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1. Imie i Nazwisko: Anna Agata Le$niak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca i roku

ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej.

2013

Uzyskanie stopnia doktora nauk medycznych, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie

Tytul rozprawy doktorskiej: "Analiza efektu przeciwbolowego nowych

analogdéw neuropeptydow w mysim modelu bolu nowotworowego".

2007 - 2013

Studia doktoranckie w Zakladzie Neuropeptydow Instytutu Medycyny
Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. Mirostawa Mossakowskiego Polskiej
Akademii Nauk w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Andrzeja

W. Lipkowskiego.

2007

Uzyskanie stopnia magistra inzyniera biotechnologii w specjalnosci:
"Biotechnologia w  produkcji 1 ochronie zdrowia zwierzat" na
Migdzywydzialowym Studium Biotechnologii Szkoty Gtownej Gospodarstwa
Wiejskiego w Warszawie.

Tytul pracy magisterskiej: "Analiza polimorfizmu genéw wybranych
receptorow wechowych 1 jego wplyw na zdolno$¢ pséw do wykrywania
lotnych markeréw nowotworéow, indywidualnego zapachu ludzkiego,
narkotykow 1 materiatbw wybuchowych" pod kierunkiem prof. dr hab.

Kazimierza Jaszczaka.

2003-2007

Studia magisterskie na Migdzywydziatowym Studium Biotechnologii Szkoty

Glownej Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie.
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych.

Warszawski ~ Uniwersytet Medyczny, Wydziat  Farmaceutyczny

2016 - obecnie  ;  Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej, Zaktad Farmakodynamiki

I Patofizjologii. Stanowisko: adiunkt — pracownik badawczo-dydaktyczny

Wydziat Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Biomedycznego w
2014 - 2015 Uppsali (Uppsala Universitet Biomedicinskt Centrum). Stanowisko:

pracownik badawczy w ramach stazu podoktorskiego.

Wydzial Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu Biomedycznego w
2013 - 2014 Uppsali (Uppsala Universitet Biomedicinskt Centrum). Stanowisko:

stazysta podoktorski (stypendium naukowe).

2012 - 2013 Instytut Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. Miroslawa
Mossakowskiego PAN w Warszawie. Stanowisko: specjalista

4. Wskazanie osiagnie¢cia naukowego* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia
14 marca 2003 r. O stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule
w zakresie sztuki (dz. U. 2016 r. Poz. 882 ze zm. W dz. U. Z 2016 r. Poz. 1311.)

a) Tytul osiagniecia naukowego:
"Rola modulacji aktywnosci uktadu opioidowego w wybranych procesach

patologicznych ukfadu nerwowego."

b) monotematyczny cykl publikacji zawiera nastepujace publikacje naukowe
(autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, wspoétczynnik
wplywu Impact Factor IF oraz punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego -
MNiSW)*

H1. Lesniak A [pierwszy autor], Pick CG, Misicka A, Lipkowski AW, Sacharczuk M.
Biphalin protects against cognitive deficits in a mouse model of mild traumatic brain injury
(mTBI). Neuropharmacology. 2016, 101:506-518. IF = 3,756 , Punkty MNiSW = 35.

H2. Lesniak A [pierwszy autor], Leszczynski P, Bujalska-Zadrozny M, Pick CG,
Sacharczuk M. Naloxone exacerbates memory impairments and depressive-like behavior after
mild traumatic brain injury (mTBI) in mice with upregulated opioid system activity. Behav
Brain Res. 2017, 30;326:209-216. IF = 3,713, Punkty MNiSW = 30.
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H3. Poznanski P, Lesniak A [pierwszy autor ex aequo], Bujalska-Zadrozny M, Strzemecka
J, Sacharczuk M. Bidirectional selection for high and low stress-induced analgesia affects G-
protein activity. Neuropharmacology. 2019, 144:37-42. IF = 4,249, Punkty MNiSW = 40.

H4. Lesniak A [autor korespondencyjny], Chmielewska D, Poznanski P, Strzemecka J,
Bujalska-Zadrozny M, Sacharczuk M. Divergent response to cannabinoid receptor stimulation
in high and low stress-induced analgesia mouse lines is associated with differential G-protein
activation. Neuroscience. 2019, 404:246-258. IF = 3,382, Punkty MNiSW = 25.

H5. Sacharczuk M, Lesniak A, Lipkowski AW, Korostynski M, Przewlocki R, Sadowski B.
Association between the A107V substitution in the delta-opioid receptors and ethanol
drinking in mice selected for high and low analgesia. Addict Biol. 2014, 19:643-651. IF =
5,359, Punkty MNiSW = 45.

H6. Lesniak A [pierwszy autor], Bochynska-Czyz M, Sacharczuk M, Benhye S, Misicka A,
Bujalska-Zadrozny M, Lipkowski AW. Biphalin preferentially recruits peripheral opioid
receptors to facilitate analgesia in a mouse model of cancer pain - A comparison with
morphine. Eur J Pharm Sci. 2016 Jun 30;89:39-49. IF = 3,756, Punkty MNiSW = 35.

*Oswiadczenia wspotautorow wraz z okresleniem indywidualnego procentowego wkfadu
kazdego z nich w powstanie poszczegolnych prac znajdujq sie¢ w zalgczniku 4. Szczegotowy
opis mojego wkltadu w powstanie powyzszych prac zostal umieszczony w zatgczniku 5.

Sumaryczna liczba publikacji stanowigcych cato$¢ osiagniecia naukowego: 6
Laczny Impact Factor publikacji stanowigcych osiggni¢cie naukowe: 24,931
Laczna liczba punktow MNiSW publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe: 215

Moj dorobek naukowy obejmuje:

e 28 prac oryginalnych, opublikowanych w czasopismach znajdujacych si¢ w bazie
Journal Citation Reports (JCR). W 9 pracach bylam pierwszym autorem badz autorem
korespondencyjnym.

e 3 prac przegladowych z czego 2 zostaty opublikowane w czasopismach znajdujacych
si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). W 1 pracy bytam pierwszym autorem.

e 34 streszczen konferencyjnych (9 migdzynarodowych 1 25 krajowych), w tym 3
wystgpienia ustne.

e udziat w 8 projektach badawczych finansowanych przez NCN/MNiSW/WUM/IGHZ

(dziatalno$¢ statutowa). W 2 petnitam role kierownika projektu.
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e Liczba cytowan wg. bazy Web of Science (na dzien 21.02.19) bez autocytowan: 139
e Indeks Hirscha wg. bazy Web of Science (na dzien 21.02.19): 8

¢) omowienie celu naukowego prac i osiagnietych wynikéw wraz z omoéwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Whprowadzenie:

Uktad opioidowy stanowi jeden z ewolucyjnie konserwatywnych systeméw, ktorego
glownym zadaniem jest modulacja odpowiedzi na bodzce bolowe. Jednakze, uktad opioidowy
zaangazowany jest roOwniez w szereg innych proceséw fizjologicznych 1 patologicznych
takich jak: i) kontrolowanie zachowan zwigzanych z odczuwaniem przyjemnoSci
i predyspozycji do rozwoju uzaleznienia [1-2]; ii) regulacja odpowiedzi emocjonalnej na stres
oraz zwigzane z nig ryzyko rozwoju zachowan depresyjnych czy lgkowych [3]; iii) regulacja
homeostazy jonowej, pobudliwo$ci komorek i ich proliferacji istotnych z punktu widzenia
wlasciwosci neuroprotekcyjnych czy nowotworzenia [4-6]; iv) modulacja hemodynamiki
krazenia i procesOw oddechowych istotna w kwestii wystapienia depresji oddechowej [6].
W zwiagzku z tym, aktywnos$¢ uktadu opioidowego moze rzutowaé na szereg procesow
patologicznych, w tym zaburzenia wrazliwosci na bol, ostabienia odpowiedzi przeciwbdolowej
na analgetyki pobudzajace receptory zwigzane z bialkiem G (GPCR), podatnosciag na
uzaleznienia, nowotwory, depresje¢ czy zaburzenia natury poznawcze;j.

Aktywacja endogennego uktadu opioidowego jest jednym ze zjawisk towarzyszacych
reakcji stresowej. Liczne doniesienia potwierdzajg istotng, modulacyjng role zaréwno
egzogennych opioidow jak i endogennych peptydéw opioidowych w regulacji odpowiedzi na
stres. Efekt ten polega na wywieraniu dziatania hamujacego na o$ podwzgorze-przysadka-
nadnercza (HPA) poprzez hamujace dziatanie na neurony uwalniajgce czynnik uwalniajacy
kortykotroping (CRF) oraz hamowanie uwalniania noradrenaliny wywierajacej dzialanie
pobudzajace wydzielanie CRF [7]. Endogenny uktad opioidowy bierze wigc udziat
w ostabieniu przedtuzajacej si¢ reakcji stresowej oraz jej niekorzystny wplyw na ustro;j.
Wykazano, iz delecja gendéw prekursorow endogennych peptydow opioidowych wzmaga
reakcje na stres w modelu zwierzgcym, objawiajacg si¢ wzrostem poziomu kortykosteronu.
Dodatkowo, delecja genu proenkefaliny czy receptora typu 6, skutkuje nasileniem zachowan
Igkowych czy depresyjnych po ekspozycji na bodziec stresowy [8-10]. Réwniez nosicielstwo
allelu G w jednym z najszerzej opisanych polimorfizmow pojedynczego genu (SNP) w
receptorze typu p - Al18G, zwigzane jest ze zwigkszong wrazliwoscig na bol, ostabiong

