksyglukozon wystepujace in vivo, a takze askorbinian
(witamina C), ktéry w soczewce wystepuje w wysokim stezeniu, dochodzgcym do kilku mM.
Wykazano, ze jest on prekursorem pentozydyny, karboksylometylolizyny i vesperlizyny A.

W soczewce oka ludzkiego wykryto ponad 100 produktow glikacji powstajgcych z
askorbinianu, cho¢ dokfadne struktury nie zostaly jeszcze opisane. Dodatkowo, AGE
wywodzgce sie z askorbinianu to zwigzki Swiattlouczulajgce, ktére w obecnosci tlenu
produkujg wolne rodniki tlenowe, zwigkszajgc stres oksydacyjny tkanki i powodujgc dalsze
modyfikacje biatek w soczewkach oso6b starszych i w przypadku katarakty.

Mechanizmy obronne organizmu przeciwdziatajgce nadmiernej glikacji obejmuja fagocytoze
i degradacje AGE z udziatem receptoréw, opisang wczesniej, mechanizmy komorkowe
neutralizujgce wolne rodniki tlenowe — ROS, np. zalezne od glutationu peroksydazy lub
bezposrednio redukujgce wolne rodniki (reakcja z GSH), jak tez enzymatyczne
metabolizowanie reaktywnych zwigzkéw dikarbonylowych (system glioksylaz). Neutralizacja
na drodze enzymoéw glioksylazowych (Glioksylaza | i Il) jest bardzo efektywne w
prawidtowych warunkach, jednak z wiekiem poziom GSH oraz ekspresja enzymu spada. Z
tego powodu usuwanie reaktywnych dikarbonylowych pochodnych w komodrce jest mato
skuteczna, prowadzi do gromadzenia sie metyloglioksalu (MGO) i tworzenia AGE.

Glikacja odgrywa znaczacg role w procesach starzenia i powiktaniach zwigzanych z
cukrzycg. Wzrost liczby cukrzykow jest alarmujgcy i dramatycznie sie zwieksza. Badania
wykonane w Kanadzie i Wielkiej Brytanii miedzy 1996 a 2003 rokiem pokazaty 50% wzrost
liczby pacjentow z cukrzycg. Wraz z wydtuzajgcg sie dtugoscig zycia, choroby towarzyszgce
starzeniu, jak choroby oczu czy nerek, stajg sie bardziej rozpowszechnione i negatywnie
wplywajg na stan zdrowia i jakos¢ zycia. Poszukiwanie efektywnych metod leczenia,
hamujgcych i usuwajgcych gromadzace sie w organizmie AGE wymaga jeszcze
rozszerzenia naszej wiedzy na temat mechanizméw powstawania produktow glikaciji.
Waznym jest réwniez zwrdcenie uwagi na zewnetrzne zrédta AGE, na co ostatnio zwrécono
uwage badajgc zawartos¢ glikotoksyn w wysoce przetworzonej zywnosci. R6znorodnos$é
przyjmowanych z pokarmem AGE moze by¢ znacznie wieksza, niz produktéw glikacii
powstajgcych wewnatrz organizmu. Efekty komorkowe wywotane przez te nowe produkty
oraz metody zapobiegania niekorzystnym skutkom wymagajg dalszych badan.

Moje badania dotyczgce glikacji rozszerzyly naszg wiedze na temat niekonwencjonalnych
metod syntezy AGE, ich udziatu w chorobie Alzheimera, a takze komérkowego mechanizmu
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obronnego zapobiegajgcego odktadaniu sie i neutralizacji metyloglioksalu w soczewce oka.

Najwazniejsze i najbardziej interesujgce wyniki zawarte w publikacjach dotyczacych glikaciji i

przedstawionych do oceny dotycza:

* tworzenia i wlasciwosci strukturalnych produktow tworzonych pod wysokim cisnieniem i
w wysokiej temperaturze. Warunki takie uzywane sg podczas przetwarzania zywnosci i
zwiekszajg powstawanie AGE. Przyjmowane pokarmy zawierajgce wysoki poziom
produktéw glikacji stanowig gtowne zrédio glikotoksyn i mogg wywotywacé negatywne
efekty w komodrkach, w tym chroniczny stan zapalny. Z tego wiasnie powodu niezwykle
wazne jest poznanie wiasciwosci oraz klinicznych skutkdw zwigzanych z przyjmowanymi
z jedzeniem produktami glikacji. Wyniki zawarte w przedstawionej do oceny publikacji 1
(Zatgcznik 1a/ll.lIA.1) pokazujg po raz pierwszy, ze zwiekszone cisnienie indukuje
powstawanie AGE o unikalnych wiasciwosciach. Wazne jest okreslenie ich struktury i
wiasciwosci biologicznych w kontekscie spozywanych produktow.

* obecnosci AGE w surowicy pacjentow z chorobg Alzheimera (Zatgcznik 1a/ll.1A.2). W
publikacji 2 przedstawiono wyniki badah krgzgcych w surowicy AGE, autoprzeciwciat
oraz komplekséw immunologicznych z uzyciem nowej metody, ktéra nastepnie uzyskata
patent miedzynarodowy (punkt VIl.b1).

* komoérkowej obrony przeciwko AGE i roli systemu glioksylazy w detoksykacji
prekursoréw AGE, w tym akumulacji metyloglioksalu w tkankach, w warunkach
hiperglikemii (Publikacja 3, Zatgcznik 1a/ll.IA.4).

Kinureninacja

Kinureniny stanowig grupe produktow powstajacych z wolnego tryptofanu w enzymatycznym
szlaku tworzenia sie NAD. Etapem ograniczajagcym powstawanie kinurenin jest dziatanie
enzymu indoloamino-2,3-dioksygenazy (IDO), ktéry wystepuje w wielu tkankach i katalizuje
reakcje utleniania tryptofanu do N-formylokinureniny. Produkty posrednie takie jak N-
formylokinurenina, kinurenina czy 3-hydroksykinurenina, powstajgce w szlaku
kinureninowym, sa niestabilne w fizjologicznym pH. Ulegajg one deaminacji'?, przez co
powstajg o,p-nienasycone ketony reagujgce z nukleofilowymi grupami aminokwasow,
kowalencyjnie wigzgce sie z biatkami. Wykazano, ze szczegolnie wysokie stezenie kinurenin
wystepuje w soczewce oka, gdzie petnig one role filtrow UV i chronig siatkdwke absorbujgc
Swiatto w zakresie 295-370 nm. Biatka o dlugim okresie pottrwania, takie jak krystaliny w
soczewce czy p-amyloid w mézgu narazone sg na modyfikacje kinureninami, przez co
zmodyfikowane biatka gromadzg sie w tych tkankach. Dodatkowo, kinureniny posiadajgce
grupe hydroksylowg mogg indukowac¢ wolne rodniki tlenowe (ROS) na drodze reakcji
redukcji w obecnosci metali przejsciowych. W konsekwencji dochodzi do sieciowania biatek,
co obserwujemy w katarakcie i podczas starzenia. Obecnos$ci kinurenin przypisuje sie
brgzowienie starzejgcej sie soczewki oka. Wiele pochodnych kinureninowych zostato dotad
wyizolowanych z ludzkiej soczewki.

Powstajgce w organizmie produkty zmodyfikowane przez kinureniny nie ulegajg rozktadowi.
Mechanizmem obronnym chronigcym przed nadmierng kinureninacjg jest GSH, ktéry w
zdrowej soczewce spontanicznie wigze i tworzy GSH-kinureniny, chronigc biatka. Z wiekiem,
kiedy zmniejsza sie szybkos¢ dyfuzji w soczewce, GSH nie dociera do jgdra i nie moze
neutralizowaé¢ reaktywnych pochodnych kinurenin. Dochodzi do modyfikacji biatek, ktére
stajg sie usieciowane, nierozpuszczalne i przybierajg brazowy odcien.

12 Taylor LM et al, Glutathione and NADH, but not Ascorbate, Protect Lens Proteins from Modification by UV
Filters, Exp Eye Res (2002) 74(4):503-11.
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Wczesniejsze badania prowadzone gtownie przez grupe prof. Truscotta pokazaty, ze
kinureniny reagujg z biatkami in vitro generujgc zwigzki podobne do powstajgcych w ludzkiej
soczewce. Moje wiasne badania byly prowadzone aby potwierdzi¢é hipoteze, ze
gromadzenie sie kinurenin w organizmie, wywotane nadprodukcjg IDO, moze prowadzi¢ do
kowalencyjnej modyfikacji biatek in vivo. Te pionierskie badania wykazaty znaczenie
kinureninacji w patologii soczewki. Najwazniejsze wyniki tych badan obejmuja:

* identyfikacje nowych, kinureninowych modyfikacji oraz ich udziat w mechanizmie
katarakty i zmianach starczych ludzkiej soczewki. Wyprodukowane przeciwciata
monoklonalne rozpoznajgce zwigzane z biatkami kinureniny pozwolity po raz pierwszy
wykaza¢ obecnos¢ pochodnych kinureninowych zwigzanych z biatkami soczewki
(Publikacja 4 i 5, Zatacznik 1a/1l.1A.3, 5).

» stworzenie modelu zwierzecego w celu zbadania cytotoksycznego wptywu kinurenin
generowanych przez IDO w patologii soczewki oka (Publikacja 6, Zatagcznik 1a/ll.IA.6).
Zwierzeta u ktérych wystepuje nadprodukcja enzymu, prowadzgca do odktadania sie
kinurenin mogg by¢ takze wykorzystane do badan obejmujgcych mechanizm innych
choréb zwigzanych z kinureninacjg biatek.

* wykazanie po raz pierwszy cytotoksycznego wptywu kinurenin na soczewke oka, ktory
zaburza roznicowanie komdrek widknistych i prowadzi do ich apoptozy, co
przedstawiono w publikacji 6 (Zatgcznik 1a/ll.1A.6).

Wyniki moich prac stanowity podstawe i inspiracje do kolejnych badan na temat roli
kinurenin i IDO w biologii komérki, kontynuowanych nastepnie w laboratorium dr Nagaraja.
Pokazaty one szczegdtowy mechanizm, w jakim kinureniny zaburzajg roznicowanie komorek
wioknistych, indukujg apoptoze i prowadzg do powstania katarakty *. Mechanizm ten
obejmuje zmniejszenie produkcji krystalin i MIP26 (ang. major intrinsic protein, inaczej
aquaporin O) poprzez zaburzenie szlaku sygnatowego inicjowanego przez FGF2/FGFR1™.

