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Podstawa osiagnigcia jest cykl 4 publikacji w czasopismach o mi¢dzynarodowym zasiegu o

zsumowanym wspotczynniku IF = 9,3

b) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy),

1. Witkowski G, Szulezyk B, Rola R, Szulczyk P. (2008) D(1) dopaminergic control of G
protein-dependent inward rectifier K(+) (GIRK)-like channel current in pyramidal neurons of

the medial prefrontal cortex. Neuroscience, 155, 53-63.

Razem z innymi autorami badalem wplyw agonisty receptora D1 na kanaty jonowe K" typu
GIRK w neuronach piramidowych kory przedczotowej. Sam wykonatem rejestracje dotyczace
wplywu inhibitoréw kanatéow typu GIRK na potencjal blonowy w skrawkach kory
przedczotowe] oraz zbadatem wplyw substancji biologicznie czynnych na ten potencjat. Swoj

udzial w pracy szacuje na 60%.

IF=3,5 punkty MNiSW=27

2. Szulezyk B, Ksiazek A, Ladno W, Szulezyk P. (2012) Effect of dopamine receptor
stimulation on voltage-dependent fast-inactivating Na* currents in medial prefrontal cortex

(mPFC) pyramidal neurons in adult rats. Acta Neurobiologiae Experimentalis, 72, 1-14.

Rozwinalem w Zakladzie Fizjologii i Patofizjologii WUM metodg rejestracji pradow
sodowych w  konfiguracji makrofatek i potencjatow blonowych w  konfiguracji
gramicydynowej w skrawkach kory moézgowej. Przeprowadzitem wszystkie rejestracje przy
pomocy powyzszych metod w celu przebadania wptywu agonisty receptora DI na prady
sodowe. Swoj udzial w przygotowaniu koncepcji pracy, wykonaniu i analizie do$wiadczen

oraz przygotowaniu publikacji do druku oceniam na 85%.

IF=2,0  punkty MNiSW=15

3. Szulezyk B. (2015) B-adrenergic receptor agonist increases voltage-gated Na* currents in

medial prefrontal cortex pyramidal neurons. Neuroscience Letters, 59, 87-93.



Praca zostata wykonana w cafosci przeze mnie (udziat 100 %). Jestem autorem koncepcji
publikacji, sam wykonalem wszystkic eksperymenty, sam napisatem i opublikowatem

manuskrypt.

IF=2,0 punkty MNiSW=20

4. Szulezyk B. (2016) Somatic and dendritic perforated-patch recordings reveal B-adrenergic
receptor-induced depolarization in medial prefrontal cortex pyramidal neurons. Acta

Neurobiologie Experimentalis, 76, 158-164.

Moj udzial wynosi 100 %. Jestem autorem koncepcji publikacji, sam wykonatem wszystkie
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¢) oméwienie celu naukowego/artystyeznege ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz z

omoOwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wstep

W neuronach korowych wystepuja tzw. przedtuzone depolaryzacje btony komoérkowej (z ang.
prolonged depolarization lub up-states Iub self-maintained depolarizations). Przedhizone
depolaryzacje sa to odchylenia potencjalu blonowego spoczynkowego w kierunku
potencjatow mniej ujemnych i trwajace zwykle od kilku do kilkudziesieciu sekund.
Przedluzone depolaryzacje moga mie¢ tak duza amplitude, ze aktywuja potencjalozalezne
kanaly jonowe glownie Na’ co powoduje powstanie na szczycie depolaryzacji serii

potencjaléw czynnosciowych.

Przedtuzone depolaryzacje wystepuja, miedzy innymi, w neuronach korowych w czasie snu
NREM 1 w czasie znieczulenia ogélnoustrojowego (Beltramo i wsp. 2013; Crunelli i Hughes,
2010), w korze czuciowej (Petersen i wsp. 2003) oraz w neuronach piramidowych kory

przedczotowej (Goldman-Rakic, 1995; Durstewitz i wsp. 2000).



Szczegblne znaczenie przypisuje sie przedhuzonym depolaryzacjom wystepujacym w
neuronach piramidowych kory przedezotowej. Uwaza sie, ze depolaryzacje te sa
funkcjonalnym odzwierciedleniem pamieci operacyjnej (Goldman Rakic 1995, Durstewitz i
wsp. 2000). Pamig¢ operacyjna polega na krétkotrwatym przechowywaniu informacji i
wykorzystaniu ich w celu wykonywania biezacych czynnosci (Durstewitz i wsp. 2000).
PamigC operacyjna jest niezbedna do realizacji funkcji poznawczych takich jak np.:
planowanie, podejmowanie decyzji, rozumienie i rozumowanie (Plakke i wsp. 2015). W
zwigzku z tym dysfunkcja pamieci operacyjnej moze prowadzi¢ do zaburzeh funkeji
poznawczych (Trivedi 2006), co jest cecha wielu chorob neuropsychiatrycznych (Hains i
Arnsten 2008).  Zaburzenie pamieci operacyjnej wystepuje w  schizofrenii, otepieniu
starczym, zespole nadaktywnodci psychoruchowej, zaburzeniach nastroju, zaburzeniach
lgkowych - rozpowszechnionych i kosztownych w leczeniu patologiach (Hains i Arnsten
2008, Trivedi 2006). W zwiazku z tym badania nad mechanizmem powstawania
przedtuzonych depolaryzacji w neuronach piramidowych sg intensywnie prowadzone ze

wzgledow poznawczych i praktycznych.

Zaklada sie, ze przedluzone depolaryzacje w neuronach piramidowych kory przedczotowej
zalezg od:

a. wiasciwosci struktur komoérkowych glownie kanalow jonowych neuronu (Tseng i
O’Donnell 2005), i/lub

b. kontroli neuronéw piramidowych kory przedczotowej przez neuroprzekazniki (Tseng i

O’Donnell 2005).

Istotng role w regulacji funkcji neuronéw kory przedczotowej odgrywaja dwa
neuroprzekazniki: noradrenalina i dopamina. Neurony, ktérych zakonczenia aksonalne
wydzielajg w korze przedczotowe] noradrenaline i dopamine posiadajg swoje ciata komérkowe
odpowiednio w jadrze miejsca sinawego i w obszarze brzusznym nakrywki pnia mézgu (Hains
i Arnsten 2008; Tseng i wsp. 2006). Noradrenalina i dopamina wplywaja na funkcjonowanie
neurondw poprzez dziatanie na receptory metabotropowe noradrenergiczne i dopaminergiczne.
Wymienione  receptory  kontroluja  funkcje efektorow komoérkowych  blonowych,
cytoplazmatycznych lub jadrowych za posrednictwem biatek G i wtornych przekaznikow

cytoplazmatycznych (Maurice i wsp. 2001).



Stwierdzono, ze zbyt wysoki poziom dopaminy i noradrenaliny w korze przedczotowej
wystepujacy w sytuacjach stresowych i w zespole stresu pourazowego moze uposledzad
funkcjonowanie pamieci operacyjnej (Hains i Arnsten 2008). Réwniez zbyt niski poziom
katecholamin w korze przedczotowej wystepujacy w schizofrenii moze powodowaé zaburzenia
pamigci operacyjnej (Arnsten 2011). W zwiazku z tym poziom uwalnianej dopaminy i
noradrenaliny musi by¢ optymalny w celu zapewnienia prawidlowego funkcjonowania kory

przedczotowej (Hains i Arnsten 2008).

Substancje farmakologiczne wiazace sie z receptorami dopaminergicznymi i adrenergicznymi
w korze przedczolowej moga poprawiaé jej funkcje poznawcze. Wykazano na przyklad, ze
agonisci receptora dopaminergicznego typu D1 poprawiaja pamieé operacyjng w zwierzecych
modelach schizofrenii (Roberts i wsp. 2010). Wykazano rowniez, ze selektywny antagonista
receptora adrenergicznego typu Bl bataxolol podawany do kory przedczotowej powoduje
poprawe pamigci operacyjnej u osobnikéw zdrowych (Ramos i wsp. 2005).

W zwigzku z powyzszym istotne jest poznanie mechanizméw odpowiedzialnych za kontrole
aktywnosci neurondéw piramidowych przez noradrenaling i dopaming. By¢ moze
modyfikowanie funkcji ukladéw przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego  lub
efektorow komorkowych, ktére sq kontrolowane przez receptory dopaminergiczne i
noradrenergiczne, bedzie mialo lepsze efekty terapeutyczne niz dziatanie na receptor

metabotropowy.

Skrécone oméwienie osiggnigcia

W publikacjach swojego cyklu habilitacyjnego postanowitem przebadaé wplyw pobudzenia
receptorow dopaminergicznych i B-adrenergicznych na potencjat blonowy i kanaly jonowe
neuronéw piramidowych kory przedczotowej w warunkach w ktérych $rodowisko
wewnatrzkomorkowe zostato nienaruszone. Gwarantowalo to obecnodé struktur i zwigzkoéw
wewnatrzkomoérkowych, ktére posrednicza w  przekazywaniu informacji od receptoréow

btonowych do efektoréw komérkowych.