reakcja na morfing i kortyzol, zwigkszong podatnosciag na idiopatyczng padaczke czy
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schizofreni¢ [11-12]. Badania farmakologiczne dostarczyly natomiast dowodow, iz wzrost
poziomu adrenokortykotroping (ACTH) i kortyzolu wskutek hamowania aktywno$ci uktadu
opioidowego przy zastosowaniu naloksonu, jest skorelowany z silniejsza odpowiedzig na
stresor o charakterze socjalnym i moze stanowi¢ ryzyko rozwoju depresji [13-14]. Opioidy,
zwiekszajac uwalnianie dopaminy w szlaku mezolimbicznym odpowiedzialne sg réwniez za
dzialanie nagradzajace alkoholu. Spozywanie alkoholu wigze si¢ roOwniez ze zwigkszeniem
uwalniania endorfin w jadrze potlezacym [15-16], co moze predysponowaé do rozwoju
uzaleznienia. Ostabienie aktywnosci endogennego uktadu opioidowego objawiajgcego si¢
uszczupleniem endogennych zasoboéw B - endorfin wskutek chronicznego przyjmowania
opioidow, moze rowniez prowadzi¢ do wydluzenia i nasilenia objawow abstynencyjnych
(zwigzanych ze wzrostem uwalniania noradrenaliny). Zjawisko to moze wigc zwigkszac
ryzyko nawrotu uzaleznienia [17]. Ostabienie aktywnosci endogennego uktadu opioidowego
moze rowniez by¢ przyczyna rozwoju przewlektych stanow bolowych np. fibromialgii czy
zachowan autoagresywnych [18-19]. Nadaktywnos$¢ uktadu opioidowego objawiajgcego si¢
znaczacym wzrostem poziomu P - endorfin, obserwuje si¢ natomiast w zaburzeniach ze
spektrum autyzmu oraz u pacjentdéw poddanych terapii zastepczej metadonem. Zwigkszona
aktywno$¢ endogennego uktadu opioidowego jest najprawdopodobniej przyczyna typowej dla
zaburzen autystycznych checi ograniczenia interakcji miedzyludzkich, skutkujacych wzrost
poziomu B-endorfin [20-22].
Aktywacja receptorow opioidowych zdaje si¢ rowniez petni¢ funkcje protekcyjng
w urazach OUN, wywotanych dziataniem sity mechanicznej czy tez w wyniku niedokrwienia
i hipoksji. Co wigcej, myszy pozbawione genu receptora opioidowego p, wykazywaty
zaburzenia pamigci przestrzennej zwigzanej z ostabieniem dlugotrwalego wzmocnienia
synaptycznego (LTP) w hipokampie [23]. Takze, farmakologiczna blokada receptorow
opioidowych p w regionie CA3 hipokampa, przyczyniala si¢ do uposledzenia pamigci
przestrzennej [24]. Badania post-mortem rowniez wykazaty, iz obnizona gesto$¢ receptorow
opioidowych moze stanowi¢ czynnik przyczyniajacy si¢ do wystapienia zanikow pamigci u
pacjentéw z chorobg Alzheimera [25-26].
Podsumowujgc, wiele doniesien literaturowych potwierdza zalezno$¢ pomigdzy
aktywnos$cig ukladu opioidowego a potencjalnymi predyspozycjami do chorob uktadu
nerwowego warunkowanych niekorzystnymi efektami stresu, w tym zaburzen afektywnych,

neurologicznych czy rozwoju uzaleznienia.
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Glownymi celami przedstawionego do oceny osiagniecia naukowego bylo:

1. Ustalenie znaczenia modulacji aktywno$ci uktadu opioidowego przez dimeryczny
peptyd opioidowy - bifaline w bolu przewlektym oraz w zaburzeniach funkcji
poznawczych w nastgpstwie lekkiego urazowego uszkodzenia mézgu (mTBI) [H1, H2
oraz H6].

2. Ustalenie wptywu zréznicowanej aktywnosci endogennego uktadu opioidowego jako
czynnika predysponujacego do rozwoju zaburzen depresyjnych i podatnosci na
uzaleznienie od alkoholu [H5].

3. Proba okreslenia molekularnego podtoza zrdoznicowanej aktywnosci endogennego
uktadu opioidowego i kanabinoidowego w modelu badawczym myszy
selekcjonowanych w kierunku wysokiej (HA) i niskiej (LA) analgezji postresowej
[H3 oraz H4].

Omowienie uzyskanych wynikow:

1. Ustalenie znaczenia modulacji aktywnosci ukladu opioidowego przez dimeryczny
peptyd opioidowy - bifaling w bélu chronicznym oraz zaburzeniach funkcji
poznawczych w nastepstwie lekkiego urazowego uszkodzenia mozgu (mTBI).

Lekkie urazowe uszkodzenie moézgu (mTBI) definiowane jest jako zaburzenie
fizjologicznych funkcji mozgu wskutek dziatania sit zewnetrznych. Jest ono jednym
z najczgstszych typow urazow OUN u ludzi mtodych [27]. Stan ten objawia si¢ wystapieniem
nastepujacych objawdw: 1) utrata $wiadomosci krotsza niz 30 min.; ii) utrata pamigci
zwigzana ze zdarzeniami tuz przed i tuz po urazie, trwajaca nie dluzej niz 24h; iii)
wystapienie ogniskowych objawow neurologicznych klasyfikowanych w skali Glasgow na
poziomie 13-15 punktow; iv) wystapienie objawow somatycznych w postaci bolow glowy,
nudnosci i wymiotdw, zaburzen widzenia, zawrotow glowy czy meczliwosci [28-29].
Zazwyczaj pacjenci, ktorzy doswiadczyli mTBI, wracaja do pelni zdrowia w przeciggu 3-12
miesi¢cy, jednakze wedlug najnowszych szacunkéw W znacznie wigcej niz 15% przypadkow,
pacjenci doswiadczaja przewlektych problemoéw natury poznawcze] w postaci deficytow
pamigciowych, zaburzen uwagi czy szybko$ci przetwarzania informacji [30]. U pacjentow
tych, rzadko obserwuje si¢ jednak zmiany w obrazie tomografii komputerowej (CT) czy
funkcjonalnym rezonansie magnetycznym (fMRI), co ogranicza mozliwo$¢ wdrozenia
wczesnej terapii. Powyzszy stan spowodowany jest najprawdopodobniej niewystarczajaca
czuto$cia wspomnianych metod diagnostycznych [31-32]. Jednakze, badania na przestrzeni

kilku ostatnich lat przemawiajg za przydatnoscig techniki obrazowania MRI z uzyciem
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tensora dyfuzji (MRI-DTI) we wczesnej diagnostyce zaburzen poznawczych powstatych
wskutek mTBI [33]. Trwaja rowniez intensywne badania nad opracowaniem i
opatentowaniem panelu biomerkerow z krwi obwodowej pacjenta, mogacych przyczynié si¢
do skuteczniejszej diagnostyki skutkéw mTBI [34]. Znaczaca grupe pacjentow o
podwyzszonym ryzyku doznania mTBI stanowig zawodnicy sportoéw kontaktowych oraz
zohierze [35-36]. Ci ostatni naleza ponadto do pacjentdw u ktorych ryzyko wystapienia bolu
przewleklego stanowi powazny problem kliniczny. U sportowcéw natomiast, urazom gltowy
czesto towarzysza dodatkowe powiktania (np. ortopedyczne) wymagajgce zastosowania
doraznej terapii przeciwbolowe;.

Opioidy stanowig jedng z najskuteczniejszych grup lekow przeciwbdlowych.
Dotychczasowe obserwacje wskazujg, iz ponad 20% pacjentow ze zdiagnozowanymi
problemami natury psychologicznej czy poznawczej w wyniku mTBI, poddanych zostaje
leczeniu opioidami ze wzglgdu na wystepowanie u nich przewleklego bolu [37-38]. Ten
rodzaj bolu stanowi ponadto nieodigczng sktadowsg choroby nowotworowej, ktora w
znacznym stopniu pogarsza jakos$¢ zycia pacjenta [39-40]. Lagodzenie bolu o charakterze
przewlektym, ze wzgledu na jego ztozony charakter, czesto jest niewystarczajace, nawet po
zastosowaniu silnie dziatajacych klasycznych lekow opioidowych. Ponad potowa pacjentéw
cierpi z powodu bolu okreslanego jako umiarkowany badz silny. Dodatkowo, stosowanie
opioidow moze by¢ ograniczone z uwagi na ryzyko wystepowania dziatan niepozadanych w
tym tolerancji, zaleznosci opioidowej, sedacji, depresji oddechowej, czy tez hiperalgezji [41].
Wigkszos¢ tych dziatan jest zwigzana z dzialaniem opioidow na poziomie OUN [42].
Jednakze, opioidy moga wywiera¢ dziatanie analgetyczne przez obwodowy mechanizm,
poprzez wigzanie si¢ z receptorami opioidowymi na wolnych zakonczeniach neuronow
czuciowych. W szeregu wczesniejszych badan w modelach zwierzgcych jak i z udziatem
pacjentéw wykazano, iz miejscowe podanie opioidow przenikajacych przez bariere krew-
mozg, np. morfiny czy tez opioidéw nieprzenikajacych do OUN, np. loperamidu, skutkuje
uzyskaniem znacznej analgezji w bolu zapalnym, neuropatycznym czy nowotworowym
[43-48]. Obserwacje te nie sg zaskoczeniem, gdyz rozwdj tych rodzajow bolu prowadzi do
wzrostu ekspresji receptorow opioidowych w tkankach obwodowych [49]. W sytuacji
koniecznosci systemowego podania opioidu, nalezy jednak zwroci¢ uwage na stopien jego
penetracji do OUN, ktory moze wigza¢ si¢ z ryzykiem wystgpienia osrodkowych dziatan
niepozadanych. Dlatego tez, zastosowanie opioidu o ograniczonej przenikalnosci przez
barier¢ krew-mozg zdaje si¢ by¢ korzystniejszym rozwigzaniem z punktu widzenia checi

ograniczenia wspomnianych wczeéniej dziatan niepozadanych. [50].
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Majac na uwadze powyzszy fakt, w badaniach wtasnych opisanych w publikacji H6:
Lesniak A, Bochynska-Czyz M, Sacharczuk M, Benhye S, Misicka A, Bujalska-Zadrozny
M, Lipkowski AW. Biphalin preferentially recruits peripheral opioid receptors to facilitate
analgesia in a mouse model of cancer pain - A comparison with morphine. Eur J Pharm
Sci. 2016 Jun 30;89:39-49 (wyniki zaprezentowane zostaly na konferencjach Z1, Z2, Z3,
Z4, Z6, Z7, Z10, Z11, Z12, Z14) postanowitam porowna¢ efektywno$¢ dozylnego podania
bifaliny - opioidu o budowie peptydowej o ograniczonym przenikaniu do OUN oraz morfiny -
alkaloidu, ktory stosunkowo tatwo przenika przez barier¢ krew-mozg w modelu przewlektego
bolu nowotworowego. Bifalina jest dimeryczna pochodng enkefaliny, ktora charakteryzuje: 1)
silne powinowactwo do wszystkich 3 typoéw receptorow opioidowych [51]; ii) silniejsze
dziatanie przeciwbdlowe po podaniu osrodkowym w poréwnaniu do morfiny oraz iii)
mniejsze ryzyko wywotania dziatan niepozadanych w postaci np. zalezno$ci opioidowej [52-
54]. W hipotezie badawczej postawionej w pracy zatozono, iz bifalina bedzie wykazywac
silniejsze niz morfina miejscowe dziatanie analgetyczne poprzez stymulacj¢ receptorow
opioidowych w tkance zmienionej nowotworowo.