Wyniki moich badan dotyczgce zachodzacej in vivo kinureninacji biatek soczewki zostaty
pozniej wykorzystane do badania innych patologii wieku starczego, m. in. choroby
Alzheimera. We wspotpracy z Prof. Markiem Smith z Departamentu Patologii CWRU
wykazalismy, ze w mdzgu pacjentow z chorobg Alzheimera wystepuje wieksza ilos¢ biatek
modyfikowanych 3-hydroksykinurening, a w obrebie ptytek starczych i widknistych splotow,
ktére sg wskaznikiem zmian chorobowych, podniesiona jest ekspresja IDO. Te dane
(Zatgcznik 1a/l.1A.7) sg pierwszym dowodem na to, ze kinureninacja zaangazowana jest w
degeneracyjne procesy wystepujgce w chorobie Alzheimera. Udziat kinurenin oraz IDO w
neurodegeneracji przyciggngt uwage badaczy innych neurologicznych schorzen, takich jak
choroba Parkinsona. Wolne, nie zwigzane z biatkami kinureniny byty dotychczas traktowane
gtownie jako neurotoksyny majgce wptyw na proces zapalny w mézgu, ale biorgc pod uwage
uzyskane przez mnie wyniki, mozliwosc modyfikacji bialek z ich udzialem powinna byé
powaznie brana pod uwage przy opracowywaniu nowych metod terapeutycznych.

Cykl szesciu prac przedstawionych do oceny opisuje pionierskie badania dotyczgce nowych

'3 Mailankot M and Nagaraj R, Induction of indoleamine 2,3-dioxygenase by interferon-gamma in human lens
epithelial cells: Apoptosis through the formation of 3-hydroxykynurenine, The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology 42 (2010) 1446-1454

' Mailankot et al., Kynurenine inhibits fibroblast growth factor 2-mediated expression of crystallins and MIP26 in
lens epithelial cells, Biochimica et Biophysica Acta 1802 (2010) 609-620
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mechanizmoéw modyfikacji biatek przez cukry i produkty utlenienia tryptofanu. Glikacja i
kinureninacja to procesy inicjowane pod wptywem niekontrolowanego stresu oksydacyjnego,
ktéry obserwuje sie z wiekiem lub przy hiperglikemii. Oba procesy zachodzg spontanicznie i
jednoczesnie, dlatego istotne jest zbadanie ich wzajemnego wptywu na zmiane struktury czy
funkgcji biatek. Dzieki temu mozliwe bedzie petne poznanie udziatu kinureninacji i glikacji w
patologii. W przedstawionej do oceny publikacji 4 (Zatgcznik 1a/ll.1A.3) podjeto prébe
wykazania wptywu glikacji na utlenienie tryptofanu. W doswiadczeniu nie wykazano jednak
wptywu glikacji biatek z udziatem rybozy na modyfikacje biatek przez 3-hydroksykinurenine.
Niemniej, wzajemny, modulacyjny wptyw glikacji i kinureninacji biatek, zostat wykazany w
kolejnej pracy (Zatgcznik 1a/l.l1A.6). Na tej podstawie, dalsze badania prowadzone w
laboratorium dr Nagaraj wyjasnity doktadny mechanizm kinurenino-zaleznego powstawania
AGE"™.

Rezultaty opisane w cyklu publikacji stanowigcych osiggniecie zostaty podsumowane
ponize;j.

Publikacja 1

Staniszewska M, Jarosz S, Jon M, Gamian A, Advanced glycation end-products

prepared in solution under high pressure contain epitopes distinct from those formed in

the dry reaction at high temperature, Arch Immunol Ther Exp (Warsz). 2005, 53(1):71-8.
Glikacja zwykle odnosi sie do reakcji redukujgcych cukréw z wolnymi grupami aminowymi
biatek, zachodzgcych spontanicznie w fizjologicznych warunkach, ktéra w wieloetapowym
procesie prowadzi do utworzenia produktéw zaawansowanej glikacji (ang. advanced
glycation end-products, AGE). Reakcje przyspiesza wysoka temperatura, dlatego obecna
dieta, obfitujgca w wysoce przetwarzang zywnos¢ bogata jest takze w réznorodne AGE.
Odkfadaniu sie produktow glikacji w organizmie przypisywane sg patologiczne zmiany
zwigzane ze starzeniem czy hiperglikemia.
Generalnie przyjmuje sie, ze AGE stanowig heterogenng grupe produktéw i tylko niewielki
procent zostat scharakteryzowany pod wzgledem strukturalnym. Moim celem byto
poréwnanie wiasciwosci strukturalnych produktéw powstatych w réznych warunkach, np.
wysokiej temperatury (produkty HTG) i ci$nienia (produkty HPG). W tym celu zostaty uzyte
modelowe biatka — albumina surowicy wotowej i mioglobina, ktére inkubowano z roznymi
cukrami. Kontrolnie poddano glikacji biatka w warunkach zblizonych do fizjologicznych — w
roztworze w temperaturze 37°C. Na uwage zasluguje obserwacja, ze produkty powstate w
warunkach naturalnych, HTG (w temp. do 120°C) i HPG (pod cisnieniem 860 MPa) znacznie
réznity sie stopniem usieciowania, zawartoscig przytgczonych cukréw do wolnych grup
aminowych czy wiasciwosciami fluorescencyjnymi. Co wazniejsze, produkty z réznych
warunkow syntezy wykazywaly odmienne wtasciwosci antygenowe, co sugeruje, ze mogg
one wywierac¢ inne efekty w organizmie. Badania wiasciwosci biologicznych réznych AGE sg
niezmiernie wazne do kompleksowego poznania patologicznych efektéw zwigzanych z
glikacjg. WykazaliSmy takze, ze przeciwciata powstate z wykorzystaniem AGE utworzonych
w niekonwencjonalnych warunkach mogg stuzy¢ do roznicowania produktéw glikacji.
Niniejsze testy stanowia podstawe do identyfikacji i kolejnych badan patogennych
wiasciwosci AGE pochodzgcych z pokarmu i powstajgcych w organizmie.

10 Linetsky M et al., UVA Light-excited Kynurenines Oxidize Ascorbate and Modify Lens Proteins through the
Formation of Advanced Glycation End Products, J. Biol. Chem. (2014) 289:17111-17123
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Publikacja 2
Staniszewska M, Leszek J, Malyszczak K, Gamian A, Are advanced glycation end-
products specific biomarkers for Alzheimer's disease? Int J Geriatr Psychiatry. 2005,
20(9):896-7.
Choroba Alzheimera (AD) to najczestsza forma choroby otepiennej czyli demenciji. Starszy
wiek jest najwiekszym czynnikiem ryzyka, ale nie sg dostepne zadne metody zapobiegajgce
chorobie. Poszukuje sie markerow biochemicznych, ktére pozwolityby na monitorowanie
postepu choroby. Rozwaza sie uzycie AGE (zwigzanych z patogenezg choroby Alzheimera)
jako biomarkeréw, ale ich detekcja i pomiar stanowi wyzwanie z powodu duzej

heterogennosci, niskiego stezenia indywidualnych produktéw glikacji i braku tatwo
dostepnych metod analizy.
Metody analityczne oparte sg na kosztownych i zaawansowanych metodach

chromatograficznych, np. HPLC, ktére mogg stuzy¢ do detekcji konkretnych,
scharakteryzowanych produktéow AGE. W niniejszych badaniach uzyto unikalnych i
nowatorskich metod wykrywajgcych markery glikacji obecne w surowicy pacjentow z AD.
Podjeto prébe sprawdzenia czy AGE, przeciwciata anty-AGE i kompleksy immunologiczne
mogg by¢ uzyte jako markery choroby. W publikacji 2 (Zatgcznik 1a/ll.IA.2) pokazano
dzialanie serii testdw immunochemicznych wykorzystujgcych modelowe produkty glikaciji
oraz wykrywajgce je przeciwciata. Stworzone przeze mnie narzedzia do pomiaru
biomarkeréw glikacji uzyskaty miedzynarodowg ochrone patentowg (punkt Viib.1).
Wczesniejsze doniesienia dotyczace znaczenia ogolnoustrojowego procesu glikacji w AD
byly bardzo znikome. W jednym z tych badan, gdzie za pomocg pomiaru fluorescenciji
okreslono poziom AGE, wykazano zmniejszony poziom glikacji w surowicy pacjentow z
AD'". W przedstawionej do oceny publikacji oprécz produktéw AGE oznaczono takze
autoprzeciwciata i kompleksy immunologiczne przez analogie do chorych na cukrzyce, u
ktérych zaobserwowano powstawanie autoprzeciwciat skierowanych na AGE'. Uzywajac
trzech komplementarnych testow poréwnano poziom glikacji w surowicy pacjentow z
chorobg Alzheimera (AD), innym rodzajem demencji, naczyniowej (VaD) oraz u zdrowych
ochotnikéw (C).

Wyniki naszych doswiadczeh wykorzystujgcych metody immunochemiczne byty zgodne z
poprzednimi doniesieniami pokazujgc, ze poziom kragzgcych AGE, autoprzeciwciat IgG oraz
komplekséw immunologicznych byt nizszy u pacjentow z AD w poréwnaniu z innymi
grupami. Rowniez poziom autoprzeciwciat klasy IgM byt obnizony w grupie AD w
poréwnaniu z grupg C i taki sam trend zostat zachowany dla poréwnania z grupg VaD. Taki
wynik sugeruje, ze to raczej lokalny, a nie ogdlnoustrojowy proces glikacji odgrywa role w
patologii AD, o czym takze $wiadczy kumulacja réznych produktow glikacji w mozgu
pacientéw z AD . Z drugiej jednak strony obserwowali$my podwyzszony poziom
autoprzeciwciat klasy IgM u pacjentéw z AD i VaD w poréwnaniu z grupa kontrolng, co
wskazuje na aktywny proces immunoreaktywnosci zwigzany z demencjg.

Podsumowujgc, moje badania doprowadzity do powstania nowej immunochemicznej metody
okreslania statusu glikacji, a opracowany test uzyskat ochrone patentowg. Uzywajgc
wspomnianych metod wykazaliSmy negatywng korelacje AGE w surowicy, wskazujgcg na

'® Thome J et al, Advanced Glycation Endproductsiassociated Parameters In The Peripheral Blood Of Patients
With Alzheimer’s Disease, Life Sciences (1996) Vol.59, No.8:679-685

7 Nicoloff, G et al, Antibodies to advanced glycation end products in children with diabetes mellitus. Vascul.
Pharmacol. (2002) 39, 39-45

'8 Horie K et al., Immunohistochemical Localization of Advanced Glycation End Products, Pentosidine, and
Carboxymethyllysine in Lipofuscin Pigments of Alzheimer’s Disease and Aged Neurons, Biochim Biophys Res
Comm (1996) 236, 327-332
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znaczenie lokalnego procesu glikacji u pacjentéw z AD. Ukierunkowuje to dalsze badania na
wyjasnienie procesu toczgcego sie w komdrkach neuronowych i glejowych prowadzgcego
do choroby.