Moim osiagnigciem metodycznym bylto zastosowanie i rozwinigcie w Zaktadzie Fizjologii i
Patofizjologii WUM réznych technik rejestracji pradow i potencjatéw ze skrawkéw kory

mozgowej. Metody te zastosowalem w swoich publikacjach, ktore nalezg do cyklu



habilitacyjnego jak réwniez w innych publikacjach i doniesieniach zjazdowych, ktore ukazaly

si¢ po obronie pracy doktorskie;.

Publikacja nr 1 cyklu wykazuje, ze pobudzenie receptora dopaminergicznego powoduje
depolaryzacje potencjatu blonowego w mechanizmie blokowania kanatow jonowych K* typu
GIRK w neuronach piramidowych kory przedczotowej. Publikacja nr 2 wykazuje, ze
pobudzenie receptora dopaminergicznego obniza prog pobudzenia potencjatozaleznych pradow
jonowych Na® w neuronach piramidowych kory przedczotowej. W publikacji nr 3 wykazano,
ze pobudzenie receptora B-adrenergicznego réwniez obniza prog pobudzenia pradéw jonowych
Na* w neuronach piramidowych kory przedczotowej. W publikacji nr 4 natomiast wykazano,
ze aktywacja receptora B-adrenergicznego powoduje depolaryzacje potencjatu blonowego w

ciele komérkowym i w dendrycie apikalnym neuronéw piramidowych kory przedczotowej.

Cykl moich publikacji wykazuje, ze aktywacja receptorow  adrenergicznych lub
dopaminergicznych prowadzi do depolaryzacji blony komoérkowej i obnizenia progu
pobudzenia potencjatozaleznych kanalow jonowych Na' w neuronach piramidowych kory
przedczotowej. Te dwa czynniki sprzyjaja powstawaniu przedtuzonych aktywnosci neuronéw

piramidowych kory przedczotowe;.

Publikacja nr 1 cyklu habiltacyjnego

Witkowski G, Szulezyk B, Rola R, Szulczyk P. (2008) D(1) dopaminergic control of G
protein-dependent inward rectifier K(+) (GIRK)-like channel current in pyramidal neurons of

the medial prefrontal cortex. Neuroscience, 155, 53-63.

Liczni autorzy wykazali, ze receptory metabotropowe dopaminergiczne maja wplyw na
dziatanie pamigci operacyjnej oraz biorg udzial w mechanizmie powstawania przedtuzonych
depolaryzacji w neuronach piramidowych kory przedczotowej (np.: Goldman Rakic 1995;
Tseng i O’Donnell 2005). Celem przedstawionej publikacji bylo zbadanie w jakim
mechanizmie receptory dopaminergiczne reguluja potencjal blonowy w neuronach

piramidowych kory przedczolowej szczuréw mlodych a w szczegblnosci jaki system



przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego oraz jaki efektor sq odpowiedzialne za

zalezng od dopaminy zmiane potencjatu blonowego.

Potencjalnym efektorem kontrolowanym przez receptory dopaminergiczne s kanaty jonowe

typu GIRK (G protein-dependent inward rectifier K™ channels). Kanaty te sa konstytutywnie

aktywne 1 selektywnie przewodne dla jonéw K'. W zwiazku z tym zmniejszenie

prawdopodobiefistwa ich otwar¢ wywoluje depolaryzacje btony komorkowej.

W celu unikniecia wyptukiwania wtérnych przekaznikow cytoplazmatycznych pojedyncze
kanaly jonowe rejestrowano metodg fatkowa z rozproszonych neuronéw piramidowych kory
przedczolowej. Ponadto  rejestracje wykonywano w plynie zewnatrzkomoérkowym
zawierajacym wysokie stezenie jonow K*. Zapewnito to ustabilizowanie potencjatu btonowego
neuronu na poziomie okoto 0 mV. Dzigki temu potencjal btonowy badanych neuronéw byl

Scisle kontrolowany.

Rejestrowane kanaly jonowe w blonie komoérkowej neuronéw piramidowych posiadaty
nastepujace wlasciwosci: przy potencjale blonowym -75 mV prawdopodobiefistwo ich otwaré
(NPo) wynosito 2.5 £ 0.3x107; éredni czas otwaré 0.53 £ 0.05 ms i przewodnos¢ 29.9 + 1.6
pS. Prad jonowy tego kanatu mial charakter dokomérkowy prostowniczy. Kanat ten byl
blokowany przez tertiaping i aktywowany przez baklofen. Wymienione wiasciwosci
wskazywaly, ze byl to kanat jonowy K* typu GIRK.

Prawdopodobienstwo otwar¢ tego kanalu odwracalnie zmniejszalo si¢ po podaniu
selektywnych agonistéw receptora dopaminergicznego typu D1 (SKF 38393 i SKF 81297).
Hamowanie aktywnosci kanatéw typu GIRK bylo znoszone po podaniu inhibitorow kinazy
biatkowej typu C (chelerytryny i kalfostyny). Wynik ten wskazuje, ze kanaty jonowe typu
GIRK sg hamowane w czasie aktywacji receptoréw dopaminergicznych typu D1 oraz ze w

przekazywaniu sygnalu wewnatrzkomoérkowego posredniczy kinaza biatkowa typu C.

Kolejne rejestracje prowadzono w skrawkach kory przedczotowej szczurow mitodych.

Wykazano, ze antagonista kanatéw typu GIRK SCH 23390, bedacy réwniez blokerem
receptora dopaminergicznego D1, wywoluje depolaryzacje potencjatu blonowego. Ponadto
udowodniono, ze inhibitor kanatéw typu GIRK ifenprodil takze, w sposéb odwracalny,

depolaryzuje potencjat blonowy badanych neuronéw.

Nastegpnie wykazano, ze pobudzenie receptoréw typu D1 wywohije odwracalng depolaryzacje

potencjalu bfonowego na drodze hamowania kanatéw jonowych typu GIRK. Stwierdzono



rowniez, ze podanie zewnatrzkomoérkowe jonéw Ba'™, ktére sa inhibitorami kanatow jonowych
typu GIRK, wywotuje depolaryzacje blony komérkowej. Po zablokowaniu kanatéw jonowych
typu GIRK przez jony Ba™ depolaryzacia zalezna od  pobudzenia receptora

dopaminergicznego typu D1 byta znoszona.

Podsumowujac, wyniki tej pracy wskazuja, ze aktywacja receptoréw dopaminergicznych typu
D1 wywotluje depolaryzacje, ktora zalezy od zmniejszenia prawdopodobieAstwa otwar¢
kanalow jonowych typu GIRK. System przekazywania sygnatu zalezat od aktywacji kinazy
biatkowej typu C.

Depolaryzacja blony komérkowej zalezna od aktywacji receptoréw dopaminergicznych typu
D1 moze ufatwia¢ powstawanie przedtuzonych aktywnodci neuronéw piramidowych kory

przedczotowe;.

Publikacja nr 2 cyklu habiltacyjnego

Szulezyk B, Ksiazek A, Ladno W, Szulczyk P. (2012) Effect of dopamine receptor
stimulation on voltage-dependent fast-inactivating Na* currents in medial prefrontal cortex

(mPFC) pyramidal neurons in adult rats. Acta Neurobiologiae Experimentalis, 72, 1-14.

Jak wspomniano powyzej przedituzone depolaryzacje w neuronach piramidowych kory
przedczotowej moga odgrywac istotna role w dziataniu pamigci operacyjnej. Na szczycie
przedtuzonych depolaryzacji wystepuja czesto serie potencjaléw czynnosciowych o ile
przedtuzone depolaryzacje przekrocza warto$é progowa dla potencjatozaleznych kanatow
jonowych Na*,

Celem publikacji bylo zbadanie wplywu pobudzenia receptorow dopaminergicznych na
wlasciwosci  potencjatozaleznych kanaléw jonowych Na® w neuronach piramidowych
szczurow dorostych zlokalizowanych w skrawkach w warstwie V kory przedczotowej.
Roéwniez celem pracy bylo zbadanie mechanizmu przekazywania sygnalu od receptora

dopaminergicznego do badanych potencjatozaleznych kanatow jonowych Na*.



Metodyka

W celu wykonania badan opisanych w publikacjach cyklu habilitacyjnego rozwinglem w
Zakladzie Fizjologii i Patofizjologii WUM metode rejestracji pradow Na* w konfiguracji
makrofatek (cell-attached) oraz metode rejestracji potencjatu btonowego w konfiguracji
perforowanych fatek. Potencjatozalezne prady jonowe Na* i potencj aly blonowe rejestrowatem
w neuronach zlokalizowanych w skrawkach kory przedczotowej szczuréw. Neurony w

skrawkach znajdujg si¢ w srodowisku zblizonym do fizjologicznego.

Przygotowatem procedure pozyskiwania skrawkéw z kory moézgowe]j szczuréw dorostych
(publikacja nr 2), ktéra jest odmienna od procedury przygotowania skrawkéw z kory
mozgowej szczuréw miodych (publikacja nr 1, 3 i 4). Przygotowalem réwniez procedure
identyfikacji neuronéw oraz tworzenia zigcza gigaomowego miedzy czubkiem pipety a btong

neuronu zlokalizowanego w skrawku kory przedczotowe;.