Najwazniejszym osiggnigciem opisywane] pracy bylo wykazanie, iz bifalina
w porownaniu z morfing silniej aktywuje obwodowe receptory opioidowe zlokalizowane na
wolnych zakonczeniach nerwow czuciowych (bifalina: EDsy = 19,1 pumol/kg vs. morfina:
EDso = 30,5 umol/kg)(Rycina 6). Silniejsza aktywacja obwodowych receptorow opioidowych
po podaniu bifaliny w odniesieniu do morfiny moze wynika¢ z: i) 10 - i 80 - krotnie
silniejszego powinowactwa bifaliny do receptorow typu p i & (Rycina 7, Tabela 2); ii) ponad
1,5 - krotnie wigkszej skutecznosci aktywacji wewnatrzkomérkowych szlakow sygnatowych
zaleznych od biatka G; iii) ograniczong przenikalnoscig bifaliny przez wysoce selektywna
bariere krew-mozg [55-56]. W toku dalszych badan postanowitam oceni¢ potencjat obu
zwigzkow do wywotania zjawiska tolerancji, ktora stanowi powazny problem kliniczny.
Bifalina, po subchronicznym podaniu stabiej niz morfina indukowata zjawisko osrodkowe;j
tolerancji opioidowej (Rycina 9). Co zaskakujace, zaobserwowalam znaczne ostabienie
obwodowego dziatania analgetycznego bifaliny. Podobng obserwacje poczynitam rowniez dla
morfiny (Rycina 8). Wyniki $wiadczace o wystgpieniu tolerancji obwodowej Stanowig
zaskakujacg obserwacje, gdyz zjawisko to nie jest szeroko opisywane w literaturze [57-58].
Wydaje sie, ze przyczyng tego zjawiska moze by¢ obnizenie ekspresji receptorow
opioidowych w ciatach neuronéow zwojow korzeni grzbietowych [59] lub w komorkach
nowotworowych [60] czy tez zmiany epigenetyczne [61]. Niemniej jednak, wyniki uzyskane

w pracy H6 jednoznacznie wskazuja na korzysSci plynace z zastosowania bifaliny w

9



Autoreferat — postgpowanie habilitacyjne dr n. med. Anny Agaty Lesniak

tagodzeniu bolu nowotworowego z uwagi na jej obwodowy mechanizm dzialania Najnowsze
badania sugerujg, iz wystgpienie zaburzen poznawczych czy psychicznych bedacych
konsekwencjg mTBI, zwigksza odsetek pacjentow przyjmujacych opioidy [38]. Zastosowanie
opioidow jako lekow I rzutu u pacjentow, ktorzy doswiadczyli mTBI jest przeciwwskazane ze
wzgledu na mozliwos¢ wystgpienia lub nasilenia dziatan niepozadanych natury
neuropsychologicznej [62]. Istnieje jednak niewiele badan dotyczacych wplywu opioidow na
deficyty poznawcze w postaci zaburzen pamigci i uczenia si¢ po doznanym mTBI.
Dodatkowo te badania, zwtaszcza dotyczace mechanicznego urazu glowy nie sa jednoznaczne
[63-64].

Wezesniejsze obserwacje owego zagadnienia wskazuja na korzystny efekt blokowania
receptoréw opioidowych (gtownie typu «) przez wysokie dawki naloksonu czy tez
selektywnych antagonistow tego receptora, na parametry fizjologiczne po doznanym urazie
mozgu [65-66]. Pozniejsze badania sugeruja natomiast na neuroprotekcyjny efekt aktywacji
receptoréw u i 6. Majac na uwadze fakt, iz wptyw podania opioidéw na funkcje kognitywne i
neuropsychologiczne zaburzone w wyniku mechanicznego urazu glowy, nie zostat dotychczas
okreslony [67-69] w kolejnej opublikowanej pracy H1: Lesniak A, Pick CG, Misicka A,
Lipkowski AW, Sacharczuk M. Biphalin protects against cognitive deficits in a mouse
model of mild traumatic brain injury (mTBI). Neuropharmacology. 2016 Feb;101:506-18
(nagrodzona nagroda N4 oraz zaprezentowana na konferencjach Z20, Z30 i Z31)
podjetam probe wyjasnienia tego zjawiska. W badaniach oceniatam wptyw bifaliny,
dimerycznej enkefaliny wykazujacej silne powinowactwo do receptoréw opioidowych p 1 0
[70], na pamieé¢ przestrzenng i rozpoznawczg a ponadto nasilenie zachowan depresyjnych i
Igkowych. Do wywotania tych zaburzen postuzyl opisany w  piSmiennictwie model
badawczy polegajacy na wywotaniu mTBI poprzez uderzenie 30 g odwaznika
w plat skroniowy myszy laboratoryjnej. Powyzszy model badawczy charakteryzuje sig¢
wystapieniem diugotrwatych zaburzen pamigciowych, pozwalajac tym samym na zglgbienie
patofizjologii mTBI czy ocen¢ neuroprotekcyjnego dziatania opioidow [71]. Wyniki
(zilustowane na Rycinach 1 i 2 w publikacji H1) potwierdzily, iz w zastosowanym modelu
badawczym dochodzi do upo$ledzenia pamigci przestrzennej objawiajacej si¢ wydluzeniem
czasu odnalezienia ukrytej platformy w tescie labiryntu wodnego Morrisa (MWM).

W niniejszej pracy okreslitam wptyw bifaliny na zaburzenia pamigciowe obserwowane
7 dni od wywotania urazu poprzez: 1) podanie bezposrednio po mTBI, 2) podanie 2h po
mTBI oraz 3) subchroniczne podawanie przez 7 dni po mTBI. Jednorazowe podanie bifaliny

bezposrednio po wywotlaniu mTBI, jak rowniez subchroniczne jej podawanie przez okres 7
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dni zahamowato niekorzystny wptyw mTBI na pamig¢ przestrzenng do poziomu
obserwowanego u myszy nie poddanych urazowi. Ponadto, wyzej opisane dziatanie bifaliny
byto obserwowane rowniez po jej podaniu 2 godziny po mTBI. Korzystny wptyw bifaliny na
pamig¢ przestrzenng zwigzany byt z aktywacja receptorow opioidowych, o czym $wiadczy
odwrocenie tego efektu przez nalokson. Podobne dziatanie bifaliny obserwowano
w przypadku deficytow pamigci rozpoznawczej, pozwalajacej na odrdznienie znanych od
nieznanych zjawisk sensorycznych (wyniki zilustrowano na Ryc. 9 w publikacji H1).
Uzyskane wyniki sugeruja wigc istotng, neuroprotekcyjng role opioiddéw w pierwszym
tygodniu po doznanym urazie.

Wydaje si¢, ze neuroprotekcyjne dziatanie opioidow pojawiajace si¢ W pierwszych
dniach po doznanym urazie, moze by¢ zwigzane z przywroceniem homeostazy jonowej i
hamowaniem ekscytotoksycznego uszkodzenia neuronow. W przeciggu Kilku minut po urazie
dochodzi do uruchomienia kaskady réznych szlakow neurometabolicznych w  tym
gwaltownego uwolnienia aminokwasow pobudzajacych (EAA) w wyniku niekontrolowanego
otwarcia kanatéw K*. Postuluje sie, iz zaburzenia poznawcze, obserwowane w wyniku mTBI
wynikajg z zaburzen neuroplastycznosci, wskutek nagromadzenia glutaminianu poza
przestrzenig synaptyczng [72]. Proces nadmiernej depolaryzacji neuronow prowadzi do
aktywacji receptorow NMDA przez EAA i wzrostu stgzenia wewnatrzkomorkowego ca™,
ktory utrzymuje swdj wysoki poziom do paru dni po urazie [73]. Neuroprotekcyjne dziatanie
opioidow w pierwszych minutach 1 dniach po urazie, najprawdopodobniej wynika ze
zmniejszenie stezenia wewnatrzkomorkowych jonow Ca®" oraz hamowania wyplywu jonow
K* za posrednictwem pobudzenia receptora opioidowego & [74-75]. Ekscytotoksycznoéé jest
waznym czynnikiem indukujagcym apoptoze i nekroz¢ neuronow [76]. W pracy H1
wykazalam, iz bifalina hamuje zalezny od aktywacji receptoréw opioidowych proces
neurodegeneracji neuronéw korowych i hipokampa (wyniki zilustrowano na Rycinach 11 i
13).