Publikacja 3

Staniszewska MM, Nagaraj HR, Upregulation of glyoxalase | fails to normalize

methylglyoxal levels: A possible mechanism for biochemical changes in diabetic mouse

lenses, Mol Cell Biochem. 2006, 288(1- 2):29-36.
Mozliwos¢ neutralizowania lub usuwania toksycznych produktow glikacji z komoérek i tkanek
mogtaby przyczyni¢ sie do zahamowania dysfunkcji zwigzanych z powiklaniami
cukrzycowymi czy chorobami neurodegeneracyjnymi. W zakresie mojego zainteresowania
znalazt sie system glioksylazowy degradujgcy metyloglioksal i mozliwo$¢ jego zastosowania
w terapii. Przedstawiona publikacja opisuje badania dotyczgce metabolizmu metyloglioksalu
(MGO) w soczewce oka.
Wewnatrzkomoérkowy substrat glikacji — MGO powstaje spontanicznie z fosfotrioz lub jako
produkt uboczny glikolizy ** . Szybkos¢ tworzenia MGO =zalezy od tkanki i statusu
metabolicznego komérki, jednak wiadomo, ze hiperglikemia przyczynia sie do nadmiernej
akumulacji MGO. Mechanizmem obronnym komorki jest enzymatyczny szlak glioksylazowy.
Pierwszym enzymem w tym szlaku jest Glioksylaza | (GLOI), ktéra z uzyciem glutationu
(GSH) jako kofaktora metabolizuje MGO do D-mleczanu.
Nowoscig w przedstawionej pracy jest opisanie roli GLOlI w metabolizmie MGO w zywej
soczewce podczas hiperglikemii na modelu zwierzecym, co w poréwnaniu do badanh in vitro
znacznie doktadniej mimikuje naturalne warunki. W celu wszechstronnego zbadania
problemu postuzyliSmy sie metodami biochemicznymi i oznaczali§my poziom ekspresji GLOI
(QPCR), aktywnos¢ enzymu (pomiar absorpcji tworzonego w reakcji S-laktoglutationu),
dostepnos¢ GSH (test kolorymetryczny oparty na reakcji z DTNB) oraz gromadzenie MGO
(pomiar fluorescencyjnego produktu reakcji z 6-hydroksy-2,4,5-triaminopyrimiding (TRI) za
pomocg HPLC) w hodowanych mysich komérkach nabtonkowych soczewki oraz catych
soczewkach traktowanych medium o wysokim stezeniu glukozy lub pochodzgcych od myszy
z wywofang cukrzycg. ZaobserwowaliSmy, Zze w cukrzycy byta znacznie podniesiona
ekspresja GLOI, ale nie notowano obnizenia stezenia MGO, ktéry byt znacznie
podwyzszony w poréwnaniu z kontrolnymi soczewkami pochodzgcymi od zdrowych myszy.
Wbrew oczekowaniom wykazalismy, ze efekt ten nie byt wynikiem obnizonego poziomu
GSH, ktéry sprawdzaliSsmy w soczewkach hodowanych ex vivo. Doswiadczenia na
hodowanych komérkach potwierdzity hipoteze, ze szybkos¢ tworzenia MGO przewyzsza
mozliwo$¢ metabolizmu przez GLOI.
Jest to pierwsze doniesienie pokazujgce, ze znaczny wzrost aktywnosci GLOI wywotany
przez cukrzyce jest niewystarczajgcy aby pozby¢ sie powstajgcych toksycznych metabolitow
glukozy. W ludzkiej soczewce, z niskim poziomem reduktazy aldozowej (inny enzym
metabolizujgcy MGO) moze to promowac¢ modyfikacje biatek i prowadzi¢ do katarakty.
Poczatkowo GLOI wydawata sie dobrym celem terapeutycznym, jednak kolejne badania
pokazaty modulacyjng role GLOI w regulowaniu poziomu MGO w soczewce, a z drugiej
strony GLOI promowata tworzenie innych AGE z cukrowych substratow. Te wyniki dowodza,
ze nalezy zachowaC szczegblng ostroznos¢ w rozwazaniach nad terapeutycznym

"9 Sousa Silva et al., The glyoxalase pathway: the first hundred years . . . and beyond, Biochem. J. (2013) 453,
1-15
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zastosowaniem GLOI.

Publikacja 4

Staniszewska MM, Nagaraj RH, 3-hydroxykynurenine-mediated modification of human

lens proteins: structure determination of a major modification using a monoclonal

antibody, J Biol Chem. 2005; 280(23):22154-64.
Niniejsza publikacja jest najistotniejszg publikacjg prezentowanego cyklu, poniewaz
przedstawia przetomowe badania na temat modyfikacji biatek przez wolne kinureniny w
ludzkiej soczewce oka, ktérych wyniki majg fundamentalny wptyw na zrozumienie szeroko
pojetego zagadnienia modyfikacji biatek oraz ispirujg do badan nad rolg kinurenin w coraz
bardziej powszechnych chorobach degeneracyjnych wieku starczego, witgczajgc chorobe
Alzheimera.
Do podjecia badan przyczynita sie hipoteza, ze brgzowienie soczewki oka nasilajgce sie z
wiekiem i zwigzane z podniesionym stresem oksydacyjnym moze mieC inne podtoze niz
powszechnie badana glikacja. W tym czasie inna grupa opisata obecno$¢ niestabilnych,
wolnych kinurenin w soczewce. To skionito mnie do sprawdzenia czy pochodne tryptofanu
znajdujgce sie w soczewce mogg wigzac sie i sieciowac krystaliny.
Poczgtkowe badania skoncentrowaty sie gtdwnie na 3-hydroksykinureninie (3-OHK),
poniewaz jest to reaktywna pochodna katalizujgca powstawanie wolnych rodnikow
tlenowych, ktére przyspieszajg glikacje. Badania in vitro wykazaty ze 3-OHK jak i inne
kinureniny kowalencyjnie wigzg sie z wolnymi grupami aminowymi lizyny, glicyny, argininy i
histydyny. Za pomocg NMR okreslona zostata doktadna struktura oczyszczonego uprzednio
przez HPLC produktu reakcji 3-OHK i aminokwasu.
Co wiecej, uzyskaliSmy z ekstraktu ludzkich soczewek niskoczgsteczkowe zwigzki, ktére
byty nastepnie inkubowane z rozpuszczalnymi biatkami soczewki. W wyniku ich reakcji
wytworzyly sie immunoreaktywne pochodne, ktére zidentyfikowane zostaty przez
przeciwciata monoklonalne anty-3-OHK. Przeciwciata stanowity takze dogodne narzedzie do
potwierdzenia, ze modyfikowane kinurening biatka odktadajg sie w ludzkich soczewkach z
kataraktg. Wigzanie przeciwciat zlokalizowane bylo w obrebie komorek widknistych w
soczewkach z kataraktg, ale nie w tkankach od osob starszych bez wyraznego zmetnienia.
Western bloting soczewkowego ekstraktu 2z uzyciem tych samych przeciwciat
monoklonalnych potwierdzit obecno$¢ usieciowanych biatek, ktore takze tworzyty sie w
soczewkowych komérkach nabtonkowych hodowanych w obecnosci 3-OHK.
Zainicjowane w tej pracy badania byty pozniej kontynuowane w celu wyjasnienia roli innych
kinurenin w soczewce oka, a takze poznania molekularnego mechanizmu prowadzgcego do
akumulacji kinurenin w chorobach zwigzanych z wiekiem. Nalezy podkresli¢, ze uzyskane
monoklonalne przeciwciata anty-3-OHK postuzyly nam pézniej do zilustrowania akumulaciji
biatek modyfikowanych przez 3-OHK w mézgu pacjentéw z chorobg Alzheimera (Zatgcznik
1a/l.IA.7). Dzieki temu, wyniki przedstawione w niniejszej publikacji poszerzyty wiedze na
temat mechanizmu neurodegeneracji, a to zainspirowato kolejne badania nad udziatem
szlaku kinureninowego jako celu terapeutycznego w chorobach neurodegeneracyjnych.

W warunkach sprzyjajgcych katarakcie dochodzi do modyfikacji biatek na drodze
réznorodnych reakcji, ktore zachodzg w tym samym czasie. W publikacji wysunetam nowag
hipoteze, moéwigcag o wzajemnym wptywie glikacji i kinureninacji, przypuszczajgc, ze wolne
rodniki tlenowe powstajace podczas glikacji mogg utlenia¢ tryptofan wystepujgcy w
komérkach widknistych generujgc kinurening. Doswiadczenia jednak pokazaty, Zze ani
dodanie AGE, ani sama reakcja glikacji nie powoduje utleniania tryptofanu. Whnioski, bedace
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wynikiem kolejnych prac wskazaty, ze istnieje odwrotna zaleznos¢ pomiedzy glikacjg i
kinureninacjg. Szczegdlnie wazne jest podkreslenie, ze kinurenina moduluje (stymuluje i
hamuje) powstawanie produktow glikacji, w zaleznosci od ich rodzaju (Zatgcznik 1a/l.1A.6).
Dodatkowo pod wpltywem Swiatta UVA wolne i zwigzane z biatkami kinureniny moga
gwattownie utlenia¢ askorbinian (substrat glikacji), ktory wigze sie z biatkami prowadzac do
tworzenia AGE?. Taki efekt obserwowano podczas inkubacji biatka w roztworze oraz w
catych soczewkach myszy transgenicznych, u ktorych gromadzi sie nadmierna ilo$¢
askorbinianu. Razem wszystkie te doniesienia sugerujg wzajemny wptyw kinureninacji i
glikacji prowadzacych do patologii.