Receptor typu D1 jest receptorem metabotropowym sprzezonym z biatkiem G, ktéry reguluje
funkcje komorki za posrednictwem wtornych przekaznikow cytoplazmatycznych (Maurice i
wsp. 2001).  Rozwinigta przeze mnie metoda umozliwia rejestracje potencjatozaleznych
pradéw jonowych Na® z neuronéw zlokalizowanych w skrawkach w konfiguracji makrotatek
(bez przebijania blony komorkowej). Prady jonowe Na' rejestrowano z tatki znajdujacej sie
pod pipeta. Rejestracje te sg trudne technicznie i wymagaja wyeliminowania tak Zwanego
artefaktu bodzca, ktory jest rejestrowany razem z pradami jonowymi Na'. W celu
wyeliminowania artefaktu zwiazanego z bodzcem elektrycznym (ktéry powstawat w chwili
skokowej depolaryzacji blony komérkowej) rejestrowaltem prady jonowe Na® razem z
artefaktem, a nastepnie rejestrowatem sam artefekt po inaktywowaniu pradow jonowych Na'.
Po odjgciu powyzszych rejestracji uzyskiwatem wyizolowany, potencjatozalezny prad jonowy

Na™.

Poniewaz w blonie pod pipeta znajdowala sie niewielka liczba potencjatozaleznych kanatow
jonowych Na" amplituda rejestrowanych pradow sodowych byla bardzo mata (rzedu 20-30
pA). W celu uzyskania satysfakcjonujacych rejestracji pradow jonowych kanatowych

redukowatem szumy rejestracji przez pokrycie pipet elastomerem (Sylgard) oraz utrzymywanie
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niskiego poziomu ptynu w komorze rejestracyjnej. Ponadto, w celu zwigkszenia amplitudy
rejestrowanych pradéw jonowych w stosunku do szuméw stosowatem wielokrotne udrednianie

rejestrowanego sygnatu.

Po zakonczonej rejestracji pradéw sodowych przebijatem blone pod pipeta przy pomocy

podcisnienia w celu zmierzenia potencjatu btonowego neuronu.

W celu wykonania badan opisanych w publikacji nr 2 opracowatem procedure rejestracji
potencjatu  blonowego metoda perforowanych tatek w neuronach piramidowych
zlokalizowanych w skrawkach u szczuréw dorostych. W tym celu do plynu wewnatrz pipety
rejestracyjnej, oprocz innych zwiazkow, dodawatem antybiotyk polipeptydowy gramicydyne.
Po wytworzeniu zigcza wysokooporowego miedzy czubkiem pipety a blong neuronu
gramicydyna tworzyta w blonie latki kanaly przewodne dla kationéw jednowarto$ciowych.
Otrzymywalem w ten sposob dostep elektryczny do neuronu co umozliwiato rejestracje
potencjaléw btonowych. Zastosowanie tej metody gwarantowalo utrzymanie statosci
srodowiska wewnatrzkomoérkowego i tym samym zachowanie wtornych przekaznikéw

wewnatrzkomoérkowych.

Wyniki otrzymane w publikacji nr 2 cyklu habilitacyjnego

Badane neurony piramidowe zlokalizowane byty w skrawkach kory przedczotowej szczurow
dorostych. Wykazano, ze podanie agonisty receptora dopaminergicznego typu D1 nie wptywa
na maksymalng amplitude potencjatozaleznych pradéow jonowych Na*, ale powoduje obnizenie
ich progu pobudzenia (przesunigcie krzywej aktywacji w kierunku hiperpolaryzacji).

Nastepnie zbadano mechanizm przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego od receptora
D1 do potencjalzaleznego kanatu jonowego Na*. Wykazano, ze podanie zewnatrzkomérkowe
rozpuszczalnego w lipidach analogu ¢cAMP wywiera taki sam wplyw na potencjatozalezne
prady jonowe Na® jak aktywacja receptora dopaminergicznego typu D1, to znaczy, przesuwa
krzywa aktywacji tych pradow w kierunku hiperpolaryzacji (obniza ich prog pobudzenia).
Podanie analogu cAMP nie mialo wplywu na potencjat blonowy. Wynik ten wskazuje, ze
przekazywanie sygnatu wewnatrzkomorkowego od receptora typu D1 do kanatu jonowego Na*

moze by¢ zalezne od cAMP .
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cAMP moze modyfikowaé wiasciwodci kanalow jonowych Na* bezposrednio lub wtérnie za
posrednictwem aktywacji kinazy biatkowej A, ktéra fosforyluje kanat jonowy Na’ i zmienia
jego whasciwosci kinetyczne. W celu rozstrzygniecia, ktéra z tych mozliwosci jest prawdziwa
badano wptyw agonisty receptora D1 na prady jonowe Na* w obecnodci inhibitora kinazy
biatkowej A (H-89). Po zablokowaniu tej kinazy aktywacja receptora dopaminergicznego typu
D1 nie miata wptywu na krzywa napieciowo-pradows i prog aktywacji potencjatozaleznych
pradéw jonowych Na’. W zwiazku z tym za przekazywanie sygnatu od receptora
dopaminergicznego typu D1 do potencjatozaleznego kanatu Na® w neuronach piramidowych

kory przedczotowej odpowiada kinaza biatkowa A.

Podsumowujac rejestracje w konfiguracji bez przebicia btony komorkowej wykazaly, ze
agonista receptora D1 obniza prog aktywacji kanaléw jonowych Na' i nie zmienia ich
maksymalnej amplitudy. Wynik ten byt zasadniczo odmienny od dotychczasowych zalozen.
Dotychczas wskazywano, ze amplituda potencjatozaleznych kanatéw jonowych Na" w
neuronach piramidowych kory przedczotowej i hipokampa zmniejsza sig, a prog ich aktywacji
nic ulega zmianie w czasie aktywacji receptor6w dopaminergicznych typu D1 (Maurice i wsp.

2001; Cantrell i wsp. 1999).

W celu wyjasnienia tych rozbieznosci powtérzono w publikacji nr 2 badania przy
zastosowaniu metody uzywanej przez autordw cytowanych powyzej, tzn. badano wplyw
agonisty receptora dopaminergicznego typu DI na prady jonowe Na' po przebiciu btony
komorkowej neuronéw piramidowych (whole-cell voltage-clamp). W tej sytuacji rzeczywiscie
amplituda prgdéw jonowych Na" ulegala zmniejszeniu, a prég ich pobudzenia pozostawal bez

zmian.

Wyniki  te  wskazuja  jednoznacznie, ze  wyphukanie wtérnych  przekaznikow
cytoplazmatycznych (przy zastosowaniu metody ,,whole-cell voltage-clamp”) moze zmieniaé

mechanizm kontroli kanatéw jonowych przez receptory metabotropowe.

Zwigkszenie  efektywnosci  pradéow Na® w  nastepstwie aktywacji  receptoréw
dopaminergicznych typu D1 w neuronach piramidowych kory przedczotowej zostato
potwierdzone przez inne laboratorium (Gorelova i Seamans 2015), kilka lat po ukazaniu sie
publikacji nr 2 cyklu. Cytowani autorzy réwniez nie przebijali blony komérkowej w celu

oceny aktywnosci pradéw jonowych Na* po aktywacji receptoréw dopaminergicznych.
Jonowy p ] p giczny
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W konfiguracji makrotatek potencjal blonowy nie jest kontrolowany. Istniala mozliwo$¢, ze
agonista receptora dopaminergicznego typu D1 wptywa nie tylko na kanaly Na* ale rowniez na
potencjal blonowy badanych neuronéw. Gdyby tak byto wyniki dotyczace wptywu agonisty
receptora D1 na prady jonowe Na" bylyby trudne do interpretacji. W celu rozwiazania tego
problemu zarejestrowano potencjal blonowy z zastosowaniem metody gramicydynowe;.
Wykazano, ze agonista receptora D1 nie wptywa na potencjat btonowy badanych neuronéw
szezuréw dorostych. W zwiazku z tym zmiany wiasciwosdci kinetycznych pradéw jonowych
Na" w odpowiedzi na podanie agonisty receptora D1 nie mogly byé wtérme do zmian
potencjatu blonowego. Nalezy podkresli¢, ze badanie wplywu receptoréw dopaminergicznych
na potencjatozalezne kanaly jonowe Na’ u szczuréw dorostych jest korzystne (Jest to wygodny
model), poniewaz aktywacja receptora dopaminergicznego typu D1 nie zmienia potencjatu

blonowego 1 nie wplywa wtdrnie na aktywno$¢ kanatow Na®.

Whioski z publikacji nr 1i 2 cyklu

Przedtuzone depolaryzacje w neuronach piramidowych kory przedczotowej prowadza do tzw.

przetrwatych aktywnosci czyli serii potencjaléw czynnosciowych na szezycie depolaryzacji.

Receptory  dopaminergiczne typu DI uczestnicza w powstawaniu przedtuzonych
depolaryzacji w neuronach piramidowych kory przedczotowej. W publikacji nr 1 wykazano,
ze aktywacja tych receptorow prowadzi do zamkniecia kanatéw K typu GIRK i
depolaryzacji btony komoérkowej. W przekazywaniu sygnatu wewnatrzkomoérkowego bierze
udzial kinaza biatkowa typu C. Przedluzone depolaryzacje moga by¢ podprogowe dla
potencjatozaleznych kanatéw jonowych Na‘. W publikacji nr 2 wykazano, ze aktywacja
receptor6w dopaminergicznych typu D1 prowadzi rowniez do aktywacji kinazy biatkowej A i
obnizenia progu pobudzenia potencjatozaleznych kanatéw jonowych Na*. Obnizenie progu
pobudzenia tych kanalow utatwia powstanie serii potencjatow czynno$ciowych na szczycie
przedtuzonych depolaryzacii.