Kolejng konsekwencjag mTBI sg zaburzenia depresyjne [77] objawiajace si¢ po 30-u
dniach. Wyniki zawarte w pracy H1 wykazaty (Rycina 8), iz podanie bifaliny bezposrednio
po urazie czesciowo tagodzi zachowania depresyjne. Wykazano, ze potencjalne mechanizmy
przeciwdepresyjnego dziatania opioidéw obejmujg stymulacje uwalniania dopaminy w
prazkowiu i jadrze potlezacym czy tez zwigkszenie st¢zenia neurotropowego czynnika
pochodzenia mézgowego (BDNF) w mozgu [78-79]. Opioidy wzmagaja réwniez wydzielanie

noradrenaliny w korze przedczotowej oraz hamuja wychwyt zwrotny monoamin [80-81].
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Poczyniona przeze mnie obserwacja wskazujaca na przeciwdepresyjne dziatanie
bifaliny nasuneta pytanie, czy endogenna aktywno$¢ uktadu opioidowego moze mie¢ wpltyw
na nasilenie zachowan depresyjnych pojawiajgcych si¢ po mTBI. Wczesniejsze obserwacje
innych grup badawczych wykazaty bowiem, iz poziom aktywacji uktadu opioidowego moze
stanowi¢ czynnik ryzyka w rozwoju zaburzen afektywnych [82] a takze warunkowac
odpowiedz na leki przeciwdepresyjne [83-84]. Warto wspomnieé, iz wystgpowanie jednego
Zz najszerzej opisanych polimorfizméw, A118G w genie receptora opioidowego
u skutkujgcego utratg funkcji i obnizong ekspresja [85], predysponuje do rozwoju zachowan
depresyjnych [86]. Niewiele jest jednak badan opisujgcych wptyw genetycznie zroznicowanej
aktywnosci endogennego uktadu opioidowego na nasilenie zaburzen afektywnych czy funkcji
poznawczych, bedacych konsekwencja mTBI. Stad, nastepnym krokiem w moich badaniach
byto zglebienie owego zagadnienia, czego owocem stata si¢ publikacja H2: Lesniak A,
Leszczynski P, Bujalska-Zadrozny M, Pick CG, Sacharczuk M. Naloxone exacerbates
memory impairments and depressive-like behavior after mild traumatic brain injury
(mTBI) in mice with upregulated opioid system activity. Behav Brain Res. 2017 May
30;326:209-16 (wyniki zaprezentowane zostaly na konferencji Z.23).

Model badawczy stanowily myszy selekcjonowane w Kierunku wysokiej (HA) i niskiej
(LA) analgezji postresowej, wywotanej wymuszonym ptywaniem (SSIA) w wodzie
o temperaturze 20°C [87]. Najbardziej charakterystyczng cechg rdznicujaca obie linie jest
skrajnie odmienna odpowiedZ antynocyceptywna na bodziec stresowy oraz wrazliwo$¢ na
ligandy receptoréw opioidowych. Myszy linii HA wykazuja nadaktywno$¢ endogennego
uktadu opioidowego przejawiajaca si¢ silng SSIA oraz silng odpowiedzia na ligandy
receptorow opioidowych. Myszy LA wykazujg obnizong wrazliwo$¢ na analgetyki opioidowe
za$ SSIA ma charakter szczatkowy [88-89]. Co ciekawe, myszy HA i LA rdznig si¢ migdzy
sobg w kontekécie podatnosci na zaburzenia depresyjne 1 odpowiedZ na leki
przeciwdepresyjne. Myszy HA wykazuja wigksza podatno$¢ na rozwdj zaburzen
depresyjnych zarowno na poziomie podstawowym jak i w warunkach stresowych. Myszy
linii HA sa réwniez bardziej wrazliwe na dziatanie dezypraminy [90-91]. Najistotniejszym
wynikiem przedstawionym w publikacji H2 byta obserwacja, iz nadaktywno$¢ endogennego
uktadu opioidowego przeciwdziata rozwojowi zachowan depresyjnych powstatych w wyniku
mTBI (Rycina 6) a takze hamuje pojawienie si¢ deficytow pamigci przestrzennej po mTBI
(Rycina 3). U myszy linii LA, zaburzenia pamigci przestrzennej powstate w konsekwencji
mTBI, byly zdecydowanie bardziej widoczne niz u myszy HA. Co wigcej, podanie naloksonu

u myszy HA poddanych mTBI wyraznie upo$ledzito pamieé przestrzenng do poziomu
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obserwowanego u myszy linii LA. Podobng zalezno$¢ zaobserwowalam podczas oceny
nasilenia zachowan depresyjnych. Obserwacje te sg spdjne z wynikami badan klinicznych
prowadzonych na pacjentach obcigzonych polimorfizmem A118G, skutkujagcym ostabieniem
neuroprzekaznictwa zaleznego od receptora pn. Homozygoty GG znacznie cze$ciej niz
osobniki o genotypie dzikim czy heterozygotycznym, przejawiaty cechy charakterystyczne
dla ciezkiej depresji endogennej [92]. Jak wykazano we wcze$niejszych badaniach, objawy

depresji skorelowane sa rowniez z ostabieniem uwalniania endogennych opioidéw [93].

2. Ustalenie wplywu zroinicowanej aktywnosci ukladu opioidowego jako czynnika
predysponujgcego do rozwoju zaburzen depresyjnych i podatnosci na uzaleinienie od

alkoholu.

Rozwoj zaburzen depresyjnych czy wskutek mTBI, czy tez chronicznego stresu czgsto
skorelowany jest z nasileniem spozycia alkoholu [94]. Uktad opioidowy w warunkach
nadaktywno$ci, odpowiada za niskie spozycie alkoholu u myszy linii HA, natomiast
w przypadku dysfunkcji tego uktadu prowadzi do wzrostu spozycia i preferencji alkoholu
u myszy linii LA w warunkach chronicznego stresu srodowiskowego (CMS)[95]. Aktywacja
endogennego uktadu opioidowego jest istotna z punktu widzenia przywrdcenia homeostazy
po zadziataniu bodzca stresowego. Opioidy hamujg emocjonalng komponente zachowan
stresowych takich jak zwigkszona czujnos¢, nasilone zachowania unikania czy zachowania
agresywne [96]. W sytuacji dysfunkcji endogennego uktadu opioidowego u myszy linii LA,
najprawdopodobniej dochodzi do uruchomienia mechanizméw kompensacyjnych majacych
na celu nasilenie uwalniania endogennych opioidéw. Jak wynika z danych literaturowych,
etanol zwigksza ich uwalnianie [97]. Hipoteza ta jest zgodna z najnowszymi obserwacjami,
w ktorych u myszy linii LA spozywajacych alkohol zaobserwowano ok. 3-krotny wzrost
poziomu [-endorfin w osoczu [98]. Kolejne badania przyniosty dowody na to, iz utrata
B-endorfin z OUN wskutek uszkodzenia bariery krew-mézg spowodowanego mTBI czy
podaniem hiperosmotycznego roztworu mannitolu, prowadzi do spadku spozycia alkoholu u
myszy linii LA. Zjawisko to jest najprawdopodobniej konsekwencja zahamowania
nagradzajgcych wilasciwosci etanolu [99]. Majac na uwadze powyzsze obserwacje, mozna
wysnu¢ hipoteze, iz poziom spozycia alkoholu moze by¢ zalezny od uwarunkowanego
genetycznie stanu funkcjonalnego receptorow opioidowych. U myszy linii HA i LA
zidentyfikowano wczesniej funkcjonalny polimorfizm C320T w regionie kodujacym
receptora & (A107V w strukturze bialka), skutkujacy ostabieniem zaréwno SSIA jak
i odpowiedzi na egzogenne ligandy tego receptora [100]. W pracy H5: Sacharczuk M,
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Lesniak A, Lipkowski AW, Korostynski M, Przewlocki R, Sadowski B. Association between
the A107V substitution in the delta-opioid receptors and ethanol drinking in mice selected
for high and low analgesia. Addict Biol. 2014, 19:643-651 (nagrodzona nagrodg N3)
podjeto wigc probe okreslenia wptywu wspomnianego polimorfizmu A107V na poziom
spozycia alkoholu przez myszy linii HA i LA oraz okreslenie ryzyka rozwoju uzaleznienia od
alkoholu. Najwazniejszym odkryciem dokonanym w powyzszej pracy, bytlo wykazanie, iz
receptor opioidowy typu & petni Krytyczng rol¢ w determinacji predyspozycji do uzaleznienia
od alkoholu czy rozwoju zachowan depresyjnych, szczegolnie w warunkach stresowych.
Zarowno u heterozygotycznych osobnikow CT myszy linii HA jak i LA zaobserwowano
wzrost spozycia i preferencji etanolu (Rycina 1 i 2 w publikacji H5). Zgodnie z zatozeniami,
spozycie etanolu bylo zdecydowanie wyzsze u myszy linii LA niz HA, szczegodlnie
w warunkach CMS. Podobne wnioski wyciggni¢to z badan nad spozyciem etanolu
u transgenicznych myszy pozbawionych receptora & [101]. Powyzsze wyniki sktaniaja do
refleksji nad hamowaniem aktywno$ci uktadu opioidowego w terapii uzaleznienia od
alkoholu.

Dysfunkcja receptora & moze sprzyja¢ rOwniez rozwojowi zaburzen depresyjnych
i Ilekowych. Koncepcja ta zostata juz zaproponowana wczesniej w oparciu o wyniki badan
z uzyciem myszy transgenicznych [9]. U myszy linii HA, etanol catkowicie zniwelowat
prodepresyjny wptyw CMS u osobnikow o genotypie CC, a nieznacznie ostabit go u myszy
0 genotypie CT (Rycina 3). Natomiast, u myszy LA o genotypie CT poddanych CMS,
zaobserwowano nasilenie zachowan depresyjnych, wynikajace najprawdopodobniej
z nadmiernego spozycia etanolu i jego toksycznego dziatania na OUN. Jednym
z przypuszczalnych mechanizméw ttumaczacych zjawisko nasilenia zachowan depresyjnych
w wyniku nadmiernego spozycia alkoholu jest koncepcja spadku poziomu BDNF w OUN
[102]. W najnowszych nieopublikowanych jeszcze badaniach mojego autorstwa, uzyskatam
wyniki, ktore wskazujg na powigzanie pomig¢dzy utrata BDNF przez rozszczelniong na skutek
stresu bariere krew-mozg, a nasileniem zachowan depresyjnych.