Publikacja 5

Staniszewska M, Nagaraj RH, Detection of kynurenine modifications in proteins using a

monoclonal antibody, J Immunol Methods. 2007, 324:63-73.
Badania przedstawione w tej pracy to kontynuacja analizy modyfikacji biatek przez inne
kinureniny, np. formylokinurenine (NFK) i kinurening (KYN), ktéra powstaje przez
spontaniczng degradacje NFK. Badania te miaty szczegolne znaczenie, poniewaz wczesniej
wykazano, ze KYN gromadzi sie w organizmie pacjentow z chorobami neurologicznymi, np.
z chorobg Alzheimera, Parkinsona czy Huntingtona oraz w przypadku niewydolnosci nerek.
To wskazywato, ze patogeneza tych choréb moze by¢ zwigzana bezposrednio z procesem
modyfikacji biatek przez kinurenine i sktonito mnie do zbadania tego zagadnienia.
Uzywajgc do szczepienia antygenu zmodyfikowanego przez NFK wyprodukowano nowe
przeciwciata monoklonalne, ktére rozpoznawaty biatka inkubowane KYN i NFK. Wykazywaty
takze reaktywnos$¢ z komdérkami nabtonkowymi soczewki hodowanymi in vitro w obecnosci
KYN. Ostatecznie wykazaliSmy, ze modyfikacje kinureninowe znajdujg sie na biatkach
soczewki od osob w zaawansowanym wieku, ale nie wykryto KYN w soczewkach mtodych
dawcow. Intensywne barwienie w komodrkach nabtonkowych wskazuje na podniesiong
aktywnos¢ IDO (indolamino-2,3-dioksygenaze), komodrkowego enzymu katalizujgcego
powstawanie KYN 2z wolnego tryptofanu. Ponadto dzieki analizie NMR zostata
zidentyfikowana struktura epitopu tworzgcego sie w reakcji histydyny i NFK, ktory
determinuje specyficznos$¢ uzytych przeciwciat monoklonalnych.
Zaburzenia metabolizmu tryptofanu zwigzane z wieloma schorzeniami byty poza zakresem
tych badan, niemniej ich badanie wymaga specyficznych narzedzi. Uzyskane przez nas
wyniki oraz specyficzne przeciwciata monoklonalne utatwiajg badania skierowane w
kierunku poznania mechanizméw patogenezy, w ktérych istothg role petnig biatka
zmodyfikowane przez KYN.

Publikacja 6
Mailankot M, Staniszewska MM, Butler H, Caprara MH, Howell S, Wang B, Doller C,
Reneker LW, Nagaraj RH, Indoleamine 2,3-dioxygenase overexpression causes
kynurenine-modification of proteins, fiber cell apoptosis and cataract formation in the
mouse lens, Lab Inves. 2009, 89:498-512.
Doniesienia literaturowe i wtasne doswiadczenia (Zatgcznik 1a/ll.IA.3, 5) opisujgce proces
kinureninacji wskazujg, ze kinureniny wystepujgce in vivo kowalentnie wigzg sie z biatkami.
Podniesiony poziom wolnych kinurenin przypisywany jest wielu chorobom, ktorych

20 Linetsky M et al., UVA Light-excited Kynurenines Oxidize Ascorbate and Modify Lens Proteins through the
Formation of Advanced Glycation End Products, J. Biol. Chem. (2014) 289:17111-17123
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mechanizm wiazany jest z apoptozg wywotang lokalnym wyczerpaniem ftryptofanu i
toksycznoscig samej KYN. W tej publikacji podjeliSmy probe wyjasnienia, czy lokalne
tworzenie KYN w komorkach nabtonkowych soczewki moze prowadzi¢ do katarakty.

W tym celu stworzyliSsmy transgeniczny model mysi, pozwalajgcy na badanie lokalnego
gromadzenia sie kinurenin w soczewce oka. W ten sposéb moglismy zidentyfikowaé
molekularny mechanizm prowadzacy do patologii soczewki. W naszym modelu ekspresja
indoloamino-2,3-dioksygenazy (IDO), enzymu katalizujgcego pierwszy etap w szlaku
kinureninowym, jest pod kontrolg promotora aktywnego tylko w soczewce. Dzieki temu, w
tym miejscu mozliwe bytlo uzyskanie wysokiego stezenia KYN bez niepozgdanych skutkow
wptywajgcych na ogolny rozwdj myszy. Zaobserwowalismy, Zze u transgenicznych zwierzat
nie wyksztafcit sie prawidtowy narzad wzroku. Ich soczewka byta znacznie mniejsza,
zmetniata i pozbawiona prawidtowej struktury. Zdjecia z mikroskopu elektronowego pokazaty
dezorganizacje obu rodzajow komorek: nabtonkowych widknistych. Heterozygoty i myszy
typu dzikiego (w stosunku do IDO) nie wykazywaly patologii w przeciwienstwie do
homozygot, u ktérych w 3 miesigcu zycia wyraznie widoczna byta gesta zac¢ma jadrowa i
zmetnienie soczewki. Te zmiany zwigzane byty ze wzrostem aktywnosci IDO, a takze z
podniesionym stezeniem wolnej i zwigzanej z biatkami KYN, oznaczanej za pomocg HPLC,
specyficznych przeciwciat monoklonalnych oraz spektrometrii masowej. Zwiekszona
produkcja IDO prowadzgca do gromadzenia sie KYN powodowata spadek glutationu.
Sugeruje to, ze neutralizacja kinurenin przez GSH jest wczesnym mechanizmem obronnym
w soczewce, ktéry nie jest jednak efektywny. Pozytywny wynik barwienia metodg TUNEL
wskazuje na obecnos¢ procesu apoptozy.

Zatem przedstawiona publikacja prezentuje istotne dane wskazujgce na bezposredni udziat
biatek zmodyfikowanych przez kinurenine w patogenezie soczewki. Wyniki te stanowity silng
podstawe dla dalszych badan wyjasniajgcych mechanizm i szlaki sygnatowe prowadzgce do
zaburzenia rozwoju, uszkodzenia i $mierci komoérek soczewki oka®'%.

Podsumowujgc, wszystkie publikacje przedstawione jako cykl do oceny omawiajg
nowatorskie pomysty i odkrycia dotyczgce modyfikacji biatek — glikacji i kinureninacji oraz ich
udziatu w patogenezie chordb zwigzanych ze starzeniem. Publikacje te opisujg przelomowe
badania, ktére staty sie dla mnie podstawg do kontynuowania i pogtebiania prac
badawczych nad powyzszymi zagadnieniami oraz staly sie zrodtem inspiracji dla innych
badaczy.
Do najwazniejszych osiggnie¢ zwigzanych z mechanizmem modyfikacji biatek i ich roli w
chorobach nalezg nastepujgce zagadnienia:
1. Niekonwencjonalne warunki syntezy prowadzgce do powstawania strukturalnie
odmiennych AGE
- Analiza strukturalna i wykazanie odmiennosi produktow glikacji tworzonych w
warunkach panujgcych podczas przetwarzania zywnosci w wysokiej temperaturze i
ciSnieniu; ma to znaczenie w rozwazaniach na temat egzogennych zrddet i
spozywania AGE, a takze jako potencjalny sposéb na uzyskiwanie modelowych
zwigzkow glikacii
2. Udziat glikacji w patogenezie choroby Alzheimera

! Mailankot M and Nagaraj R, Induction of indoleamine 2,3-dioxygenase by interferon-gamma in human lens
epithelial cells: Apoptosis through the formation of 3-hydroxykynurenine, The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology 42 (2010) 1446-1454

2 Mailankot et al., Kynurenine inhibits fibroblast growth factor 2-mediated expression of crystallins and MIP26 in
lens epithelial cells, Biochimica et Biophysica Acta 1802 (2010) 609-620
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- Nowe metody pomiaru immunochemicznych wskaznikébw zwigzanych z
procesem glikacji; szczegoty tej metody zostaty opatentowane i uzyskaty
ochrone w Polsce

- ldentyfikacja potencjalnych biomarkeréw zwigzanych z chorobg Alzheimera —
obecnos¢ w surowicy pacjentow autoprzeciwciat klasy IgM skierowanych
przeciwko AGE oraz obnizony poziom krgzacych AGE i autoprzeciwciat anty-

AGE klasy IgG.
3. Rola GLOI w metabolizmie wewngtrzkomérkowego MGO w soczewce przy
hiperglikemii

- Prezentowane wyniki majg znaczenie terapeutyczne w przypadku komplikaciji
zwigzanych z cukrzycg
4. Kinureninacja biatek w ludzkiej soczewce oka — badania dostarczajgce dowodow, ze
powstajgce in vivo wolne kinureniny mogg wigzac sie i sieciowac krystaliny
- Stworzenie nowych przeciwciat monoklonalnych wigzgcych KYN i 3-OHK;
stanowig one narzedzia, ktore znalazly szerokie zastosowanie w badaniu
modyfikacji biatek zwigzanych z procesami starzenia i chorobami
neurodegeneracyjnymi
- Identyfikacja krystalin zmodyfikowanych przez KYN i 3-OHK odktadajgcych sie w
ludzkich soczewkach i przyczyniajgcych sie do komplikacji zwigzanych z wiekiem
5. Wiasciwosci cytotoksyczne kinurenin tworzgcych sie w soczewce
- Moje badania po raz pierwszy potwierdzity cytotoksycznosc¢ tworzgcych sie w
soczewce kinurenin, ktore powodujg komdérkowe zmiany podobne do tych, ktore
towarzyszg powstawaniu katarakty
- Stworzenie modelu mysiego uzytecznego do poznania patologii soczewki i
innych schorzen, np. choroby Alzheimera czy Parkinsona, gdzie w mechanizm
zaangazowana jest kinurenina.

D. Omodwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

a) Przebieg pracy naukowej przed uzyskaniem stopnia doktora

Moje wczesne badania, wtgczajac prace magisterskg, wykonywane byly pod kierunkiem
Prof. Andrzeja Gamiana w Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej, ITD PAN we Wroctawiu.
Prace prowadzone w laboratorium dotyczyty strukturalnych i biologicznych witasciwosci
bakteryjnych antygenéw powierzchniowych, w tym weglowodandw, biatek i lipidéw oraz
wykorzystania tej wiedzy do potencjalnych terapii oraz celow diagnostycznych.

Izolacja i charakterystyka biochemiczna fimbrii Klebsiella pneumoniae i Klebsiella
oxytoca

Podczas studiow na Wydziale Chemii Politechniki Wroctawskiej i realizacji doswiadczen
wchodzacych w skltad pracy magisterskiej uczestniczytam w badaniach dotyczgcych
nosnikéw poliwalentnej szczepionki o szerokim spektrum skierowanej wobec szczepow
rodziny Enterobacteriace wywotujgcych grozne infekcje. Zespdl Prof. Gamiana opracowat
koniugatowg szczepionke sktadajgcg sie z nosnika, biatkowych fimbrii oraz krzyzowo-
reagujgcego rdzeniowego oligosacharydowego antygenu — E. coli K12 C600. W mojej pracy
magisterskiej opisatam oczyszczanie oraz wiasciwosci immunochemiczne fimbrii typu 11 3
szczepu Klebsiella oxytoca i K. pneumoniae. Biatka te wykazywaty niskg aktywnos¢ indukcji
cytokin prozapalnych i zostaly w dalszym etapie uzyte do stworzenia szczepionki
konjugatowej. WykazaliSmy, ze powodowaly one tworzenie przeciwciat skierowanych na
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antygen (oligosacharyd) i na noénik (fimbrie) oraz indukowaty aktywnos$¢ bakteriobdjczg
wobec wielu szczepdw enterobakteryjnych. Z tego powodu fimbrie powinny stuzy¢ jako
nosniki w szczepionkach konjugatowych oraz w diagnostyce. Wyniki tych badan zostaty
zaprezentowane na miedzynarodowym zjezdzie (Zatgcznik 1a/l.IXA.1) oraz opisane w 2
publikacjach (Zatgcznik 1a/l.1A.2, 1a/l.IIIB.1).