Nalezy podkresli¢, ze w powstawaniu przedtuzonych depolaryzacji, oprocz receptoréw
dopaminergicznych typu D1, uczestnicza rowniez inne receptory na przyktad typu NMDA
(Tseng 1 O’Donnell 2005).
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Hipoteze przedstawiajaca wplyw agonisty receptora dopaminergicznego na przedtuzone

depolaryzacje przedstawiono na ponizszej rycinie nr 1.

A potencjaty czynnosciowe wystepujace
receptor dopaminergiczny D1 — na szczycie przedtuzonej depolaryzacji

kinaza biatkowa A— // / / /,/ ,//
obnizenie progu pobudzenia pradow Na* Y ’ !
.
N
Ny
AN
B .
\\
N\
AN
AN

kinaza bialkowa C — AN

N .
kanaty jonowe typu GIRK \\ \
,«\J N

)

receptor depaminergiczny D1 -

30 mv

f
200 msec przedtuzona depolaryzacija

Rycina 1. Wplyw pobudzenia receptoréw dopaminergicznych DI na potencjal blonowy i prig
pobudzenia potencjalozaleznych kanaléw jonowych Na™ w neuronach piramidowych kory
przedczotowey.

A. Aktywacja receptoréw DI powoduje obnizenie progu aktywacji potencjatozaleznych
kanalow jonowych Na™. W przekazywaniu sygnalu wewnaqtrzkomérkowego posredniczy kinaza
bialkowa typu A. B. Aktywacja receptora typu DI powoduje réwniez depolaryzacje blony
komorkowej zalezng od hamowania aktywnosci kanatéw typu GIRK. W przekazywaniu sygnatu
wewnqtrzkomdrkowego posredniczy kinaza biatkowa typu C.

Publikacja nr 3 cyklu habilitacyjnego

Szulezyk B. (2015) B-adrenergic receptor agonist increases voltage-gated Na® currents in

medial prefrontal cortex pyramidal neurons. Neuroscience Letters, 59, 87-93.

Celem pracy bylo zbadanie wplywu pobudzenia receptorow  [B-adrenergicznych na
potencjatozalezne prady jonowe Na® w neuronach piramidowych kory przedczotowej oraz
zbadanie jaki jest mechanizm przekazywania sygnatu wewnatrzkomoérkowego od receptora B3-

adrenergicznego do kanaléw jonowych Na* u szczuréw mtodych.
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W celu rejestracji potencjalow blonowych zastosowatem metode perforowanych tatek (przy
uzyciu gramicydyny). Stwierdzilem, ze agonista receptora B-adrenergicznego izoproterenol
wywotuje depolaryzacje neuronéw piramidowych kory przedczotowej. Depolaryzacja blony
komoérkowej wywolana przez aktywacje receptoréw B-adrenergicznych moze zaleze¢ od
zamknigceia konstytutywnie aktywnych kanatéw jonowych K* np.: typu GIRK, IRK i innych
kanatow K* tzw. przeciekowych lub zwickszenia przewodnosci kanatow jonowych Na* np.:
typu HCN (Iy). Kanaly typu HCN oraz cze$é kanaléw jonowych K* jest blokowana w
obecnosci jondw Cs* w sztucznym plynie zewnatrzkomérkowym. Wykazatem, ze w obecnodci
jonéw Cs” izoproterenol nie wywoluje depolaryzacji potencjatu blonowego badanych
neuronow. Dlatego wszystkie rejestracje potencjatozaleznych pradéw Na* wykonywalem w
obecnosci  jonow Cs* w  $rodowisku zewngtrzkomorkowym. W tych  warunkach
doswiadczalnych zmiana wlasciwosci kinetycznych kanalow jonowych Na' przez

izoproterenol wynikata z wptywu na kanat a nie ze zmian potencjatu blonowego.

Wykazalem réwniez, ze wplyw aktywacji receptora B-adrenergicznego na potencjal btonowy
zalezy od wzrostu przewodnosci kanatow Iy a nie od stale otwartych kanatow jonowych K*
poniewaz zalezna od izoproterenolu depolaryzacja byta znoszona po podaniu selektywnego

antagonisty kanatow Ij,.

Prady jonowe Na" wywotywatem przez prostokatne bodzce depolaryzujace btone komérkowa.
Podanie agonisty receptora B-adrenergicznego izoproterenolu nie wplywato na maksymalng
amplitude pradéw Na' ale przesuwato krzywa aktywacji tych pradéw w kierunku

hiperpolaryzacji czyli powodowalo obnizenie progu ich aktywacji.

Izoproterenol, ktory aktywuje zaréwno receptory B1 jak i B2-adrenergiczne, nie wplywat na
badane prady Na® w obecnodci nieselektywnego antagonisty receptora B-adrenergicznego
propranololu. Podanie selektywnego antagonisty receptora B1-adrenergicznego metoprololu
rowniez znosito wplyw izoproterenolu na kanaly jonowe Na'. Jest to dowdd na to, ze

izoproterenol wplywa na kanaty Na* poprzez aktywacje receptora B1-adrenergicznego.

Nastgpnie zbadalem jakie kinazy biatkowe biora udzial w przekazywaniu sygnatu
wewnatrzkomorkowego od receptora B-adrenergicznego do kanatu jonowego Na'. W

obecnosci antagonisty kinazy biatkowej A (H-89) efekt dzialania izoproterenolu na kanaty
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jonowe Na' byl cze$ciowo zniesiony. W nastepnej serii eksperymentéw zbadatem czy
rozwazany efekt izoproterenolu zalezy od kinazy biatkowej C. W obecnosci antagonisty kinazy
bialkowej C (chelerytryny) w sztucznym ptynie zewnatrzkomorkowym efekt izoproterenolu na
prady jonowe Na* byl rowniez czesciowo zniesiony. Po jednoczesnym zablokowaniu kinazy
biatkowej A i C obnizenie progu aktywacji pradéw jonowych Na* pod wptywem dziatania
izoproterenolu byto catkowicie zniesione.

W zwiazku z tym kinazy biatkowe C i A sa zaangazowane w przekazywanie sygnatu od

receptora B-adrenergicznego do kanatu jonowego Na®.

Whioski z publikacji 3

Wyniki badan przedstawionych w publikacji nr 3 wskazuja, ze aktywacja receptorow B-
adrenergicznych w neuronach piramidowych kory przedczotowej prowadzi do depolaryzacji
blony komorkowej czyli moze by¢ jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za powstawanie

przedluzonych depolaryzacji w neuronach piramidowych kory przedczotowe;.

Aktywacja  receptorow B1 prowadzi réwniez do  obnizenia progu aktywacji
potencjalozaleznych ~ kanalow  jonowych  Na'. W przekazywaniu  sygnatu
wewngtrzkomoérkowego posredniczyla kinaza biatkowa A i C. Proces ten moze ulatwiaé
powstawanie serii potencjaléw czynnosciowych wystepujacych na szczycie przedtuzonych

depolaryzacji w neuronach piramidowych kory przedczotowe;.

Efekt fizjologiczny i funkcjonalny pobudzenia receptoréw dopaminergicznych typu D1 i
noradrenergicznych typu B1 jest podobny jednak systemy przekazywania sygnatu
wewnatrzkomorkowego  odpowiedzialne za zmniejszenie progu pobudzenia kanatow

jonowych Na™ sa czesciowo odmienne.

Publikacja nr 4 cyklu habilitacyjnego
Szulezyk B. (2016) Somatic and dendritic perforated-patch recordings reveal B-adrenergic

receptor-induced depolarization in medial prefrontal cortex pyramidal neurons. Acta

Neurobiolgiae Experimentalis, 76, 158-164.
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Dotychczasowe badania wiasciwosei struktur blonowych odpowiedzialnych za aktywnosé
neurondw w  przewazajacej wiekszosci  przypadkow (publikacji) dotycza struktur
zlokalizowanych w obszarze ciata komodrkowego neuronéw. Badania takie moga by¢
obarczone bledem polegajacym na tym, ze struktury gtéwnie odpowiedzialne za powstawanie
potencjalu  blonowego, zmiang potencjalu blonowego i powstawanie potencjatow
czynnosciowych sg zlokalizowane przede wszystkim w dendrytach oraz we wzgorku aksonu a
nie w obszarze ciata komérkowego. Prawdopodobnie odmienne struktury odpowiedzialne za
aktywno$¢ neuronu sa zlokalizowane w réznych przedziatach (compartments) neuronu: w
dendrytach (i réznych czesciach dendrytow), w ciele komérkowym, we wzgorku aksonu i

samym aksonie (Berger i wsp. 2001; Gorelova i Seamans 2015).

Rejestracje potencjaléw blonowych i kanalow jonowych dendrytow sa przeprowadzane bardzo
rzadko. Jest to spowodowane trudnosciami metodycznymi zwigzanymi z rejestracjami

aktywnoscei np.: kanatéw jonowych w tak matych strukturach jakimi sq dendryty.