Reasumujac, uposledzenie funkcji endogennego uktadu opioidowego moze mie¢ wptyw
nie tylko na stopief nasilenia przeciwbdlowej reakcji na stres, lecz rowniez pociaga za sobg
inne konsekwencje w postaci zwigkszonej wrazliwosci na zaburzenia kognitywne
i psychiczne wskutek mechanicznego uszkodzenia OUN czy tez zwigkszenie ryzyka
uzaleznienia od alkoholu w odpowiedzi na stres. Jednym z domniemanych mechanizmoéow
zréznicowania odpowiedzi myszy linii HA 1 LA na endogenne opioidy jest wspomniany juz

wczesniej polimorfizm A107V  w receptorze 6. Jednakze, polimorfizm ten zostal
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zidentyfikowany u 16% osobnikéw linii myszy HA i 35% osobnikow myszy linii LA. Nie
stanowi on wiec jedynego czynnika decydujgcego o tak silnym zréznicowaniu W aktywnosci
endogennego uktadu opioidowego pomiedzy omawianymi liniami myszy. Pomimo
prowadzonych od wielu lat badan, dotychczas nie udato si¢ uzyska¢ jednoznacznej
odpowiedzi na to pytanie. Jak dotad udato si¢ okresli¢, iz to zjawisko nie jest zwigzane z
poziomem ekspresji receptorow opioidowych czy prekursorow endogennych peptydow
opioidowych. Zidentyfikowano jedynie niewielkie r6znice w poziomie ekspresji receptoréw o

I prodynorfiny pomiedzy myszami linii HA i LA (dane nieopublikowane).

3. Proba okreslenia molekularnego podloia zroinicowanej aktywnosci ukladu
opioidowego w modelu badawczym myszy selekcjonowanych w kierunku wysokiej (HA)

i niskiej (LA) analgezji postresowej.

W kolejnej pracy H3: Poznanski P, Lesniak A [pierwszy autor ex aequo], Bujalska-
Zadrozny M, Strzemecka J, Sacharczuk M. Bidirectional selection for high and low stress-
induced analgesia affects G-protein activity. Neuropharmacology. 2019, 144:37-42
(nagrodzona nagroda N8) podjetam si¢ weryfikacji nowej hipotezy o istotnym znaczeniu
wewnatrzkomorkowego — systemu  przekaznictwa za  posrednictwem  biatek  Gip
w zjawisku zroznicowanej aktywnosci uktadu opioidowego u myszy linii HA i LA. Gtéwnym
zatozeniem badawczym bylo wykazanie, iz u myszy linii HA wystepuje silniejsza aktywacja
biatek Gip w strukturach OUN odpowiedzialnych za modulacje zstepujacych szlakow
hamowania bolu oraz w strukturach warunkujacych emocjonalng odpowiedz na bodzce
stresowe 1 bolowe. Najwazniejszym osiggnigciem opisanym w pracy bylo wykazanie, iz
u myszy HA charakteryzujacych si¢ zwiekszong aktywnoscig uktadu opioidowego, aktywacja
biatek Gip wskutek stymulacji receptoréw opioidowych p byla silniejsza we wzgorzu,
podwzgorzu, istocie szarej okolowodociggowej (PAG), korze przedczotowej oraz
w hipokampie w poroéwnaniu z myszami linii LA (Tabela 2 i 3). Wzgobrze jest strukturg
petnigcg istotng role w przesylaniu informacji nocyceptywnej do os$rodkéw korowych
warunkujgc dyskryminacyjny i afektywno-motywacyjny aspekt do$wiadczenia bolowego.
Pobudzenie receptoréw opioidowych we wzgoérzu oslabia przesytanie informacji
nocyceptywnej ze wzgorza do osrodkow korowych oraz hamuje wstepujacy szlak boélowy na
poziomie rdzenia kregowego [103-104]. Doniesienia literaturowe wskazuja na istnienie
pozytywnej korelacji pomigdzy aktywacja biatek Gip we wzgorzu a wrazliwosciag na ligandy
receptoréw opioidowych [105]. Podwzgodrze stanowi natomiast kluczowa strukture regulujaca

odpowiedz autonomiczng na stres, a dzigki potaczeniom z PAG i brzuszno-doglowowa
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czgsécig rdzenia przedluzonego (RVM) stanowi cze$¢ zstepujacego szlaku hamowania bolu
[106]. Aktywacja receptorow opioidowych w PAG za posrednictwem RVM wywiera
dziatanie hamujace na neurony I rzedu w rogach tylnych rdzenia kregowego, co prowadzi do
hamowania propagacji informacji nocyceptywnej do wyzszych pigter OUN [107]. Aktywacja
endogennego uktadu opioidowego w Kkorze przedczotowej rowniez przyczynia si¢ do
uzyskania efektu przeciwbolowego [108]. Nasilona aktywacja biatek Gio W wyniku stymulacji
receptoréow p W hipokampie u myszy linii HA, moze natomiast przyczynia¢ si¢ do efektu
neuroprotekcyjnego w sytuacji narazenia na urazy mechaniczne (np. w wyniku mTBI). Za ta
koncepcja przemawiaja wyniki przedstawione w pracy H2, w ktérej myszy linii HA poddane
mTBI wykazuja mniej nasilone zaburzenia pamigci przestrzennej niz myszy linii LA.

Ciekawa i tym samym zaskakujaca obserwacja byto wykazanie zwigkszonej aktywnosci
biatek Gip W ciele migdatowatym u myszy linii LA, zwlaszcza, ze jadro $rodkowe petni
wazng rolg w modulacji odpowiedzi bolowej (Tabela 2 i 3). Jednakze, pobudzenie receptorow
opioidowych w ciele migdatlowatym prowadzi réwniez do nasilenia zachowan lekowych
[109]. Z nieopublikowanych obserwacji wynika, iz myszy linii LA pomimo szczatkowej
reakcji antynocyceptywnej na bodziec stresowy, wykazuja widoczne zachowania objawiajace
si¢  nadpobudliwoscia, silniejszymi reakcjami unikania i zachowaniami agresywnymi
w reakcji na dotyk.

Koncepcje traktujaca o istotnej roli aktywacji biatek G jako potencjalnym podiozu
zrdznicowania opisanych wczesniej cech pomigdzy myszami HA i1 LA, stanowia wyniki
przedstawione w pracy H4: Lesniak A, Chmielewska D, Poznanski P, Strzemecka J,
Bujalska-Zadrozny M, Sacharczuk M. Divergent response to cannabinoid receptor
stimulation in high and low stress-induced analgesia mouse lines is associated with
differential ~ G-protein  activation.  Neuroscience. 2019, 404:246-258  (wynikKi
zaprezentowane zostaly na konferencjach Z26, Z34). Powyzsza praca zwraca uwage na
istotng kwesti¢ wptywu nadaktywnos$ci badz dysfunkcji uktadu opioidowego na wrazliwos¢
na kanabinoidy. Badania nad wlasciwosciami kanabinoidéow ciesza si¢ niestabngcym
zainteresowaniem z uwagi na ich rosnace wykorzystanie kliniczne np. w terapii nudnosci
wywolanych chemioterapig, bolu neuropatycznego czy lekoopornej padaczki [110-112].
Dlatego tez, istotnym staje si¢ okreSlenie czynnikow wplywajagcych na efektywnosé
kanabinoidow oraz zidentyfikowanie molekularnego podtoza potencjalnych interakcji.
Glownym celem pracy byto sprawdzenie zaangazowania szlakéw sygnatowych angazujacych
biatka G w mechanizm odpowiedzi na stymulacj¢ receptoréw kanabinoidowych w modelu

mysim 0 zréznicowanej aktywnosci uktadu opioidowego. Selekcja myszy HA i LA w
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kierunku wysokiej i1 niskiej SSIA spowodowala, iz obie linie myszy charakteryzuje
zroznicowanie nie tylko pod wzgledem wrazliwosci na opioidy, ale rowniez na
nowotworzenie [113], zaburzenia afektywne [90, 114] czy padaczke (nieopublikowane dane).
Wyzej opisane schorzenia znajduja si¢ na liScie potencjalnych celéw dla lekow
kanabinoidowych,  ktorych  efektywno$¢ oraz  dzialania niepozadane, zgodnie
z hipotezag badawcza, mogg =zaleze¢ od endogennej aktywnosci uktadu opioidowego.
Najwazniejszym odkryciem w pracy H4 byto ustalenie, iz myszy linii HA i LA r6znig si¢ pod
wzgledem wrazliwo$ci na agonistow receptorow kanabinoidowych zwigzang ze
zroéznicowaniem W aktywacji biatek Gjo oraz receptora CB,. W toku badan wykazatam
rowniez, 1z endogenny system kanabinoidowy w odroznieniu od endogennego uktadu
opioidowego, nie ulega aktywacji w odpowiedzi na stresor wymuszonego ptywania (Rycina 9
i 10). Zgodnie ze stawiang hipoteza, myszy linii HA w poroéwnaniu do myszy linii LA,
wykazywatly silniejsza dawkozalezng odpowiedz behawioralng w postaci efektu
antynocyceptywnego, katalepsji oraz  zaburzen lokomotorycznych na  podanie
nieselektywnego agonisty receptorow kanabinoidowych WIN55,212-2 (Ryciny 1-8).
Powyzsze efekty behawioralne zdaja si¢ by¢ skorelowane z silniejsza aktywacja biatek Gip
w strukturach takich jak PAG, wzgorze, kora czolowa czy prazkowie (Tabela 2 i 3).
Zaburzenia motoryczne stanowig potencjalne dziatanie niepozgdane kanabinoidow be¢dacych
agonistami receptora CBj. Obnizona aktywno$¢ uktadu opioidowego a takze ostabiona
neurotransmisja zwigzana z aktywacja receptora CB, u myszy linii LA, przeciwdziata
niekorzystnemu wptywowi agonistow receptoréw kanabinoidowych na aktywnos$¢ ruchows.
Jednakze, u myszy linii LA obserwuje si¢ silniejszg hipotermie po podaniu WIN55,212-2, co
stanowi zaskakujaca obserwacj¢ w $wietle wczesniejszych wynikéw wskazujacych na
wystepowanie silniejszej hipotermii u myszy linii HA w wyniku pobudzenia endogennego
uktadu opioidowego [115]. Powyzsze obserwacje moga mie¢ wigc znaczenie kliniczne
z punktu widzenia oceny efektywnosci terapii kanabinoidami oraz ryzyka wystapienia dziatan

niepozadanych.
Whioski:
W przedstawionych pracach stanowiacych cykl habilitacyjny wykazalam, ze:

1. Silniejszy efekt analgetyczny bifaliny w porownaniu do morfiny obserwowany w modelu
bolu nowotworowego wynika z Silniejszego pobudzenia obwodowych receptoréw

opioidowych. Efekt ten moze by¢ zwigzany z silniejszym powinowactwem bifaliny do
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receptorow p 1 9, wigksza skutecznoscig aktywacji receptoréw opioidowych oraz

ograniczonym przenikaniem przez barier¢ krew-mozg [praca H6].