Po ukonczeniu studiow ze stopniem mgr inz. w lipcu 1998 roku otrzymatam stanowisko
asystenta w laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej ITD PAN we Wroctawiu i jako cztonek
zespotu Prof. Gamiana prowadzitam badania dotyczace charakterystyki i réznorodnosci
bakteryjnych antygenow biatkowych i cukrowych przez okreslanie struktur chemicznych oraz
witasciwosci immunochemicznych. W tym czasie zdobylam doswiadczenie w zakresie
biochemii, immunochemii oraz spektrometrycznych metod analitycznych, ktore
wykorzystatam w opisanych ponizej projektach.

Mimikra czasteczkowa i toksycznos¢ biatek btony zewnetrznej bakterii

Celem projektu prowadzonego przez dr hab. Danute Witkowska, finansowanego przez
Komitet Badan Naukowych (KBN) byto zbadanie mimikry czgsteczkowej pomiedzy biatkami
enterobakteryjnych szczepow a tkankami ludzkimi. Wytwarzane autoprzeciwciata
powstajgce po ekspozycji na antygeny bakteryjne mogg opdznia¢ odpowiedz
immunologiczng i wywotywa¢ auto reaktywnos¢ przeciwko tkankom gospodarza.
Przyktadem byly oczyszczone krélicze przeciwciata specyficzne dla ludzkiej enolazy
miesniowej przetestowane pod katem immunoreaktywnos$ci z biatkami btony zewnetrznej
(tzw. outer membrane proteins, OMP) wyizolowanymi 2z wybranych szczepow
Enterobacteriaceae. Zaobserwowali§my homologie ludzkiej enolazy z jednym z biatek OMP,
co wskazuje na jego potencjalng role w auto reaktywnosci. Kluczowa w projekcie byta
wspotpraca z dr Mastowskg z Katedry i Kliniki Pediatrii, Alergologii i Kardiologii Uniwersytetu
Medycznego we Wroctawiu oraz z Profesorem Adamem Jankowskim z Instytutu Genetyki i
Mikrobiologii Uniwersytetu Wroctawskiego. Nasze badania zostaty zaprezentowane na
konferencji FEBS w 2001 (Zatgcznik 1a/l.IXA.3) i doprowadzity do identyfikacji bakteryjnego
45 kDa-biatka enolazo-podobnego?. Z uwagi na jego molekularng mimikre z enolaza
ludzka, nie powinno ono stuzy¢ jako nosnik szczepionkowy, ale moze postuzy¢ jako marker
diagnostyczny. W przeciwienstwie do niego, inne opisane przez nas 38 kDa-biatko OMP z
Shigella flexneri 3a, nie reagowato krzyzowo z biatkami gospodarza i zapewniato ochrone
przez indukcje przeciwciat klasy IgA i 1IgG. Sugeruje to diagnostyczny potencjat tego OMP i
czyni je dobrym kandydatem na nosnik antygenéw w szczepionce (Zatgcznik 1a/l.IXA.5,
1a/l.IA.3).

Struktury bakteryjnych polisacharydéw O-swoistych

Ten projekt dotyczyt analizy strukturalnej cukrowych antygendéw obecnych na powierzchni
komoérek szczepdédw Citrobacter, wyjasnienia ich serologicznego podobienstwa z innymi
enterobakteriami i ulepszenia skomplikowane] klasyfikacji szczepow (Zatacznik 1a/l.IA.1).
Moj udziat w tym projekcie obejmowat analize immunochemiczng i strukturalng szczepu
Citrobacter youngae PCM1492, nalezgcego do serogrupy O1, w ktérej znajdujg sie
patogeny czesto izolowane od pacjentow pediatrycznych z zapaleniem jelit i czerwonka.
Badania te byty uzupetnione o analizy NMR wykonane we wspotpracy z Instytutem Chemii

% Witkowska et al. Antibodies against human muscle enolase recognize a 45-kDa bacterial cell wall outer
membrane enolase-like protein, FEMS Immunol Med Microbiol. (2005) 1; 45(1):53-62
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Organicznej Rosyjskiej Akademii Nauk w Moskwie i pozwolity na okreslenie unikalnej i
rzadkiej u bakterii reszty a-D-ribofuranozowej wchodzacej w skiad O-specyficznego
antygenu badanego szczepu Citrobacter. Nasze wyniki majg znaczenie w kontekscie
enterobakteryjnych bakterii wykazujgcych zwigzek ze szczepami Citrobacter, tak jak w
przypadku enteropatogennego szczepu E. coli O9.

Znaczenie glikacji bialek w patogenezie choréb zwigzanych z wiekiem i cukrzyca
Naukowa ciekawos¢ i zainteresowanie glikobiologig sprawity, ze podjetam badania nad rolg
modyfikacji biatek przez cukry w przypadku komplikacji cukrzycowych i starczych. To
zagadnienie wybratam na temat mojej pracy doktorskie;.

Najpierw skupitam sie na zastosowaniu niekonwencjonalnych metod, czyli wysokiego
cid$nienia i temperatury w celu wytworzenia modelowych produktéw AGE. Badania te byty
finansowane ze $rodkow grantowych, ktére otrzymatam w ramach konkursu Grant dla
Miodych Naukowcow z Komitetu Badan Naukowych (punkt VI.c2). Rezultaty tego projektu
zostaly przedstawione w publikacji 1 opisanej tu wczesniej (Zatgcznik 1a/ll.IA.1). Oprocz
laktozy jako modelowego cukru =zastosowatam kilka innych dwusacharydéw, ktore
generowaty AGE mimikujgce produkty glikacji tworzone in vivo w ludzkiej surowicy. Te nowe
modelowe AGE zostaty wykorzystane do opracowania metody pomiaru glikacji w prébkach
ludzkiej surowicy. Metoda obejmuje 3 komplementarne testy do oznaczania poziomu AGE,
odpowiadajgcych im autoprzeciwciat oraz komplekséw immunologicznych. Szczegdty objete
sg ochrong patentowg (punkt VIib.1).

Dzieki wspotpracy nawigzanej z Prof. Jerzym Leszkiem z Katedry i Kliniki Psychiatrii oraz dr
Leszkiem Mastowskim z Katedry i Kliniki Angiologii, Nadcisnienia Tetniczego i Diabetologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu przeprowadzitam badania poziomu glikacji biatek
w surowicy pacjentow z chorobg Alzheimera oraz z powiktaniami cukrzycowymi, jak
nefropatia i choroba zakrzepowa naczyn konczyn dolnych. Podstawg badan byto uzycie
opisanego wczesniej testu, ktéry okazat sie przydatny w badaniu glikacji in vivo. Wyniki
pokazaty obnizony poziom krgzacych w surowicy AGE w przypadku choroby Alzheimera i
nefropatii, natomiast podwyzszony poziom w angiopatii cukrzycowej, co sugeruje znaczenie
lokalnego procesu glikacji w patogenezie tych chorob.

Wyniki tych doswiadczen prezentowane na miedzynarodowej konferencji (Zatgcznik
1a/l.IXA.4) oraz w 2 publikacjach (Zatgcznik 1a/l.IA.2, 1a/l.IB.1), zawarte zostaty w moje;j
rozprawie doktorskiej, wykonanej pod kierunkiem Prof. dr hab. Andrzeja Gamiana, ktéra
uzyskata wyrdznienie Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN
we Wroctawiu w 2003 roku.

Modyfikacje biatek przez produkty utlenienia lipidéow

Produkty utlenienia lipidow to kolejny obszar bedacy w obrebie mojego zainteresowania.
Powstajg one jako produkty uboczne podczas przetwarzania zywnosci i kowalencyjnie
modyfikujg biatka. We wspétpracy z Department of Pure and Applied Biochemistry, Lund
University w Szwecji badatam wiasciwosci trans-2-nonenalu (T2N) powstajgcego przez
utlenianie kwasu linolowego. Wykazalismy, ze biatka w obecnosci T2N zostajg usieciowane i
wykazujg wiasciwosci genotoksyczne prowadzgc do apoptozy komoérek (Zatgcznik
1a/l.XB.1). Te zwigzki majg znaczenie w przemysle spozywczym i nalezatoby bra¢ pod
uwage ich poziom analizujgc skfad przetwarzanej zywnosci.
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b) Przebieg pracy naukowej po uzyskaniu stopnia doktora

Modyfikacje biatlek w cukrzycy i powiktaniach zwigzanych ze starzeniem

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk biologicznych (w 2003 roku) kontynuowatam
badania na temat modyfikacji biatek. Odbytam staz podoktorski w laboratorium Prof. Rama
Nagaraja w Case Western Reserve University w Cleveland, OH, USA, ktory jest znanym
naukowcem z licznymi osiggnieciami w dziedzinie glikacji. Podczas pobytu w jego
laboratorium od 2003-2007 roku miatam mozliwo$¢ poszerzy¢ swoje zainteresowania na
temat modyfikacji biatek i ich roli w chorobach wieku starczego przez uczestnictwo w wielu
projektach finansowanych przez US National Institute of Health oraz fundacje naukowe. W
2004 roku zostatam takze beneficjentkg prestizowego stypendium przyznanego przez
Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO).

Moje badania majg znaczacy wktad w poznanie modyfikacji biatek. Oprécz badania glikaciji
biatek bylam pionierem nowego kierunku, ktory czesciowo zostat juz opisany w niniejszej
rozprawie (Publikacje 4, 5, 6; Zalgcznik 1a/ll.IA.3, 5, 6), a ktéry dotyczy roli indoloamino-
2,3-dioksygenazy (IDO) w chorobach wieku starczego, w tym katarakcie i chorobie
Alzheimera.