Celem publikacji nr 4 cyklu bylo zbadanie wptywu pobudzenia receptora B-adrenergicznego na
potencjal blonowy w ciele komoérkowym i w dendrytach apikalnych neuronow piramidowych
kory przedezotowej szczuréw mlodych. Celem pracy bylo réwniez zbadanie mechanizmu
przekazywania sygnatu pomiedzy receptorem i efektorem blonowym kontrolowanym przez

receptory B-adrenergiczne.

Celowo wybrano uktad do$wiadczalny dotyczacy mechanizmow odpowiedzialnych za kontrole
potencjalu blonowego przez receptory B-adrenergiczne w neuronach piramidowych kory
przedczotowej, poniewaz mechanizm ten zostat uprzednio przeze mnie wstepnie przebadany

przy zastosowaniu rejestracji wykonanych z obszaru ciata komérkowego (patrz publikacja nr

3).

Rejestracje  potencjalu ~ blonowego  prowadzitem  metoda perforowanych  latek
(gramicydynowa).

Najpierw wykazatem, ze agonista receptoréw B-adrenergicznych izoproterenol wywoluje
depolaryzacj¢ w ciele komoérkowym neuronéw piramidowych kory przedczotowej. Wynik ten
zawarty jest rOwniez w publikacji nr 3 cyklu, ktéra dotyczy wplywu izoproterenolu na prady

jonowe Na®. W publikacji nr 3 jednak wszystkie rejestracje prowadzitem w temperaturze
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pokojowej w przeciwienstwie do opisywanej w tym podrozdziale publikacji nr 4, w ktorej
temperaturg sztucznego plynu zewnatrzkomorkowego utrzymywatem na poziomie 35 stopni
Celsjusza. Amplituda depolaryzacji potencjatu blonowego wywolanej przez pobudzenie
receptora B-adrenergicznego byta mniejsza w temperaturze pokojowej (publikacja nr 3) niz w

temperaturze 35 stopni (publikacja nr 4).

Izoproterenol pobudza zaréwno receptory B1 jak i B2 adrenergiczne. Obserwowana
depolaryzacja zalezata od aktywacji receptora adrenergicznego typu Bl poniewaz byla

blokowana przez antagoniste tego receptora — metoprolol.

Receptory B-adrenergiczne sg receptorami metabotropowymi, ktére kontroluja efektory
komorkowe, w tym kanaly jonowe, za posrednictwem kaskady wtérnych przekaznikow

cytoplazmatycznych.

W poprzedniej publikacji nr 3 wykazalem, ze depolaryzacja wywotana przez izoproterenol
zalezy od kanalow typu I, . W opisywanej w tym podrozdziale publikacji nr 4 potwierdzitem
ten wynik. Izoproterenol nie wywolywat depolaryzacji w obecnosci selektywnego antagonisty
kanatow typu I. Kanaly typu I, sq przewodne dla jonéw Na* i K. Nalezy przypuszczad, ze
rejestrowana depolaryzacja zalezy od wzrostu dokomérkowego pradu jonowego Na'

plynacego przez kanaty typu Ij.

Wykazatem, ze aktywator cyklazy adenylowej forskolina wywotuje depolaryzacje w
neuronach piramidowych kory przedczotowej podobnie jak izoproterenol. Na podstawie tego
wyniku przypuszczalem, ze izoproterenol wptywa na potencjal blonowy poprzez aktywacje
cyklazy adenylowej. Rowniez aktywacja receptora B3-adrenergicznego nie powodowata zmiany
potencjatu blonowego w obecnosci inhibitora cyklazy adenylowej (SQ 22536). Jest to dowdd
na to, ze izoproterenol depolaryzuje potencjat btonowy poprzez aktywacje cyklazy adenylowe;j.
Cyklaza adenylowa powoduje wzrost stezenia wtdrnego przekaznika cytoplazmatycznego
cAMP w cytoplazmie. W celu ustalenia, czy cAMP wplywa na kanaty I, bezposrednio czy
poprzez aktywacjg kinazy A zbadano wptyw izoproterenolu na potencjat blonowy w obecnosci
inhibitora kinazy A. W tych warunkach agonista receptora B-adrenergicznego wywotywal
depolaryzacje¢ potencjatu btonowego. Amplituda tej depolaryzacji byla taka sama jak bez

antagonisty kinazy A. Wynika z tego, ze kinaza A nie jest zaangazowana w efekt
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izoproterenolu na potencjal blonowy. Wynika z tego réwniez, ze cAMP najprawdopodobniej
wywiera bezposredni wplyw na kanat typu Iy.
Wszystkie powyzsze rejestracje wykonalem z ciala komoérkowego neuronéw piramidowych

kory przedczolowej .

Zbadalem réwniez wplyw izoproterenolu na potencjat blonowy w dendrycie apikalnym
neuronéw piramidowych kory przedczotowej. W tym celu rozwinatem w Zakladzie Fizjologii i
Patofizjologii WUM metode rejestracji potencjatu blonowego z dendrytow apikalnych metoda
tatkowa (gramicydynowa).

Wprowadzitem procedure przygotowania skrawkéw z kory przedczotowej, w ktorych bylo
mozliwe uwidocznienie dendrytow w optyce DIC. Otrzymalem trojwymiarowe obrazy
dendrytow apikalnych neuronéw piramidowych. Sa to struktury o srednicy okoto 1 pM i
dtugosci kilkuset uM.

Wykazatem, ze pobudzenie receptorow pB-adrenergicznych przez izoproterenol wywoluje
depolaryzacje potencjalu btonowego dendrytéw apikalnych. Depolaryzacja ta wystepowata
zarowno w odleglosci migdzy 100 uM a 150 uM od ciata komoérkowego jak i w dalszym
segmencie dendrytu czyli w odleglosei miedzy 200 uM a 250 uM od ciala komédrkowego.
Wykazalem, ze wartodci potencjatu btonowego w obu lokalizacjach w dendrycie i w ciele
komoérkowym nie réznig si¢ od siebie. Rowniez amplituda depolaryzacji wywotanych przez
izoproterenol w obu lokalizacjach w dendrycie nie byta statystycznie znamiennie rdézna od

depolaryzacji rejestrowanej przez pipete zlokalizowang w obszarze ciata komorkowego.

Whioski z publikacji nr 3 i 4 eyklu

W publikacji nr 3 wykazano, ze pobudzenie receptora B-adrenergicznego powoduje obnizenie
progu aktywacji dla kanalow jonowych Na'. Moze to ulatwia¢ powstawanie potencjatow
czynnosciowych na szczycie przedtuzonych depolaryzacji w neuronach piramidowych kory
przedczotowej. W publikacji nr 4 wykazano, ze pobudzenie receptora B-adrenergicznego
wywoluje podobnag depolaryzacje blony komoérkowej ciala komoérkowego i dendrytow
apikalnych. Depolaryzacja ta moze przyczyniaé si¢ do powstawania przedtuzonych aktywnosci

badanych neurondw.
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Receptor dopaminergiczny typu D1 (publikacja nr 11 2) i receptor B-adrenergiczny (publikacja
nr 3 1 4) moga wiec wywiera¢ podobny wplyw na przedtuzona aktywno$é neurondow

piramidowych kory przedczotowe;.

Hipoteze przedstawiajaca wplyw agonisty receptora B1 na przedluzong aktywnoéé neuronow

piramidowych kory przedczolowej pokazano na ponizszej rycinie 2.

A potencjaty czynnosciowe wystepujace
receptor adrensrgiczny p1 - na szczycie przedtuzonej depolaryzacii
kinaza biatkowa Ai C-

¥ * » »

obnizenie progu pobudzenia pradow Na*

B

receptoradrenergiczny B1 —
cyklaza adenylowa —

cANMP -

kanaly jonowe typu i, ,_.,-J‘— ‘\__,_

R /
30mv - -~ -
przedtuzona depolaryzacja

200msec

Rycina 2. Wplyw receptorow BI adrenergicznych na potencjal blonowy i prég pobudzenia
potencjatozaleznych kanaléw jonowych Na™ w neuronach piramidowych kory przedczotowej.

A. Aktywacja receptorow Bl adrenergicznych powodowala obnizenie progu pobudzenia
kanatéw jonowych Na'™. Przekazywanie sygnalu wewnqtrzkomdrkowego zalezato od aktywacji
kinazy bialkowej A i C. B. Aktywacja receptoréw Bl adrenergicznych powodowala
depolaryzacje potencjalu blonowego zaleing od aktywacji kanaléw Jjonowych typu I, W
przekazywaniu sygnatu wewnqtrzkomdrkowego posredniczyla cyklaza adenylowa i cykliczny
AMP.

5. Omowienie pozostalych osiggnigé naukowo - badawczych (artystyeznyeh).

Osiagnigcia te podzielitem na okresy przed i po obronie pracy doktorskiej.
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Osiggnigcia po obronie pracy doktorskiej (nie nalezace do cyklu habilitacyjnego):

1. Kr6l M, Utnal M, Szulezyk B, Podsadni P, Drapata A, Turlo J, Dawidowski M. (2016)
Characterization of Disopyramide derivative ADD424042 as a non-cardiotoxic neuronal
sodium channel blocker with broad-spectrum anticonvulsant activity in rodent seizure models.