2. Podanie bifaliny wptywa korzystnic na poprawe funkcji poznawczych zaburzonych
W wyniku urazu mozgu na drodze hamowania $mierci neuronow w osrodkach korowych

I hipokampie [praca H1].

3. Wysoka aktywno$¢ endogennego uktadu opioidowego warunkuje mniejsze ryzyko
pojawienia si¢ deficytow pamig¢ciowych oraz zaburzen depresyjnych w wyniku urazu

mozgu [praca H2].

4. Zroznicowanie aktywnosci endogennego ukladu opioidowego w mysim modelu
badawczym o wysokiej i niskiej analgezji postresowej moze czeSciowo wynikac z réznic
w aktywacji biatek Gip W strukturach odpowiedzialnych za integracje i modulacje

bodzcow bolowych [praca H3].

5. Zréznicowana aktywno$¢ endogennego uktadu opioidowego pocigga za soba tozsame
zroznicowanie we wrazliwosci na zwigzki kanabinoidowe zwigzanej z poziomem

aktywacji biatek Gjj [praca H4].

6. Dysfunkcja receptora opioidowego typu & wskutek wystapienia polimorfizmu A107V
nasila spozycie alkoholu oraz nasila zachowania depresyjne w warunkach ekspozycji na

stres [praca H5].

Najwazniejsze osiagniecia prowadzonych przeze mnie prac:

1. Wykazanie korzysci ptynacych ze stosowania analogéw endogennych opioidow w bolu

przewlektym [praca H6].

2. Wykazanie neuroprotekcyjnych wiasciwoséci egzogennych i endogennych opioidow

w mechanicznym urazie mozgu [praca H1 i H2].

3. Wskazanie mozliwego mechanizmu lezacego u podstawy zréznicowanej wrazliwosci na

opioidy i kanabinoidy [praca H3 i H4].

4. Wykazanie zaleznosci pomiedzy dysfunkcjg receptora typu & a ryzykiem rozwoju

uzaleznienia od alkoholu oraz zachowan depresyjnych [praca H5].
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5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych

a) dzialalno$¢é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Swoja dziatalno$§¢ naukowg rozpoczetam w Instytucie Genetyki i Hodowli Zwierzat
Polskiej Akademii Nauk w Jastrzgbcu, gdzie prowadzalam badania w ramach pracy
magisterskiej. Badania skierowany byly w kierunku proby identyfikacji genetycznego
podloza wrazliwosci wechowej psow shluzbowych poprzez analiz¢ pojedynczych
polimorfizméw nukleotydow (SNP) w wybranych genach receptorow wechowych. W pieciu
analizowanych genach zidentyfikowatam 19 SNP, z ktéorych 11 skutkowato zmiang
aminokwasu w strukturze biatka receptorowego. Sze$¢ SNP stanowilo nieopisywane jak
dotad polimorfizmy. Sekwencje zostaly wigc zdeponowane w bazie danych GeneBank pod
numerami  akcesyjnymi:  EF451963.1, EF451965.1, EF451964.1, EF451962.1,
NM_001083632.1 oraz NM_001083631.1. Co istotne, w badaniach zidentyfikowatam
zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem konkretnych SNP a uzyskiwanymi przez psy wynikami
wykrywania danych markeréw zapachowych. Opisatam, iz genotyp homozygotyczny GG
w genie cOR52N9 oraz genotyp homozygotyczny AA w genie cOR9S13 wywiera
niekorzystny wplyw na zdolnosci detekcji wechowej u pséw. Owocem wspomnianych
obserwacji stata si¢ publikacja O1, ktora zostata nastepnie wyrdzniona nagroda N1.

Moje dalsze badania naukowe przeprowadzane byly w ramach podjetych studiow
doktoranckich w Instytucie Medycyny Doswiadczalnej 1 Klinicznej im. Miroslawa
Mossakowskiego PAN w Warszawie. Badania te, prowadzone w Zaktadzie Neuropeptydow
pod kierunkiem prof. Andrzeja W. Lipkowskiego, skupiaty si¢ w gldwnej mierze na ocenie
wlasciwosci analgetycznych nowych analogow endogennych peptydow opioidowych
w ramach 6 Programu Ramowego Unii Europejskiej (grant 6FP STREP NORMOLIFE
LSHC-CT-2006-037733).  Badania  obejmowaly  zardbwno ocen¢  powinowactwa
receptorowego w warunkach ex vivo jak i ich dziatania przeciwbdlowego w zwierzecych
modelach bolu przewlektego (neuropatycznego oraz nowotworowego). Dzieki odbyciu dwoch
krotkoterminowych stazy naukowych w 2010 i 2012 r. w Instytucie Badan Biologicznych
Wegierskiej Akademii Nauk (Szeged, Wegry) zdobylam wiedz¢ i umiejetnosci z zakresu
oceny powinowactwa receptorowego zwigzkow metoda radioizotopow3.

Przeprowadzone przeze mnie badania w ramach mojej pracy doktorskiej wykazaty, iz
modyfikacje strukturalne bifaliny w postaci zamiany D-Ala na D-Thr w pozycji 2 tancucha
peptydowego czy tez zastgpienie mostka hydrazydowego tacznikiem

karbonylodihydrazydowym, wplywaja niekorzystnie na powinowactwo bifaliny do receptora
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opioidowego typu p oraz §. Wykazatam réwniez, iz bifalina oraz jeden z jej analogow
wykazuje slabsze w poréwnaniu z morfing dziatania niepozadane w postaci sedacji oraz
tolerancji po podaniu subchronicznym.

Obserwacja ta sklonita mnie rowniez do zbadania skutecznosci nowych
peptydomimetykow 0 antagonistycznym  dzialaniu wobec receptorow opioidowych
w przeciwdzialaniu negatywnym skutkom hamowania perystaltyki jelitowej, bedacej
konsekwencjg dlugotrwalego przyjmowania opioidow. Koncepcja ta, zostala poparta
wynikami wskazujacymi na dziatanie tagodzace zaparcia przy braku negatywnego wptywu na
ofrodkowy efekt przeciwbdlowy morfiny. Zwigzki te dzigki silnie ograniczonej
przenikalnosci przez bariery biologiczne, wykazuja swoje dzialanie w $wietle jelita.
Powyzsze badania zostaly nagrodzone w 2012 r. na mig¢dzynarodowych targach
innowacyjnos$ci Grand Prix Brussels Innova nagroda N2.

W swojej pracy badawczej, uczestniczytam réwniez w badaniach okreslenia aktywnoSci
przeciwbolowej 1 przeciwnowotworowej nowych zwigzkéw hybrydowych o charakterze
agonistow receptora opioidowego i antagonistow receptora tachykininowego NK1. Moim
zadaniem byto okreslenie powinowactwa receptorowego badanych zwigzkoéw oraz okreslenie
ich aktywnosci in vivo w modelu bélu ostrego. Hybrydyzacja nie wptyneta niekorzystnie na
aktywno$¢ farmakofora opioidowego wobec receptorow opioidowych p i & a obecno$é
tacznika hydrazonowego nie wptywa na aktywnos$¢ hybrydy in vivo. Wyniki powyzszych
badan zaprezentowane zostaty na trzech konferencjach krajowych Z8, Z15 oraz Z22 a takze
opublikowane w postaci prac oryginalnych O4, O10 oraz O16. Natomiast, w swojej pracy
badawczej w ramach wspotpracy naukowej z prof. Aleksandrg Olmag z Politechniki Lodzkiej,
Instytutu Chemii Organicznej, uczestniczytam w badaniach okreslajacych wptyw modyfikacji
D-Ala w pozycji 2 czasteczki deltorfiny I na wigzanie do receptoréw opioidowych p i 3.
Badania wykazaty, iz selektywno$¢ wobec danego typu receptora uzalezniona jest od
chiralnosci podstawnika w pozycji 2. Wyniki uzyskane dzigki powyzszej wspotpracy zostaty
zaprezentowane w formie 4 plakatow na krajowych konferencjach naukowych (29, Z16, Z17,
Z19) oraz staty si¢ podstawa 2 publikacji oryginalnych (O7 i O11).