Do swoich najwazniejszych osiggnie¢ w dziedzinie modyfikacji biatek zaliczam:

*  Wyijasnienie roli GLO w metabolizmie wewngtrzkomérkowego MGO w hiperglikemii
(Publikacja 3, Zalgcznik 1al/ll.1A.4)

*+  Wykazanie pozytywnej roli metyloglioksalu, ktory konkurujgc z cukrami i kwasem
askorbinowym chroni biatka przed sieciowaniem oraz przyczynia sie¢ do podwyzszenia
wiasciwosci czaperonowych krystalin (Zatgcznik 1a/l.I1A.4)

* Wykazanie zaleznosci procesu glikacji i kinureninacji biatek; opisano modulatorowy i
zalezny od stezenia wptyw kinureniny na tworzenie AGE (Zatgcznik 1a/l.1A.6)

» Zebranie po raz pierwszy dowoddédw na udziat wolnych kinurenin w powstawaniu
katarakty (Publikacja 4, Zalacznik 1al/ll.IA.3)

*  Woytworzenie nowych narzedzi opartych na przeciwciatach monoklonalnych, ktére znajdag
szerokie zastosowanie w badaniach roli szlaku kinureninowego w mechanizmie
proceséw starzenia oraz chordb neurodegeneracyjnych (Publikacja 4, 5; Zatacznik
1a/ll.1IA.3, 5)

» Dostarczenie danych na temat cytotoksycznych wiasciwosci KYN obecnych w zywej
tkance. W modelu zwierzecym u myszy, w wyniku lokalnej nadprodukcji IDO, wywotano
zmiany w soczewce, ktore przypominajg takie zmiany jakie obserwuje sie podczas
powstawania katarakty (Publikacja 6, Zatacznik 1a/ll.IA.6)

+ Wykazano obecnos¢ biatek modyfikowanych kinurening w obrazie mdzgu
charakterystycznym dla choroby Alzheimera, co wskazuje na ich role w patogenezie
choroby (Zatgcznik 1a/l.IA.7).

Molekularne mechanizmy i markery choréb oczu zwigzanych z angiogeneza

W 2007 roku, zainteresowana angiogenezg i biologig siatkdwki rozpoczetam drugi staz
podoktorski w laboratorium Prof. Andriusa Kazlauskasa w Schepens Eye Research Institute,
Harvard Medical School w Bostonie, MA, USA. Jako czlonek spotecznosci akademickiej
Uniwersytetu Harvarda miatam mozliwos¢ aktywnego uczestnictwa w spotkaniach licznych
grup tematycznych, prezentacjach wygtaszanych prze liderow naukowych oraz zdobycia
doswiadczenia w zakresie najnowszych technologii biologii molekularnej i komorkowej
dotyczacej biologii siatkowki.
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Celem projektéw ktorymi kierowatam, byto poznanie zmian powstajgcych w mikronaczyniach
zwigzanych z chorobami oczu, takich jak retinopatia dotyczgca wczesniakéw (retinopatia
wczesniakdw), cukrzykéw (retinopatia cukrzycowa) oraz osob starszych (starcza
degeneracja plamki zéttej). Schorzenia te sg najczestszg przyczyng utraty wzroku w
poszczegolnych grupach wiekowych i charakteryzujg sie przerostem nieprawidtowych
naczyn krwionosnych, co prowadzi do nieodwracalnych zmian w siatkbwce. Moim gtéwnym
zadaniem byto zbadanie molekularnych mechanizméw prowadzacych do patologii naczyn i
identyfikacji markeréw wskazujacych na nieprawidtowy proces angiogenezy. Postugiwatam
sie wieloma modelami, np. testem in vitfro tworzenia naczyn, szczurzy model retinopatii
indukowanej tlenem (oxygen-induced retinopathy — ROP), w ktérych zmiany przypominaty
te obserwowane u pacjentow. Moje badania pokazaty roznice w strukturze bfony
wewnetrznej oddzielajgcej siatkowke od ciata szklistego (ang. ILM) oraz w sktadzie
komérkowym patologicznych naczyn oka w szczurzym modelu retinopatii indukowanej
tlenem (ang. OIR). Wyniki te byty prezentowane na konferencji miedzynarodowej (Zatgcznik
1a/l.IXA.14) i zyskaly zainteresowanie przemystu farmaceutycznego, co zaowocowato dtugg
wspotpracg i uzyskaniem $rodkow finansowych na kontynuacje badan. W rezultacie,
postugujac sie technikg prezentacji fagowej (,phage display”) stworzyliSmy peptydowe
narzedzia identyfikujgce komorki srodbtonkowe i makrofagi zwigzane z patologicznymi
naczyniami (Zatacznik 1a/l.lIA.8). Ta nowa metoda, ktéra umozliwia analize i celowang
terapie schorzen wywotanych obecnoscig patologicznych naczyn krwionosnych, uzyskata
ochrone patentowg w USA (punkt VlIb.2).

Moje badania majgce na celu identyfikacje markeréw znajdujgcych sie na powierzchni
komoérek srédbtonka i charakteryzujgce rézne fazy angiogenezy zostaty rowniez docenione i
wsparte finansowo przez grant z fundacji The Knights Templar Eye Foundation oraz One
Sight Foundation.

Dziedziczne choroby siatkéwki i nowe metody leczenia

Po ukonczonym stazu podoktorskim kontynuowatam prace w dziedzinie biologii siatkdwki na
stanowisku Asystenta Naukowego i Starszego Technologa w laboratorium kierowanym
przez Prof. Erica Pierce w Ocular Genomics Institute, MEEI i Harvard Medical School w
Bostonie. Jest to wiodgcy szpital okulistyczny specjalizujgcy sie w chorobach
degeneracyjnych siatkéwki (RD), w tym uwarunkowanych genetycznie. Wysokiej klasy
specjalisci i nowoczesna aparatura pozwalajg w tym osrodku na zaawansowang
diagnostyke genetyczng oraz rozwijanie nowych metod regeneracji siatkowki. W
laboratorium Prof. Pierca realizowatam projekty finansowane gtownie przez US National
Institute of Health oraz prywatne fundacje jako cztonek zespotu ztozonego z lekarzy i
naukowcow specjalizujgcych sie w dziedzinie genetyki, biologii komorki, diagnostyki i
bioinformatyki. Naszym celem byto badanie mechanizméw RD i wykorzystanie tej wiedzy do
opracowania nowych terapii. Poza pracg naukowg angazowatam sie réwniez w szkolenie
studentéw i stazystéw, a takze =zarzgdzatam kolekcja komorkowg oraz ponad 20
unikatowymi liniami zwierzecymi.

Moje naukowe zainteresowania dotyczyty nastepujgcych obszarow:

* Mechanizmy dziedzicznych chordéb degeneracyjnych siatkoweki

Badania skupiaty sie na poznaniu nowych gendéw odpowiedzialnych za utrate wzroku w
wyniku wrodzonej slepoty Lebera (LCA) zwigzanej z degeneracjg fotoreceptoréow. Dzieki
wspotpracy z wieloma osrodkami, wykorzystujgc nowg technike sekwencjonowania (next-
generation sequencing) zidentyfikowalismy chorobowy gen — NMNAT1 odpowiedzialny za
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LCA. Zastosowanie analizy sekwencji egzonowych u pacjentéw z LCA pozwolito na
identyfikacje szeregu mutacji wplywajacych na aktywnos¢ enzymu i syntezy NAD,
potwierdzong w hodowanych in vitro fibroblastach skéry pochodzgcych od pacjentéw. Nasze
wyniki po raz pierwszy tgczyty NMNAT1 z chorobg u cziowieka i wskazujg, ze mutacje w
NMNAT1 wywotujg LCA (Zatgcznik 1a/l.IA.9, 1a/l.1X.15). Ten gen moze by¢ wykorzystany
jako cel przysztych terapii.

* Modele zwierzece dziedzicznych choréb degeneracyjnych siatkéwki

Kolejng dziedzing moich badah byto opracowanie modeli genetycznych stuzgcych do
poznania molekularnych mechanizméw chordb oraz testowania nowych terapii. Modele
zwierzece, np. transgeniczne i zmutowane myszy sg powszechnie akceptowanymi i
uzywanymi modelami w medycynie translacyjnej. W naszym laboratorium wygenerowalismy
i zgromadziliSmy ponad 20 unikalnych linii mysich stuzgcych do badania IRD. Mdj udziat
dotyczyt wielu z nich, miedzy innymi linii mysiej VOM NMNAT1 z globalng mutacjg
odpowiadajgcg zmianie zidentyfikowanej u pacjenta z LCA (Zatgcznik 1a/l.IX.20). Ten model
wiernie odzwierciedla wczesnie zaczynajgcy sie chorobe zwyrodnieniowg siatkowki i nadaje
sie do badania udziatu NMNAT1 w chorobie siatkowki oraz potencjalnych terapii dla
pacjentow z chorobg uwarunkowang mutacjg NMNAT1.

W obszarze moich zainteresowan byto takze biatko Ttc21b i rola jakg ono odgrywa w
degenerac;ji fotoreceptorow, prowadzgcej do utraty wzroku u oséb z ciliopatia. Sukcesem
zakohczyta sie préba wygenerowania szczepu mysiego, u ktérego miejscowo w precikach
usunieto gen kodujgcy Ttc21b (Zatgcznik 1a/l.IX.17, 18). Wywotato to obumieranie
swiatloczulych komorek siatkdéwki juz we wczesnym etapie ich rozwoju, co wskazuje ze
TTC21B bierze aktywny udziat w transporcie wstecznym wymaganym do normalnego
rozwoju precikow i zachowania prawidiowej budowy catej siatkowki. Powstaty model jest
obecnie wykorzystywany do badania i poznania biologii fotoreceptoréw oraz doktadnego
mechanizmu prowadzacego do utraty wzroku spowodowanego mutacjami TTC21B.

* Nowe metody leczenia degeneraciji siatkowki

Obecne odkrycia i postep w technologii pozwalajg na tworzenie nowych i skuteczniejszych
metod leczenia wrodzonych chorob siatkowki, takich jak medycyna regeneracyjna czy
terapia genowa. Jednym ze sposobdw, ktére brane sg pod uwage jest korekta genu w
pochodzacych od pacjenta, wyindukowanych komérkach macierzystych (ang. induced
pluripotent stem cells — iPS cells). Moje badania polegaty na testowaniu wydajnosci edyc;ji
gendw wywotanej krotkimi oligonukleotydami (ODNs) w fibroblastach pacjentéw z
genetyczng wadg siatkowki. Problem detekcji niewielkiej ilosci komorek ze skorygowanym
genem zostat rozwigzany przez zastosowanie nowoczesnej metody sekwencjonowania Next
Generation Sequencing (NGS). Wyniki pokazaty, ze ODN nadajg sie do korekty
pojedynczych mutacji w pierwszorzedowych komorkach pacjentow, cho¢ w zwigzku z
ograniczong zdolnosécig proliferacji fibroblasty nie sg optymalnymi komérkami do uzycia w
terapii (Zatgcznik 1a/l.1X.16). Wydaje sie ze komorki iPS maja lepsze szanse na
wykorzystanie.