European Journal of Pharmaceutical Sciences 81, 42-51.

IF=33 punkty MNiSW=35

W tej pracy zbiorowej, przy pomocy réznych metod, zostala przebadana substancja o
dzialaniu przeciwdrgawkowym (ADD 424042) zsyntetyzowana w Katedrze i Zakladzie
Technologii Lek6éw i Biotechnologii Faramaceutycznej WUM. Zwiazkiem wyjsciowym do
syntezy ADD 424042 byt lek antyarytmiczny dyzopiramid. Koncepcja syntezy 1 jej
wykonanie nalezy do innych autoréw publikacji. Dziatanie przeciwdrgawkowe ADD 424042

zostato wykazane w testach behawioralnych przez inne laboratorium.

Sam wykonalem wszystkie rejestracje pradéw Na® i potencjatow czynnosciowych zawarte w
tej publikacji. Jestem roéwniez autorem koncepcji tych badah elektrofizjologicznych.

Celem moich do$wiadczen byto zbadanie wptywu substancii przeciwdrgawkowe] o nazwie
ADD 424042 na potencjatozalezne prady jonowe Na' oraz na potencjaly czynnosciowe w

neuronach piramidowych kory przedczotowej szczuréw mtodych.

Rejestrowatem prady jonowe Na’ metoda stabilizacji potencjatu na catej powierzchni blony
komorkowej w rozproszonych enzymatycznie i mechanicznie neuronach piramidowych kory

przedczotowe;j.
Najpierw badatem wplyw ADD 424042 na maksymalna amplitud¢ pradu jonowego Na®.
Badana substancja przeciwdrgawkowa wywierata nieznaczny wplyw na maksymalng

amplitude pradu jonowego Na® przy zhiperpolaryzowanym do — 90 mV potencjale blonowym.

Przy fizjologicznym potencjale blonowym —65 mV ADD 424042 silnie i odwracalnie blokowat

maksymalne prady jonowe Na®.
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Nastepnie badatem wptyw réznych dawek ADD 424042 na prady jonowe Na'.

Przy fizjologicznym potencjale blonowym na poziomie -65 mV badana substancja
przeciwdrgawkowa blokowata prady Na* w bardzo niskich stezeniach (IC-50 wynosito 247
nM). Dzialanie tak niskich stgzen substancji przeciwdrgawkowych na prady jonowe Na™ jest

niezwykle rzadko opisywane w literaturze (Ashraf i wsp. 2013).

W dalszej kolejnosci przebadatem wpltyw ADD 424042 na wiasciwodci kinetyczne pradow
Na'. Badana substancja przeciwdrgawkowa powodowata przesunigcie krzywej aktywacji i

krzywej inaktywacji w kierunku hiperpolaryzacji.

Nastepnie wywotywatem prady Na® z duza czestotliwoscig (30 Hz) i obserwowatem spadek
amplitudy kazdego kolejno wywotanego pradu jonowego Na®. Zjawisko to (tzw. use dependent
block) bylo bardziej nasilone w obecnosci ADD 424042 w poréwnaniu do rejestracji

kontrolnych co moze przyczyniaé sie do dziatania przeciwdrgawkowego badanej substancji.

W omawianej publikacji badatem réwniez wptyw ADD 424042 na potencjaty czynnosciowe w
neuronach piramidowych w skrawkach kory przedczotowej szczuréw mlodych. Stosowatem
konfiguracje elektrofizjologiczng z przebiciem blony komorkowej. Potencjaty czynnosciowe
wywolywalem przy pomocy prostokatnych bodzcédw depolaryzujacych. Pobudliwo$é
definiowalem jako ilo§¢ potencjatéw czynnosciowych rejestrowanych w czasie bodzca
depolaryzujacego  btong komorkowa. Wykazalem, ze przy niewielkich bodzcach
depolaryzujacych ADD 424042 nie wptywa na pobudliwo$¢ neuronéw. Przy silnych bodzcach
depolaryzujacych natomiast ADD 424042 zmniejsza pobudliwo$é neurondw piramidowych

kory przedczotowe;j.

Moje badania wykazaly, Zze molekularny mechanizm dzialania przeciwdrgawkowego
substancji ADD 424042 polega na blokowaniu potencjatozaleznych, szybko inaktywujacych
si¢ pradow jonowych Na™. Podobne dziatanie na prady Na* wywieraja powszechnie stosowane
leki  przeciwpadaczkowe np. fenytoina (Lenkowski i wsp.  2007). Do dziatania
przeciwdrgawkowego badanej substancji moze réwniez przyczyniaé sie¢ zmniejszanie przez nig
pobudliwosci neurondw. Zaskakujacym wynikiem jest stwierdzenie, ze badana substancja

dziatata w bardzo niskich, nanomolowych stezeniach.
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2. Ksigzek A, Ladno W, Szulezyk B, Grzelka K, Szulczyk P. (2013) Properties of BK-type
Ca(+) (+)-dependent K(+) channel currents in medial prefrontal cortex pyramidal neurons in

rats of different ages. Frontiers in Cellular Neuroscience. 7, 185.

[F=4,2 punkty MNiSW=30

W tej publikacji scharakteryzowano przy pomocy réznych konfiguracji elektrofizjologicznych
wlasciwosci 1 ekspresje kanalow potasowych typu BK w neuronach piramidowych kory

przedczotowej u szczuréw w roznym wieku.

Najpierw w neuronach rozproszonych w konfiguracji z przebiciem btony komérkowej (whole-
cell voltage-clamp) rejestrowano zsumowane nieinaktywujace sie prady jonowe K.
Zaobserwowano, ze selektywny inhibitor kanatéw typu BK paksylina zmniejsza amplitude
tych pradow u szczuréw miodych i dorostych natomiast nie wplywa na ich amplitude u
szczurow w okresie dojrzewania. Wynika z tego, ze u szczuréw w okresie dojrzewania prady
K" typu BK nie byly rejestrowane. Wyniki te wskazuja na to, ze w neuronach piramidowych
kory przedczolowej szczuréw w okresie dojrzewania kanaty BK nie ulegaja ekspresji w

przeciwienistwie do neuronéw szczuréw mtodych i dorostych.

Nastepnie rejestrowano rozne podtypy pojedynczych kanatow jonowych K* w neuronach
piramidowych kory przedczotowej pobranych od szczuréw mtodych, w wieku dojrzewania i
dorostych. Wyrézniono nastgpujace podtypy kanatéw: kanaty jonowe K* zalezne od jonow
Ca™ typu BK, kanaly jonowe K przecickowe o malej przewodnodci oraz kanaly K*
przeciekowe o duzej przewodnosci. Wykazano, ze w neuronach piramidowych pobranych od
szczurow w wieku dojrzewania kanaty jonowe typu BK byly znacznie rzadziej rejestrowane w
poréwnaniu do neuronéw pobranych od szczuréw mtodych i dorostych. Oznacza to, ze szczury

w wicku dojrzewania cechowaty sie niewielka ekspresja kanatow jonowych typu BK.

Wykazano rowniez, ze whasciwosci kinetyczne kanaléw jonowych potasowych wapniowo-

zaleznych typu BK sa takie same w badanych trzech grupach wiekowych.

Nastgpnic badano wplyw inhibitora kanatéw potasowych typu BK paksyliny na potencjaty
czynno$ciowe. Rejestrowano potencjaly czynnos$ciowe w skrawkach kory przedczotowej

pobranych od szczuréw w réznym wieku. Kanaly jonowe K* zalezne od jonéw Ca'* typu BK
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uczestniczg w repolaryzacji potencjatu czynnosciowego i w zwiazku z tym ich zablokowanie
powoduje poszerzenie potencjatu czynnosciowego. Wykazano, ze inhibitor kanatéw jonowych
typu BK (paksylina) powoduje rozszerzenie pojedynczego potencjatu czynnosciowego
rejestrowanego w neuronach piramidowych szezuréw miodych i dorostych natomiast nie
wykazuje dziatania na pojedynczy potencjat czynnosciowy w mneuronach piramidowych
pobranych od szczuréw w wieku dojrzewania.

Przedstawione dowody wskazuja, ze neurony piramidowe kory przedczotowej szczurow w
okresie dojrzewania nie wykazujg ekspresji kanatéw typu BK. Kanaty te wystepuja w
neuronach piramidowych czesci przy$rodkowej kory przedczotowej szczuréw mtodych i

dorostych.

Publikacje przed praca doktorskg

W trakcie studiow doktoranckich w Zakladzie Fizjologii Do$wiadczalnej i Klinicznej WUM
zajmowaltem sig¢ rejestracjami pradéw jonowych z neuronéw rozproszonych czuciowych i
wspotczulnych. Opisane ponizej publikacje zostaly wykonane metoda stabilizacji pradow lub
potencjalow na calej powierzchni blony komoérkowej (whole cell voltage-clamp i current-
clamp). Dwie z nich, dotyczace pradéw jonowych Na* i K w neuronach wspotczulnych
kontrolnych i po odnerwieniu, byly tematem mojej pracy doktorskiej, ktéra obronilem z

wyrdznieniem.