W tym samym czasie, jednym z celéw moich badan bylo réwniez okreslenie proporcji
aktywacji przez bifaline oOraz morfing receptorow opioidowych zlokalizowanych
w o$rodkowym oraz obwodowym uktadzie nerwowym w modelu bélu nowotworowego.
Obserwacja ta zostata opublikowana w pracy oryginalnej H6, wchodzacej w sktad osiggnigcia
naukowego. Istotng role zjawiska analgezji obwodowej w dzialaniu przeciwbolowym

opioidow poswiecitam rowniez prace przegladowa PL1. Dodatkowo, wraz z zespotem
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badawczym prof. Lipkowskiego wykazatam, Zze mechanizm preferencyjnej aktywacji
obwodowych receptorow opioidowych przez bifaling zwigzany jest z jej ograniczonym
przenikaniem przez bariere krew-moézg. W celu potwierdzenia stawianej hipotezy,
przeprowadzone zostaly rowniez badania farmakologiczne na liniach  myszy
selekcjonowanych w kierunku wysokiej (HA - high analgesia) i niskiej (LA - low analgesia)
analgezji postresowej (SSIA), charakteryzujacych sie zréznicowang przepuszczalno$cig
bariery krew-moézg. Bifalina wywolata znacznie silniejszy o$rodkowy efekt analgetyczny
u myszy linii HA o zwigkszonej przepuszczalnosci bariery krew-mozg niz u myszy linii LA
u ktorych integralnos$¢ bariery krew-mozg jest zachowana. Dodatkowo, okreslitam iz
przyczyna réznic w przepuszczalnosci bariery krew-mozg pomigdzy liniami myszy HA i LA
sg roznice w ekspresji bialek $cistych potaczen - okludyny i klaudyny-5. Wyniki
potwierdzajace stawiane hipotezy zostaly zaprezentowane w postaci plakatow na konferencji
krajowej (Z5) i zagranicznej (Z13) a takze zostaly przedstawione w publikacji O8.

Uczestniczylam rowniez w badaniach majacych na celu okreslenie przydatno$ci
opatrunkbw na bazie keratyny stanowigcej Swoiste rusztowanie dla komorek
w ranach pochodzenia cukrzycowego. W niniejszych badaniach podj¢tam si¢ optymalizacji
protokotu wywotania cukrzycy u myszy w celu stworzenia modelu rany cukrzycowej jako
stan odpowiadajacy, tzw. "zespotowi stopy cukrzycowej" u ludzi, bgdacego jednym z
powiktan niekontrolowanej cukrzycy. Koncepcja badan wraz z wynikami wstgpnymi zostata
zaprezentowana na konferencji krajowej w formie plakatu Z18.

W latach 2010-2013 wzrosto moje zainteresowanie fenomenem zr6znicowania poziomu
wrazliwosci myszy linii HA i LA na stres i analgetyki opioidowe. Postanowilam wigc we
wspoOtpracy z dr hab. Mariuszem Sacharczukiem z Instytutu Genetyki i Hodowli Zwierzat
PAN w Jastrzebcu podjac proby wytlumaczenia podloza tego zjawiska. Dzigki doswiadczeniu
zdobytemu w zakresie technik identyfikacji SNP jakie zdobytam podczas przygotowywania
pracy magisterskiej, podjetam si¢ uczestnictwa w badaniach majacych na celu potwierdzenie
hipotezy o potencjalnej istotnej roli polimorfizméw w genach receptorow opioidowych
w ksztattowaniu wrazliwosci na bol myszy linit HA 1 LA. W toku badan zidentyfikowali§my
funkcjonalny polimorfizm C320T w genie receptora opioidowgo & skutkujacy substytucja
A107V w pierwsze] petli przezblonowe] tegoz receptora. Najwazniejsza poczyniong
obserwacja byto udowodnienie, iz myszy linii HA o0 genotypie heterozygotycznym
wykazywaly mniejszg wrazliwo$¢ na bodzce bolowe a takze byly mniej wrazliwe na
przeciwbolowe dziatanie selektywnego agonisty receptora 6 - SNC80. Dodatkowo, u myszy
0 genotypie CT u ktorych wywotano SSIA, obserwowano mniejszg efektywnosé dziatania
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antagonisty receptora o - naltrindolu w poréwnaniu z osobnikami o genotypie CC. Otrzymane
wyniki badan opublikowane zostaty w pracy oryginalnej O2. W ramach prowadzonych badan
w kierunku wyjasnienia roznic we wrazliwos$ci na stres 1 bodzce bolowe pomigdzy myszami
liniit HA 1 LA, uczestniczylam w analizie polimorfizméw sekwencji mikrosatelitarnych.
W przeprowadzonych badaniach, zidentyfikowano 32 markery mikrosatelitarne o istotnym
wplywie na warto$¢ badanych cech zwigzanych z nasileniem SSIA. Zidentyfikowano réwniez
7 SNP w genie Adra2c, ktore mogg stanowi¢ podtoze roznic miedzy liniami HA i LA. Wyniki
opisywanej analizy przedstawione zostaly na miedzynarodowej konferencji krajowe;j
w formie plakatu Z24. Bralam réwniez udzial w okresleniu wptywu hormondéw pici na
poziom analgezji postresowej oraz zaangazowanie endogennych opioidow oraz innych
nieopioidowych mechanizméw w to zjawisko. Z powyzszych badan wynika, iz u samic
analgezja postresowa angazuje odmienne mechanizmy niz aktywacja endogennych uktadow:
opioidowego i NMDA. Wyniki wspomnianych badan zostaty zaprezentowane na konferencji
Z21.

Bazujac na wynikach wczes$niejszych badan wskazujacych na potencjalny zwigzek
pomiegdzy stosowaniem opioidow a progresja chorob nowotworowych, postanowitam wiaczyc
si¢ w badania dotyczace wptywu endogennej aktywnos$ci uktadu opioidowego na progresje
nowotworu oraz wrazliwo$¢ na bol nowotworowy. W owych badaniach wykazano, iz
u myszy linii HA charakteryzujacych si¢ nadaktywnosciag ukladu opioidowego nastgpuje
wyjatkowo szybki wzrost implantowanych komorek czerniaka linii B16F0, podczas gdy
u myszy linii LA, u ktorych wystepuje hipoaktywno$é uktadu opioidowego, guzy albo nie
wyksztalcaly si¢ lub ulegaty spontanicznej regresji. Dodatkowo, wysoki poziom aktywnosci
uktadu opioidowego sprzyja ustgpieniu hiperalgezji na termiczny bodziec bdlowy.
Poczynione obserwacje potwierdzaja wigc istotng role endogennego uktadu opioidowego
zarOwno w progresji nowotworu jak 1 wrazliwosci na bol nowotworowy. Powyzsze
obserwacje zostaty opublikowane w formie pracy oryginalnej (O3). W kolejnych badaniach
uzyskane wyniki potwierdzity rowniez istotny, niekorzystny wptyw stresu na progresje
choroby nowotworowej oraz pojawienie si¢ zaburzen depresyjnych. Badania te zaowocowaty
ukazaniem si¢ publikacji oryginalnej O5.

W 2012 r. zostatam laureatkg grantu "PRELUDIUM" fundowanego przez Narodowego
Centrum Nauki na realizacje projektu pt. "Wiasciwosci neuroprotekcyjne bifaliny w mysim
modelu lekkiego, traumatycznego uszkodzenia moézgu". Projekt miat na celu okre$lenie
wptywu bifaliny na poprawe funkcji kognitywnych po wurazie osrodkowego uktadu

nerwowego oraz okreslenie potencjalnych mechanizmow jej dziatania neuroprotekcyjnego.
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Osiagniecia naukowe bedace wynikiem realizacji powyzszego projektu zostaty wilaczone
W poczet przedstawionego do oceny cyklu habilitacyjnego (opisanego szczegoétowo
w punkcje 4). Wraz z realizacjg zalozen projektu, wzrosto moje zainteresowanie
problematyka chorob neurodegeneracyjnych oraz mozliwos$ci terapii typowych dla tych
schorzen zaburzen kognitywnych. Podjelam si¢ wigc uczestnictwa w badaniach nad ocena
potencjatu neuroprotekcyjnego krotkich peptydow powstatych z biatek strukturalnych rdzenia
kregowego w wyniku trawienia enzymatycznego. Hipoteza badawcza projektu zaktadata, iz
peptydy te poprzez stabilizacje helikalnej, monomerycznej struktury amyloidu opdzniajac tym
samym tworzenie zlogoéw spolimeryzowanego amyloidu. Najwazniejszym osiggni¢ciem
projektu bylo wykazanie, iz peptydy zawarte w hydrolizacie biatek rdzenia krggowego
wptywaja korzystnie na popraw¢ pamigci przestrzennej i rozpoznawczej w zwierzecym
modelu choroby Alzheimera (myszy FVB-APP"). Wyniki powyzszych badan zaprezentowane

zostaly na migdzynarodowej konferencji w Kioto w formie plakatu Z32.

b) dzialalno$é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora w 2013 r. kontynuowatam prace nad oceng
aktywnosci biologicznej analogow endogennych peptydéw opioidowych. W ramach
wspotpracy z Zakladem Chemii Organicznej Uniwersytetu Vrije w Brukseli ocenialam
aktywnos¢ Dbiologiczng in vivo glikozylowanych pochodnych Tyr-d-Arg-Phe-Lys-NH;
(DALDA). Efektem prac byto wykazanie, iz glikozylacja prowadzi do otrzymania stabilnych
zwigzkow o dobrej przepuszczalnosci przez blony biologiczne oraz charakteryzujacych sie
dhugotrwatym efektem przeciwbolowym. Wyniki owych badan zostaty opublikowane w pracy
oryginalnej O6.

Wspotpraca z prof. Krzysztofem Bankowskim w ramach grantu Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego (nr. OR00004208) zaowocowata dostarczeniem odpowiedzi na
pytanie w jaki sposdb N-koncowa guanidynylacja cyklicznych ureidopeptydéw, pochodnych
deltorfiny, wptywa na ich powinowactwo oraz selektywnos$¢ wobec receptorow opioidowych
p i 8. Wykonana przeze mnie analiza powinowactwa receptorowego wykazata, iz
w przypadku niektérych zwigzkow guanidynylacja znaczaco zwigkszyla powinowactwo
receptorowe wobec receptorow 0, co skutkowato spadkiem selektywnos$ci badanego zwiazku.
Efekt ten moze mie¢ potencjalne znaczenie w ograniczeniu dziatan niepozadanych (np.
tolerancji) zwigzanych z selektywnoscia wobec receptora p a takze pozwala na aktywacje
wigce] niz 1 typu receptora opioidowego, co moze skutkowaé korzystnym zjawiskiem

synergii. Koncepcja ta zostala przedstawiona w pracy oryginalnej O9 a takze stanowita
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podstawe zgloszenia patentowego nr. 406934 (Bankowski Krzysztof, Michalak Olga,
Lesniak Anna, Filip Katarzyna, lzdebski Jan. "N-guanylowe pochodne cyklicznych
ureidopeptyddw, sposoby ich wytarzania i zastosowanie").