Alternatywng metoda korekcji gendw jest augmentacja genu. W naszym instytucie OGI
specjalizujgcym sie w opracowywaniu nowych terapii genowych wykorzystywalismy
wirusowe nos$niki dostarczajgce terapeutyczne DNA. TestowaliSmy dostarczanie DNA na
bazie wirusa AAV i lenti aby sprawdzi¢ produkcje biatka RP1 w fotoreceptorach. UzyliSmy
wygenerowanego wczesniej modelu mysiego z lokalnie usunietym genem RP1 aby
sprawdzi¢ wydajnos¢ transportu oraz prawidtowg lokalizacje nowo-ekspresjonowanego
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biatka RP1. Z powodu dtugiej sekwencji oraz nie w petni poznanej funkcji tego biatka
kontynuowane sg dalsze badania zmierzajgce do usprawnienia procesu transportu DNA do
komorek swiattoczutych siatkowki.

Nowe strategie celowanego dostarczania bioczasteczek

Po powrocie z dlugoterminowego stazu zagranicznego w pazdzierniku 2014 zatozytam
wilasny zespol przy Laboratorium Mikrobiologii Lekarskiej [ITD PAN we Wroctawiu,
prowadzgcy badania nad dostarczaniem czgsteczek aktywnych biologicznie oraz
identyfikacjg specyficznych antygenéw powierzchniowych, ktére mogg zosta¢ wykorzystane
jako cel diagnostyczny i terapeutyczny w przypadku chorob zakaznych. We wspotpracy z
Prof. Andrzejem Gamianem z IITD PAN we Wroctawiu, Prof. Wiestawem Szejg z Wydziatu
Chemii Politechniki Slgskiej, Prof. Erickiem Pierce i dr Michaelem Mansour z Harvard
Medical School w Bostonie opracowujemy platforme do identyfikacji specyficznych
peptydow stuzgcych jako nosnik lekow lub znacznikow. Te sondy znajdg zastosowanie w
badaniu interakcji pomiedzy bakterig i gospodarzem, co pozwoli na lepsze poznanie
mechanizmu infekgciji.

Swiattowodowe sondy do diagnostyki nowotworéw

Problem wczesnej diagnostyki nowotworowej oraz rozwoj nowych technologii detekcyjnych
jest kolejnym obszarem moich obecnych zainteresowan. Jako Kierownik Projektu nadzoruje
realizacje zadan projektu prowadzonego przez spétke SDS OPTIC w Lublinie. Projekt
obejmuje konsorcjum dodatkowo dwoch uniwersytetow medycznych, uniwersytetu
przyrodniczego i fundacji naukowej. Projekt niedawno uzyskat rekomendacje do
finansowania w Il konkursie STRATEGMED. Celem jest opracowanie nowej technologii
Swiattowodowej do diagnostyki chorob onkologicznych przez stworzenie urzgdzenia
zdolnego do miejscowej analizy komérek i detekcji specyficznych markeréow
nowotworowych. Ta technologia bedzie miata ogromny wptyw na diagnostyke nowotworowa,
usprawnienie i zminimalizowanie inwazyjnosci procedury, a takze pozwoli na szybsze
zastosowanie celowanej terapii. W konsekwencji wptynie to na skutecznos¢ terapii
przeciwnowotworowych oraz polepszenie jakosci zycia pacjentow. Ta technologia réwniez
znajdzie zastosowanie przy testowaniu kinetyki i efektywnosci nowych lekéw
przeciwnotworowych przez tkankowe badanie stezenia stosowanych lekow.
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Podsumowanie pelnego dorobku naukowego

Moj dorobek naukowy obejmuje wspoétautorstwo w 18 pracach oryginalnych, w tym 16 w
anglojezycznych czasopismach znajdujgcych sie w bazie danych Journal Citation Reports
(18 prac opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora; pierwszy autor — 7 publikacji), 4
prace przeglagdowe 21 komunikatéw zjazdowych, 7 prezentaciji, 2 patenty miedzynarodowe i
1 krajowy.

Sumaryczny impact factor (IF) publikacji oryginalnych to 71,250 (punkty MNiSW — 371). Na
dzien 23 lutego 2015 wedlug bazy Web of Science Core Collection ilos¢ cytowan z
wytgczeniem wiasnych wynosita 112, Index h = 5 (catkowita iloS¢ cytowan w oparciu o
analize Web of Science Core Collection wtaczajac autocytowania — 162, index h=7).
Sumaryczny IF szedciu prac wybranych do oceny wynosi 17,425 (punkty MNiSW - 104) przy
ilosci cytowan z wylaczeniem autocytowan 35.

Poza tym, moja aktywno$¢ naukowa obejmuje uczestnictwo w 2 projektach finansowanych
przez Komitet Badan Naukowych (KBN), 5 finansowanych przez US National Institute of
Health, 6 sponsorowanych przez amerykanskie fundacje badawcze, w tym Fight For Sight,
Knights Templar Eye Foundation, One Sight Foundation, Research to Prevent Blindness,
Ohio Lions Eye Research Foundation oraz 1 projekt realizowany obecnie, ktory uzyskat
rekomendacje do finansowania z programu NCBIiR — STRATEGMED II. Bytam lub obecnie
jestem Kierownikiem 6 z wymienionych projektow.

RAPORT CYTOWAN WEB OF SCIENCE
wliczajgc autocytowania, z dnia 24 lutego 2015
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V. Dorobek dydaktyczny i popularyzatorski oraz informacja o wspoétpracy

miedzynarodowej

a) Osiagniecia dydaktyczne i w zakresie popularyzacji nauki lub sztuki

b)

1)

2002, Wyktad w Instytucie Immunologii i Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika
Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu
“Badanie wiasciwosci biologicznych produktow glikacji biatek”

2004, Wystgpienie podczas Annual Meeting, Department of Ophthalmology, Case
Western Reserve University, Cleveland OH, USA

“Hydroxykynurenine modification in the human lens: detection using monoclonal
antibody”

2005, Wystgpienie podczas Annual Meeting, Department of Ophthalmology, Case
Western Reserve University, Cleveland OH, USA

“Glyoxalase | fails to prevent accumulation of methylglyoxal in mouse lens epithelial
cells”

4) 2006, Wyktad podczas spotkania Wroctawskiej Sekcji Polskiego Towarzystwa

Immunologii Eksperymentalnej i Klinicznej, Wroctaw, Poland
“‘Modyfikacje biatek soczewki w katarakcie i procesach starzenia”

2009, Wyktad podczas spotkania NeuroVascular Biology Group, Schepens Eye
Research Institute, Harvard Medical School, Boston, MA, USA
“Identification of Markers for Proliferative Retinopathies”

2010, Wykiad podczas Trainees’ Work-in-progress Seminar, Schepens Eye
Research Institute, Harvard Medical School, Boston, MA, USA
“Investigating angiogenic program”

2011, Wystgpienie podczas Sponsor’'s Meeting, Schepens Eye Research Institute,
Harvard Medical School, Boston, MA, USA
“New approaches to identify angiogenic targets”

Opieka naukowa nad studentami i doktorantami w charakterze opiekuna
naukowego lub promotora pomocniczego

1)

2000-2003, Opiekun naukowy podczas pracy magisterskiej studentki Ewy Sowuli,
Politechnika Wroctawska, Wydziat Chemii, Kierunek: Biotechnologia i Biokataliza
Promotor: Prof. Andrzej Gamian

Tytut projektu: Synteza i badanie wtasciwosci biologicznych produktéw glikacii.

2004, Opiekun naukowy podczas pracy badawczej studentki Ali Saba, Case Western
Reserve University, Cleveland, OH

Promotor: Prof. Ram H Nagaraj

Tytut projektu: Effect of the anticataract drugs on lens Glyoxalase.
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3)

Listopad 2013-Lipiec 2014, Opiekun naukowy stazysty Mao Li, MD, MEEI, Harvard
Medical School, Boston, MA

Kierownik stazu: Qin Liu, PhD

Tytut projektu: Animal models of retinal inherited degenerations

Lipiec-Sierpien 2014, Opiekun naukowy podczas pracy badawczej studentki Nicole
Bavaro, College of Science, Northeastern University

Kierownik stazu: Qin Liu, PhD

Tytut projektu: Role of Ttc21b in photoreceptor biology

VI. Wspétpraca z instytucjami, organizacjami i towarzystwami naukowymi w kraju i za

granica

a) Uczestnictwo w Europejskich i innych miedzynarodowych Ilub krajowych
programach

1)

2)

2003-2007, staz podoktorski, Case Western Reserve University, Cleveland, OH,
Mentor: Prof. Ram H Nagaraj

2007-2011, staz podoktorski, Schepens Eye Research Institute, Harvard Medical
School, Boston, MA, Mentor: Prof. Andrius Kazlauskas

b) Uczestnictwo w konsorcjach i sieciach naukowych
2015-2018, Kierownik Projektu
Grant rekomendowany do finansowania w programie Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju NCBIiR-STRATEGMED II, nr. 269364
“Opracowanie innowacyjnej technologii wytwarzania mikrosond laserowych stuzacych do
diagnostyki nowotworowej”
Konsorcjum: SDS-OPTIC Sp. Z o.0., Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Uniwersytet
Przyrodniczy w Lublinie, Uniwersytet Medyczny we Woroctawiu, Fundacja Polskie
Centrum Fotoniki i Swiattowodoéw.

c) Kierowanie migdzynarodowymi lub krajowymi projektami badawczymi oraz udziat
w takich projektach

1)

2000-2003, Wykonawca

Grant finansowany przez Komitet Badan Naukowych (KBN) nr 4 PO5A 04018
“Badania nad mimikrg czgsteczkowg i toksycznoscig biatek powierzchniowych i btony
zewnetrznej bakterii chorobotwérczych”

2000-2001, Kierownik Projektu

Grant dla Mtodego Naukowca finansowany przez Komitet Badarn Naukowych (KBN),
nr 6 PO4A 040 19

“Otrzymywanie produktéw nieenzymatycznej glikacji, ich analiza oraz badania
wiasciwosci immunologicznych”

2003-2007, Wykonawca

Grant finansowany przez National Eye Institute, USA (finansowany 1994-2011), NIH
No. RO1EY-09912

“Maillard Reactions And Oxidation In Cataractogenesis”
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4) 2003-2007, Wykonawca
Grant finansowany przez National Eye Institute, USA (finansowany 2005-2011), NIH
No. RO1EY-016219
“Modifications Of Small Heat Shock Proteins In The Lens”

5) 2003-2007, Wykonawca
Grant finansowany przez National Eye Institute, USA (finansowany 2004-2007), NIH
No. 5R21DK068045
“‘Novel Pathways Of Age Formation In Diabetes”

6) 2003-2007, Wykonawca
Grant finansowany przez National Eye Institute, USA (finansowany 1999-2018), NIH
No. 5R01EY012910
“Novel Photoreceptor Proteins And Retinal Degenerations”

7) 2004-2005, Kierownik Projektu
Grant finansowany przez Fight for Sigh Foundation, USA
“Protein Modification by Tryptophan Oxidation Products in the Human Lens”