1. Rola R, Szulezyk B, Szulczyk P, Witkowski G. (2002) Expression and kinetic properties

of Na” currents in rat cardiac dorsal root ganglion neurons. Brain Research 947, 67-77.

IF=2,4 punkty MNiSW=11

W tej publikacji rejestrowano potencjatozalezne prady jonowe Na* i potencjaly czynnosciowe
w funkcjonalnie zidentyfikowanych neuronach czuciowych sercowych. Neurony izolowano ze
zwojow  przykregostupowych szczura i znakowano poprzez uprzednie podanie barwnika
fluoroscencyjnego do osierdzia. Zdecydowana wigkszoéé neuronéw cechowala si¢ ekspresja
zarowno pradu jonowego Na' wrazliwego na tetrodotoksyne jak i pradu jonowego Na®
opornego na tetrodotoksyne. Wykazano, ze wystepuja réznice we wlhasciwosciach
kinetycznych obu typéw pradéw jonowych Na'. Udowodniono rowniez, ze potencjaty

czynnosciowe w obecnosci i nieobecnosci tetrodotoksyny maja rozne wiasgciwosci kinetyczne.
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Zaobserwowano, ze neurony czuciowe sercowe o malej $rednicy nie wykazujg ekspresji

pradoéw sodowych.

2. Szulezyk P, Rola R, Szulezyk B, Witkowski G. (2002) Neuron czuciowy bolowy. Postepy
Higieny i Medycyny Doswiadczalnej 56, 361-375.

Punkty MNiSW =5

Jest to publikacja przegladowa dotyczaca funkcjonowania kanatow jonowych w neuronach

czuciowych bélowych.

3. Szulezyk B, Szulczyk P. (2003) Postdecentralization plasticity of voltage-gated Na* currents

in rat glandular sympathetic neurons. Neuroscience Letters 343, 105-108.

IF=2,0 punkty MNiSW= 10

W tej publikacji poréwnano wiasciwosci potencjatozaleznych pradow jonowych Na“ w
neuronach wspotczulnych gruczotowych przed i po ich dtugotrwalym odnerwieniu. Neurony
pobierano ze zwoju szyjnego gérnego szczura. Decentralizacje wykonywano poprzez
przecigeie pnia wspoétczulnego w ktérym znajduja widkna wspotczulne przedzwojowe
unerwiajace badane neurony gruczolowe. Znakowanie neuronéw wspolczulnych gruczotowych
wykonywano poprzez nastrzykniecie $linianki podzuchwowej barwnikiem fluorescencyjnym.
Wykazano, ze maksymalna amplituda i gesto$é pradéw jonowych Na* ulegata zwiekszeniu po
decentralizacji. Ponadto krzywa inaktywacji zaleznej od potencjatu badanych pradéw byla
przesunigta w kierunku depolaryzacji w neuronach odnerwionych. Prady jonowe Na* ulegaty
rowniez wolniejszej inaktywacji zaleznej od czasu oraz szybszej reaktywacji po
decentralizacji.

Wszystkie powyzsze zmiany prowadza do zwiekszenia efektywnosci pradow jonowych Na* w
neuronach gruczotowych po ich odnerwieniu. Dzieki temu potencjaly czynnosciowe w
neuronach odnerwionych moga tatwiej powstawaé co moze przyczynia¢ si¢ do podtrzymania

ich funkcji po odnerwieniu.

4. Szulezyk B, Szulczyk P. (2003) Postdecentralization plasticity of voltage-gated K* currents

in glandular sympathetic neurons in rats. European Journal of Neuroscience 18, 43-52.
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IF=3,9  punkty MNiSW = 14

W tej publikacji poréwnano wiasciwosci kinetyczne potencjatozaleznych pradow jonowych K*
w neuronach wspdfczulnych gruczotowych pozazwojowych przed (kontrolnych) i po ich
odnerwieniu. Badane neurony byly zlokalizowane w zwoju szyjnym gornym. Neurony
znakowano znacznikiem fluorescencyjnym podawanym do $linianki podzuchwowej. Neurony
izolowano przez ich rozproszenie enzymatyczne i mechaniczne. W neuronach kontrolnych i
odnerwionych, na podstawie réznic we wlasciwosciach kinetycznych i farmakologicznych,
wyrozniono trzy typy pradow potasowych: Iag, Ias i Ix. Prady Ia¢ cechowaly si¢ szybsza
inaktywacja zalezna od czasu niz prady Is natomiast prady I nie inaktywowaly sie w czasie.
W neuronach gruczotowych po ich odnerwieniu gestos¢ pradéw typu Ia; i I byta wigksza niz
w neuronach kontrolnych. Ponadto prady te ulegaty szybszej reaktywacji w neuronach
odnerwionych. Gestos¢ pradéw typu Ix natomiast zmniejszyla sie w neuronach, ktore zostaly
odnerwione w poréwnaniu do neuronéw kontrolnych. Odnerwienie wywolywato réwniez
zmiany innych wlasciwosci kinetycznych potencjalozaleznych pradéw jonowych K.
Wykazane w tej pracy zwigkszenie gestosei pradow K* typu Ia¢ i Ias moze przyczyniaé si¢ do

zmniejszenia nadmiernej aktywnosdci neuronéw gruczotowych po ich odnerwieniu.

5. Szulezyk B, Rola, Witkowski G, Szulczyk P. (2006) Effects of ATP and GTP on voltage-

gated K" currents in glandular and muscular sympathetic neurons. Brain Research 1068, 82-93.

IF=23 punkty MniSW = 20

W publikacji tej rejestrowano potencjatozalezne prady jonowe K' w pozazwojowych
neuronach wspolezulnych po ich rozproszeniu. Badano funkcjonalnie zidentyfikowane
neurony unerwiajace tkankeg gruczolowa i migéniowa. Poréwnywano wilasciwosci pradow
potasowych w obecnosci i przy braku ATP i GTP w plynie wewnatrzkomorkowym w obu
typach neuronéw. Obnizenie stezenia ATP i GTP wystepuje w neuronach w czasie hipoksji.
Wyrézniono trzy typy potencjatozaleznych pradéw potasowych Iar, Iag i Ik.

W neuronach gruczotowych i mie$niowych dodanie ATP i GTP do s$rodowiska
wewnatrzkomorkowego powodowato zmniejszenie gestosei pradu typu In;. Gestosé pradu typu
Ias byta mniejsza w obecnosci ATP i GTP tylko w neuronach gruczotowych. Gesto$é pradu

typu Ix natomiast byla wigksza w obecnosci tych zwiazkow w phynie wewnatrzkomorkowym
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zarbwno w neuronach mig$niowych jak i gruczotowych. Ponadto dodanie ATP i GTP do
srodowiska wewnatrzkomdérkowego zmienialo rézne wlasciwodci kinetyczne pradow
jonowych K" zar6wno w neuronach gruczotowych jak 1 migsniowych. Opisane réznice moga
przyczynia¢ si¢ do innego wzorca aktywnosci w obu typach neuronéw wspolczulnych po

usunigciu ATP i GTP ze $rodowiska wewnatrzkomérkowego.

Osiggnigcia dydaktyczne

Prowadzitem zajecia z przedmiotu fizjologia czlowieka dla studentow [ Wydzialu Lekarskiego

polskojezycznych i II Wydziatu Lekarskiego anglojezycznych.

Obecnie prowadzg zajecia dydaktyczne dla studentéw na kierunku Farmacja i Analityka

Medyczna z calego zakresu przedmiotu fizjologia i patofizjologia cztowieka.

Od 2003 roku prowadze ¢wiczenia, seminaria i wyklady z fizjologii z nastepujacych
zagadnien: fizjologia uktadu nerwowego (elektrofizjologia, ukfad czuciowy, ruchowy, wyzsze
czynnosci nerwowe), narzady zmystow, fizjologia serca i naczyn krwionos$nych, mechanika i
regulacja oddychania, fizjologia nerki, gospodarka wodno-elektrolitowa, fizjologia ukfadu

pokarmowego.

Od 2011 roku prowadze ¢wiczenia, seminaria i wyklady z patofizjologii z nastepujacych
zagadnien: patofizjologia migéni poprzecznie prazkowanych, choroby neurodegeneracyjne
(choroba Parkinsona, choroba Alzheimera i inne), patofizjologia naczyn krwiono$nych
(choroba nadci$nieniowa, miazdzyca i inne), patofizjologia serca (choroba wienicowa,
niewydolnos¢ serca, zaburzenia rytmu serca, wady serca), patofizjologia uktadu oddechowego
(astma, POCHP i inne), patofizjologia nerek (ostra i przewlekta niewydolnos¢ nerek,

klgbuszkowe zapalenia nerek i inne).

Bylem opiekunem trzech prac magisterskich na wydziale farmaceutycznym WUM.

Podczas wielu eksperymentéw towarzyszyli mi studenci zainteresowani elektrofizjologia

mozgu.