W 2013 r. dolaczytam do =zespotu prof. Fred'a Nyberga na Wydziale Nauk
Farmaceutycznych Uniwersytetu Biomedycznego w Uppsali (Szwecja) w ramach stazu
podoktorskiego. Moim pierwszym zadaniem badawczym byta walidacja mysiego modelu
bolu neuropatycznego w wyniku ciasnego podwigzania 2 gatezi nerwu kulszowego oraz
okreslenie poziomu ekspresji 3 typoéw receptoréw opioidowych w rogach tylnych rdzenia
kregowego. Wykazany brak zmian w poziomie mRNA oraz ggstosci receptorow opioidowych
sugeruje, iz agonisci receptorow opioidowych moga wykazywacé aktywno$¢ przeciwbolowa
w pewnych typach bdlu neuropatycznego np. zwigzanych z mechanicznym uszkodzeniem
nerwu kulszowego. Hipoteza ta zostata przedstawiona na konferencji zagranicznej w postaci
prezentacji ustnej Z29.

Rozpoczetam rowniez badania nad  potencjalnym  zastosowaniem  analogow
N-koncowego fragmentu substancji P (SP1.7) jako nowych lekow przeciw bolowi
neuropatycznemu. W badaniach tych wykazatam, iz aktywnos$¢ anty-allodyniczna badanych
peptyddéw po podaniu obwodowym w mysim modelu bolu neuropatycznego, uzalezniona jest
od N-koncowej reszty aminokwasowej Arg oraz C-koncowej reszty aminokwasowej Phe.
Wyniki powyzszych badan zostaly opisane w publikacji oryginalnej O18. Uczestniczytam
rowniez w okresleniu aktywnos$ci biologicznej nowego peptydu - analogu SP1.7 i endomorfiny
- 2 (EM-2). Najwazniejszym osiagnigciem wspomnianych badan byto wykazanie, iz
efektywna dawka badanego peptydu niezbedna do wuzyskania istotnego efektu
przeciwbolowego byta ponad 1000-razy nizsza w pordwnaniu ze zwigzkiem referencyjnym -
gabapentyng. Obserwacja ta zostata zawarta w publikacji O23.

Jednym z moich kolejnych wyzwan badawczych realizowanych w ramach stazu
podoktorskiego dotyczylo proby identyfikacji mechanizmu preferencyjnej kumulacji
D-deprenylu (DDE) w tkankach zmienionych zapalnie. Podjetam wigc probe poszukiwania
jak dotad nigdzie nie opisywanego celu molekularnego dla DDE poprzez zastosowanie
technik sekwencjonowania o wysokiej przepustowos$ci oraz analizy radioizotopowej w btonie
maziowe] pochodzacej od pacjentdw cierpigcych na reumatoidalne zapalenie stawow. W
trakcie moich badan przeanalizowatam aktywnos¢ DDE wobec 165 biatek z rodziny GPCR
oraz 84 enzymy mogace stanowi¢ potencjalne cele molekularne. Najwickszym osiaggnigciem
byto zidentyfikowanie 3 potencjalnych miejsc wigzania DDE: monoaminooksydazy typu B
(MAO-B), enzymu konwertazy angiotensyny (ACE) oraz receptora histaminowego typu 1
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(HRH1), ktore to wyniki zostaly opisane w publikacji O15. P6Zniejsze badania pozwolity na
biochemiczne scharakteryzowanie nieznanego miejsca wigzania dla DDE w btonie maziowe]
objetej sanem zapalnym. W badaniach tych opracowatam metodyke przeprowadzenia
homogenizacji probek oraz zoptymalizowatam metod¢ wigzania radioizotopowego z uzyciem
[3H]D-deprenylu ([3H]DDE) jako znacznika. Powyzsze badania pozwolily na ustalenie, iz cel
molekularny dla DDE stanowi najprawdopodobniej biatko zwigzane ze strukturg blony
komorkowej a powinowactwo [3H]DDE wzrasta wraz z nasileniem stanu zapalnego. Jednakze

nie udato si¢ jednoznacznie ustali¢ czy enzym MAO-B (biatko zewngtrznej blony
mitochondrialnej) stanowi marker stanu zapalnego a jednocze$nie gtowny cel wigzania dla
[3H]DDE. Powyzsze obserwacje opublikowane zostaly w formie publikacji oryginalnej O21
a takze zostaly zaprezentowane na zagranicznej konferencji naukowej w formie plakatu Z33.

Podczas odbywania stazu podoktorskiego nawigzatam réwniez wspolpracg z Zakladem
Farmakodynamiki ~ Warszawskiego  Uniwersytetu Medycznego w ramach oceny
powinowactwa zwigzku AA3052 - DALDA(chimery DALDA - substancja P) do receptorow
opioidowych typu p. Wyniki moich badan w tym kierunku zaowocowaty publikacja O14 jak
réwniez zostaly zaprezentowane w formie plakatu Z25 na mie¢dzynarodowej konferencji
krajowej. W 2017 r. wyniki te zostaly nagrodzone nagroda N5.

Po zakonczeniu badan w ramach stazu podoktorskiego, rozpoczgtam w 2016 r. pracg na
stanowisku adiunkta w Zaktadzie Farmakodynamiki (obecnie Zaktad Farmakodynamiki
i Patofizjologii) Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. W ramach swojej pracy
badawczej, aktywnie uczestniczytam w realizacji trwajacych w Zakladzie projektow
badawczych majacych na celu okreslenie roli inhibitorow tlenku azotu (NO) na dziatanie
przeciwbolowe tapentadolu, przydatnosci stosowania jednoczesnego podania antagonistow
NMDA i receptora histaminowego H, a takze zastosowania zwigzkéw hybrydowych opioid-
neurotensyna w terapii bolu ostrego. Powyzsze badania potwierdzily korzystny wpltyw
zahamowania syntezy NO na efekt przeciwbolowy tapentadolu a takze udowodnity istotna
role receptorow NMDA 1 Hs w modulacji odpowiedzi bolowej w bolu pochodzenia
niezapalnego. Wyniki opisanych powyzej badan opublikowane zostaty jako prace oryginalne
012 i O19 oraz jako doniesienie zjazdowe Z28 na konferencji krajowej. Na podstawie
przeprowadzonych przeze mnie badan in vivo udato si¢ okresli¢, iz hybrydyzacja farmakofora
opioidowego oraz neurotensynowego w jedng czasteczke 0 nazwie roboczej [lle(9)]PK20, jest
strategig obnizajaca aktywnos$¢ przeciwbolowa zwigzku. Zjawisko to, opisane zostatlo w pracy

oryginalnej O13.
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Korzystajac z doswiadczenia zdobytego podczas stazu doktorskiego w zakresie analizy
efektywnosci nowych zwigzkow w modelach boélu neuropatycznego, podjetam sie
uczestnictwa w badaniach okres$lajacych przeciwbolowy wptyw ekstraktu z lisci Ligustrum
vulgare w modelu polineuropatii cukrzycowej. Najwazniejszym wynikiem otrzymanym
w toku badan byla obserwacja, iz irydoidy oraz flawoniody zawarte w wodnym ekstrakcie
wykazuja dziatanie anty-allodyniczne, niezwigzane z dziataniem hipoglikemicznym. Wyniki
powyzszych obserwacji opublikowane zostaty w pracy oryginalnej O20.

Postanowitam réwniez kontynuowa¢ badania nad wyja$nieniem réznic pomi¢dzy myszami
HA i LA, tym razem w aspekcie podatnosci na uzaleznienie od alkoholu. Najistotniejsza
obserwacja poczyniong w toku badan, bylo wykazanie, iz farmakologiczne zablokowanie
receptora opioidowego O jak réwniez niska, endogenna aktywno$¢ ukladu opioidowego,
sprzyja rozwojowi uzaleznienia od alkoholu. Odkrycie to opublikowane zostalo jako praca
oryginalna O17 oraz zostalo nagrodzone nagrodg N6. Ponadto okresliliSmy, iz zwigkszenie
przepuszczalno$ci bariery krew-moézg hamuje spozycie oraz preferencje alkoholu hamujac
tym samym rozwdj uzaleznienia. Badania w tym kierunku zostaly nagrodzone nagroda N7.
Opis problematyki uzaleznienia od alkoholu zostalta omoéwiona dodatkowo w pracy
przegladowej P2.

W 2018 r. bylam inicjatorka nowej koncepcji badawczej wskazujacej na obnizenie
poziomu neurotropowego czynnika pochodzenia moézgowego (BDNF) wskutek
rozszczelnienia bariery krew-moézg, jako nowego mechanizmu etiologii  zaburzen
depresyjnych. Koncepcja ta zostala zaprezentowana na mig¢dzynarodowej konferencji
krajowej w postaci plakatu Z26. Tematyka badan stanowila réwniez podstawe 1 pracy
magisterskiej, w ktorej pelitam rol¢ promotora. Praca ta zajela IV miejsce oraz nagrode
publicznosci na 55 Wydziatlowym Konkursie Prac Magisterskich Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego.

Moja dodatkowa dziatalno$¢ badawczg stanowig badania okreslajagce przeciwdepresyjng
aktywnos¢ ligandow receptorow 5-HTy i 5-HT, w ramach wspotpracy z Zaktadem Chemii
Organicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. W ramach wyzej wymienione]

wspotpracy powstata publikacja oryginalna O22.
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