8) 2005-2006, Kierownik Projektu
Grant finansowany przez Ohio Lions Eye Research Foundation, USA
“Protein Modification by Tryptophan Oxidation Products in the Human Lens: Role of
Oxidative and Glycemic Stress”

9) 2009-2010, Kierownik Projektu
Grant finansowany przez Knights Templar Eye Foundation, USA
“Identification of endothelial cell markers for different angiogenic states”

10) 2010-2011, Kierownik Projektu
Grant finansowany przez One Sight Foundation, USA
“Investigation of the angiogenic program”

11) 2014, Wykonawca
Grant wspoétfinansowany przez European Union under the Operational Program
Innovative Economy, nr POIG.02.03.02-00-005/10 (finansowany: 2010-2014)
,Utworzenie interoperacyjnej elektronicznej platformy naukowej Polskiej Kolekciji
Mikroorganizmow”

12) 2015-2018, Kierownik Projektu
Grant rekomendowany do finansowania w programie Narodowego Centrum Badan i
Rozwoju NCBIiR-STRATEGMED II, nr. 269364
“Opracowanie innowacyjnej technologii wytwarzania mikrosond laserowych
stuzgcych do diagnostyki nowotworowej”

d) Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalnos¢ naukowg albo artystyczng

1) 2003, Wyrodznienie rozprawy doktorskiej przez Rade Naukowa IITD PAN
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2)

3)

4)

2004, Stypendium American Association for Research in Vision and Ophthalmology
— Alcon/ Fight for Sight Foundation, USA

2005, Stypendium Ohio Lions Eye Research Foundation, USA

2009, Stypendium Knights Templar Eye Foundation, USA

e) Krajowe i migdzynarodowe staze naukowe

1)

2)

3)

2003-2007, staz podoktorski
Department of Ophthalmology, Case Western Reserve University, Cleveland, OH,
USA

2007-2011, staz podoktorski
Schepens Eye Research Institute, Department of Ophthalmology, Harvard Medical
School, Boston, MA, USA

2011-2014, staz naukowy
Massachusetts Eye and Ear Infirmary, Harvard Medical School, Boston, MA, USA

f) Cztonkostwo w miedzynarodowych i krajowych organizacjach oraz towarzystwach
naukowych

Association for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO)

American Diabetes Association (ADA)

dg) Recenzowanie manuskryptéw w czasopismach miedzynarodowych lub krajowych

1)
2)
3)
4)
5)

6)

7)

8)

2003, 1 recenzowany manuskrypt, Biochimica et Biophysica Acta

2003, 1 recenzowany manuskrypt, Diabetes

2005, 1 recenzowany manuskrypt, Investigative Ophthalmology and Visual Science
2006, 1 recenzowany manuskrypt, Experimental Eye Research

2007, 1 recenzowany manuskrypt, Journal of Pharmacological Sciences

2007, 1 recenzowany manuskrypt, American Journal of Physiology Heart and
Circulatory Physiology

2007, 1 recenzowany manuskrypt, Ophthalmic Research

2015, 1 recenzowany manuskrypt, PLOS One

28



AUTOREFERAT
Z WYKAZEM INNYCH OSIAGNIEC ZAWODOWYCH
Magdalena Staniszewska

VIl. Popularyzacja nauki

a) Uczestnictwo w miedzynarodowych i krajowych konferencjach naukowych

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

Gamian A, Witkowska D, Mieszata M, Staniszewska M, Przondo-Mordarska A, 20-
22 January 1999, Fimbriae as a carrier for antibacterial vaccines, Leopoldina
symposium "Bacterial pathogenesis — modern approaches", Wroctaw, Poland

Staniszewska M, Gamian A, 30 June-5 July 2001, Studies on advanced glycation
end products formed under high pressure, 27" Meeting of the Federation of
European Biochemical Societies, Lisbon, Portugal

Witkowska D, Staniszewska M, Gorczyca W, Pietkiewicz J, Maslowski L, Gamian
A, 30 June-5 July 2001, Molecular mimicry of enterobacterial outer membrane
proteins with some human tissue, 27" Meeting of the Federation of European
Biochemical Societies, Lisbon, Portugal

Leszek J, Staniszewska M, Gamian, A, Plasma protein glycation in Alzheimer's
disease and Vascular dementia, 3rd International Congress on Vascular Dementia,
OCT 23-26 2003 Prague, Czech Republic

Konopacka M, Rogolinski J, Maniakowski Z, Staniszewska M, Sowula E,
Witkowska D, Gamian A, 16—20 September 2003, Estimation of the genotoxic
properties of novel class of advanced glycation end prod- ucts (AGE) by measuring
micronuclei in human lymphocytes in vitro, 39" Meeting of the Polish Biochemical
Society, Gdansk, Poland

Bednarz |, Pietkiewicz J, Staniszewska M, Danielewicz R, Gamian A, 26 June -1
July 2004, Nonenzymatic glycation of human muscle-specific enolase by
methylglyoxal, 29™ Meeting of the Federation of European Biochemical Societies,
Wroclaw, Poland

Witkowska D, Maslowska E, Mieszala M, Staniszewska M, Szostko B, Gamian A,
2-7 July 2005, Enterobacterial 38 kDa major outer membrane protein is
immunoreactive with human 1gG antibody of umbilical cord plasma and sera of
children and adults, 30" Meeting of the Federation of European Biochemical
Societies, Budapest, Hungary

Staniszewska M, Picur B, Kaczmarek A, Gudra T, Gamian A, 2005, Advanced
glycation end-products synthesized in the dry reaction at high temperature contain
epitopes interacting with antibodies present in human serum, 13" European
Carbohydrate Symposium, Bratislava, Slovakia

Staniszewska M, Nagaraj R, 1-5 May 2005, 3-Hydroxykynurenine-Mediated

Modification of Lens Proteins: Detection by a Monoclonal Antibody, ARVO, Fort
Lauderdale, FI, USA
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10) Staniszewska M, Nagaraj R, 30 April-1 May 2006, Induction of Glyoxalase | in
Diabetic Mouse Lenses, ARVO, Fort Lauderdale, FI, USA

11) Staniszewska M, Nagaraj R, 6-10 May 2007, Detection of Kynurenine-Modified
Proteins in the Human Lens Using a Monoclonal Antibody, ARVO, Fort Lauderdale,
Fl, USA

12) Nagaraj RH, Staniszewska M, Biswas A, Butler H, Reneker L, 6-10 May 2007,
Over-Expression of Glyoxalase | Inhibits AGE Formation in the Mouse Lens, ARVO,
Fort Lauderdale, FI, USA

13) Nagaraj R, Staniszewska M, Smith D, Matsuyama S, 6th June 2007, Anti-apoptotic
Proteins in Human Retinal Capillary Cells: Role in High Glucose Induced Cell Death,
13th Annual Faculty, Resident & Alumni Research Day, CWRU, Cleveland, OH,
USA

14) Mailankot M, Staniszewska M, Butler H, Reneker L, Nagaraj RH, December 1 — 5,
2007, Indoleamine 2,3-dioxygenase Over-expression in the Lens, US — Japan
Cooperative Cataract Research Group Meeting, Kona, Hawaii, USA

15) Staniszewska M, Gu X, Romano C, Kazlauskas A, 2-6 May 2010, The composition
of pathological vessels and changes in the ILM that are caused by oxygen-induced
retinopathy in rats, ARVO, Fort Lauderdale, FI, USA

16) Pierce E, Falk MJ, Nakamaru-Ogiso E, Kannabrian C, Fonseca-Kelly Z, Chakarova
C, Audo |, Waseem N, Zeitz C, Staniszewska M, Shukla R, Palavalli L, Mohand-
Said S, Jalali S, Webster AR, Moore AT, Perin JC, Place E, Ostrovsky J, Consugar
M, Sahel J-A, Bhattacharya S, Berson EL, Liu Q, Gai X, Zhang Q, July 16 - 21,
2012, NMNAT1 Mutations Cause Leber Congenital Amaurosis at the LCA9 Locus,
XV international symposium on retinal degeneration RD2012, Bad Gogging,
Bavaria, Germany

17) Katzenellenbogen E, Gorska-Fraczek S, Kocharova NA, Knirel YA, Staniszewska
M, Shashkov AS, Gamian A, 2-7 September 2012, Immunochemical Studies on the
O-antigens of complex Citrobacter serogroups O3 and 08, 5" Baltic Meeting on
Microbial Carbohydrates, Suzdal, Russia

18) Staniszewska M, Consugar M, Farkas M, Pierce E, 5-9 May 2013, Oligonucleotide-
mediated gene correction in human primary fibroblasts, ARVO Seattle, WA, USA

19) Staniszewska M, Taub D, Pierce E, Liu Q, May 3-8 2014, Deficiency of
tetratricopeptide repeat domain 21B (Ttc21B) leads to early onset of photoreceptor
cell death, ARVO, Orlando FI, USA

20)Liu Q, Staniszewska M, Taub D, Pierce E, Tetratricopeptide repeat domain 21B
(TTC21B) is required for the organization and maintenance of outer segment
structure, XVI International Symposium On Retinal Degeneration RD2014, July 13-
18, 2014, Asilomar Conference Center Pacific Grove, CA, USA
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21)Greenwald SH, Bowl M, Staniszewska M, Pierce E, A model of NMNAT Leber

Congenital Amaurosis, XVI International Symposium On Retinal Degeneration
RD2014, July 13-18, 2014, Asilomar Conference Center Pacific Grove, CA, USA

b) Przyznane miedzynarodowe i krajowe patenty

1)

2)

3)

25 lutego 2015 roku

Gamian A, Staniszewska M, 2005, Sposéb otrzymywania diagnostycznego
preparatu immunologicznego i oznaczania poziomu zaawansowanej glikacji w
surowicy i prébkach biologicznych z uzyciem specyficznych testow
immunologicznych.

Patent krajowy PAT202257

Indywidualny wktad w wynalazek: 70%, gtéwny udziat w opracowaniu pomystu
testu, metodologii pomiaru, opracowania testu oraz przygotowaniu aplikacji.
Kazlauskas A, Staniszewska M, Romano C, Landers R, Bingaman, 2011,
Compositions and Methods For Treatment of Angiogenesis-Associated Ocular
Disorders,

Patent miedzynarodowy US8722015

Indywidualny wktad w wynalazek: 60%, gtdwny udziat w opracowaniu pomystu i
testu oraz przygotowaniu aplikacji.

Pietkiewicz J, Szydelko A, Dzierzba K, Danielewicz R, Staniszewska M, Bartys A,
Gamian A, 2013, Pure albumin and its method of preparation and detection,

Patent miedzynarodowy W02013050830 A1C

Indywidualny wktad w wynalazek: 15%, udziat w opracowaniu metodologii
oczyszczania albuminy.

Data dr Magdalena Staniszewska
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