Podsumowanie dotychczasowej pracy naukowe;j
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Ilos¢ publikacji petnotekstowych 11, w tym 2 jedyne autorstwa i 4 pierwsze autorstwa

zsumowany IF = 27,9, zsumowane punkty MNiSW = 202

liczba cytowan z bazy Web of Science z dnia 24.08.2016, bez autocytowan = 46
index Hirscha z bazy Web of Science z dnia 24.08.2016 = 4

llo$¢ doniesien zjazdowych 16 - konferencje krajowe i miedzynarodowe

Ponizej przedstawiam wybrane doniesienia zjazdowe prezentujace osiagnigcia cyklu

habilitacyjnego :

Szulezyk B. Szulczyk P. Effect of D1/5 receptor agonists on membrane potential and GIRK
channel currents in medial prefrontal cortex (mPFC) pyramidal neurons. 6" Forum of

European Neuroscience. Geneva. July 2008.

Szulezyk B. D1 receptor agonist increases the availability of voltage-gated sodium currents in
mPFC pyramidal neurons from adult rats. Acta Neurobiologiac Experimentalis. 2011; 71
(Suplement) : 50. 10th International Congress of the Polish Neuroscience Society. Lodz.

September, 2011.

Szulezyk B. P-receptor agonist increases voltage-gated Na' currents in medial prefrontal
cortex pyramidal neurons. Acta Neurobiologiae Experimentalis. 2014; 74 : 335. 9th
Conference *’Electrophysiological techniques in bioelectricity research : from ion channels to

neural networks”. Lublin, June 2014.

Szulezyk B. B-adrenergic receptor stimulation depolarizes the membrane potential in the soma
and in the dendrite of medial prefrontal cortex pyramidal neurons. Acta Neurobiologiae
Experimentalis. 2016; 76. 10th Conference *’Electrophysiological techniques in bioelectricity

research : from ion channels to neural networks”. Krakow, June 2016.
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Ilo$¢ grantéw NCN, w ktérych uczestniczylem 5

Tytut projektu : Charakterystyka makroskopowych, potencjato-zaleznych pradéw jonowych
Nat 1 Ca++ w neuronach czuciowych wspétczulnych sercowych. Numer projektu:

4.P05.A.116 19, realizacja w latach 2000-2002, wykonawca

Tytut projektu : Podstawy neurobiologiczne, mechanizmy i metody profilaktyki oraz leczenia
uzaleznien. Numer projektu PBZ-KBN-033/P05/2000, realizacja w latach 2001-2004,

wykonawca

Tytut projektu : Kontrola przez dopaming kanaléw (pradow) jonowych typu GIRK w
neuronach piramidowych kory przedczotowej. Numer projektu : 2 505A 101 28, realizacja w
latach 2005-2008, wykonawca

Tytut projektu : Udzial cAMP w dopaminergicznej kontroli kanatéw jonowych Nat+ w
neuronach piramidowych kory przedczolowej. Numer projektu : N N401 030037, realizacja w
latach 2009-2012, gtéwny wykonawca

Tytut projektu : Kontrola potencjatu blonowego i kanatow jonowych przeciekowych przez
receptory adrenergiczne w neuronach piramidowych kory przedczolowej u szczuréw w
roznym wieku. Numer projektu : N N401 584638, realizacja w latach 2010-2014, wykonawca
Obecnie jestem wykonawca projektu realizowanego w ramach konsorcjum:

Tytut  projektu : Przyczyny zmiennoéci fenotypowej zespoléw  padaczkowych
uwarunkowanych mutacjami kanatu jonowego sodowego Navl.l. Numer projektu

2015/17/B/NZ4/02669, realizacja w latach 2016-2019.

Staze naukowe.
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W trakcie studiow odbylem dwa pottoramiesieczne staze w Institute of Molecular Medicine
na Uniwersytecie w Oxfordzie. Pracowalem pod kierunkiem profesor Angeli Vincent.
Zajmowalem  si¢  kanalopatiami  autoimmunologicznymi. Pracowalem  metoda
radioimmunoprecypitacji. Wykrywalem przeciwciata przeciwko receptorowi
acetylocholinowemu w surowicy pacjentéw z miastenia, przeciwciala przeciwko kanatom
jonowym K" w surowicy pacjentow z neuromiotonig oraz przeciwciala przeciwko kanatom

jonowym Ca'" u pacjentéw z zespolem Lamberta-Eatona.

Nagrody i wyroznienia

Zespotowa Nagroda Ministra Zdrowia za cykl prac dotyczacych fizjologii Cztowieka;

funkcjonalnego znaczenia kanaléw jonowych w neuronach — rok 2004

Nagroda Zespotowa Naukowa II stopnia rektora WUM za przeprowadzenie badan na poziomie
molekularnym neuronéw kory przedczotowej odpowiedzialnych za WyZsze Cczynnosci

nerwowe - 2009

Nagroda Zespotowa Naukowa III stopnia rektora WUM za wspolautorstwo publikacji
dowodzacej, ze w neuronach kory przedczotowej u osobnikéw mtodych, w wieku dojrzewania

i dorostych wystepuje zmiana ekspresji kanatéw jonowych typu BK i typu TREK — rok 2014

Bibliografia

Arnsten AF. (2011) Prefrontal cortical network connections: key site of vulnerability in stress
and schizophrenia. Int. J. Dev. Neurosci. 29, 215-23.

Ashraf MN, Gavrilovici C, Shah SU, Shaheen F, Choudhary MI, Rahman AU, Fahnestock M,
Simjee SU, Poulter MO. (2013) A novel anticonvulsant modulates voltage-gated sodium
channel inactivation and prevents kindling-induced seizures. J. Neurochem. 126, 651-661.

Beltramo R, D'Urso G, Maschio MD, Farisello P, Bovetti S, Clovis Y, Lassi G, Tucci V,
Tonelli Davide DeP, Fellin T. (2013) Layer-specific excitatory circuits differentially control
recurrent network dynamics in the neocortex. Nature Neurosci. 16, 227-234.

Berger T, Larkum ME, Luscher HR. (2001) High I(h) channel density in the distal apical

dendrite of layer V pyramidal cells increases bidirectional attenuation of EPSPs. J.
Neurophysiol. 85, 855-68.

30



Cantrell AR, Scheuer T, Catterall WA. (1999) Voltage-dependent neuromodulation of Na+
channels by D1-like dopamine receptors in rat hippocampal neurons. J. Neurosci. 19, 5301-
10.

Crunelli V, Hughes SW. (2010) The slow (<1 Hz) rhythm of non-REM sleep: a dialogue
between three cardinal oscillators. Nature Neurosci. 13, 9-17.

Durstewitz D, Seamans JK, Sejnowski TJ. (2000) Dopamine-mediated stabilization of delay-
period activity in a network model of prefrontal cortex. J Neurophysiol. 83, 1733-50.

Goldman-Rakic PS. (1995) Cellular basis of working memory. Neuron 14, 477-485.

Gorelova N, Seamans JK. (2015) Cell-attached single-channel recordings in intact prefrontal
cortex pyramidal neurons reveal compartmentalized D1/D5 receptor modulation of the
persistent sodium current. Front. Neural Circuits 9, 4.

Hains AB, Arnsten AF. (2008) Molecular mechanisms of stress-induced prefrontal cortical
impairment: implications for mental illness. Learn. Mem. 15, 551-64.

Lenkowski PW, Batts TW, Smith MD, Ko SH, Jones PJ, Taylor CH, McCusker AK, Davis
GC, Hartmann HA, White HS, Brown ML, Patel MK. (2007) A pharmacophore derived
phenytoin analogue with increased affinity for slow inactivated sodium channels exhibits a
desired anticonvulsant profile. Neuropharmacology 52, 1044-1054.

Maurice N, Tkatch T, Meisler M, Sprunger LK, Surmeier DJ. (2001) D1/D5 dopamine
receptor activation differentially modulates rapidly inactivating and persistent sodium currents
in prefrontal cortex pyramidal neurons. J. Neurosci. 21, 2268-77.

Petersen CCH, Hahn TTG, Mehta M, Grinvald A, Sakmann B. (2003) Interaction of sensory
responses with spontaneous depolarization in layer 2/3 barrel cortex. PNAS 100, 13638
13643.

Plakke B, Hwang J, Romanski LM. (2015) Inactivation of primate prefrontal cortex impairs
auditory and audiovisual working memory. J. Neurosci. 35, 9666-75.

Ramos BP, Colgan L, Nou E, Ovadia S, Wilson SR, Arnsten AF. (2005) The beta-1
adrenergic antagonist, betaxolol, improves working memory performance in rats and
monkeys. Biol Psychiatry 58, 894-900.

Roberts BM, Seymour PA, Schmidt CJ, Williams GV, Castner SA. (2010) Amelioration of
ketamine-induced working memory deficits by dopamine D1 receptor  agonists.
Psychopharmacology (Berl). 210, 407-18.

Trivedi JK. (2006) Cognitive deficits in psychiatric disorders: Current status. Indian J
Psychiatry. 48, 10-20.

Tseng KY, Mallet N, Toreson KL, Le Moine C, Gonon F, O'Donnell P. (2006) Excitatory

response of prefrontal cortical fast-spiking interneurons to ventral tegmental area stimulation in
vivo. Synapse 59, 412-7.

31



Tseng KY. O’Donnell P. (2005) Post-pubertal emergence of prefrontal cortical up states
induced by D1-NMDA co-activation. Cerebral Cortex 15, 49-57.

7 (
S ) T

G’

u:{ C ?/T Li

32



