Streszczenie w jezyku polskim

Modulacja farmakologiczna aktywnosci epileptycznych, badania na modelach zwierzecych

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto zaadaptowanie modelu zwierzecego przy uzyciu
techniki patch-clamp do badania aktywnosci epileptycznej w korze przedczolowej, oraz jego
zastosowanie do badania mechanizméw dziatania istniejagcych lekow oraz oceny potencjatu
terapeutycznego nowych substancji. Szczegdlng uwage poswiecono krotkotrwalym epizodom
epileptycznym, nazywanym wyladowaniami mi¢dzynapadowymi (Interictal Epileptiform
Discharges, IEDs), ktore obserwowano nie tylko w przypadku padaczki, ale takze w innych
zaburzeniach, takich jak zespot nadpobudliwosci psychoruchowej z deficytem uwagi (Attention
Deficit Hyperactivity Disorder, ADHD), choroba afektywna dwubiegunowa, czy zaburzenia ze
spektrum autyzmu. Poczatkowo skupiono si¢ na znanym leku przeciwpadaczkowym, kwasie
walproinowym, a nastepnie na kapsaicynie, ktora moze stanowi¢ potencjalnie nowa opcje
terapeutyczng. Na koniec, wykorzystujac model IEDs, zademonstrowano przeciwpadaczkowe

wlasciwosci guanfacyny, leku powszechnie stosowanego w leczeniu ADHD.

Kora przedczotowa to region mdzgu zaangazowany w kilka funkcji poznawczych, koordynujacy
mysli 1 dzialania, aby byly zgodne z wewngtrznymi celami. Wyladowania migdzynapadowe w
tym regionie opisano w Kkilku zaburzeniach psychiatrycznych, w tym w chorobie afektywnej
dwubiegunowej. Pierwszy artykut wlaczony do przedstawionej rozprawy doktorskiej to artykut
oryginalny pt. ,,Valproic acid potently inhibits interictal-like epileptiform activity in prefrontal
cortex pyramidal neurons”, opublikowany w Neuroscience Letters. Kwas walproinowy to dobrze
znany lek przeciwpadaczkowy, ktorego mechanizm dziatania obejmuje nasilenie transmisji
GABA-ergicznej oraz blokowanie kanatow sodowych zaleznych od napigcia. Oprocz padaczki,
kwas walproinowy jest powszechnie stosowany w chorobie afektywnej dwubiegunowej, chociaz
jego mechanizm dziatania w tym konteks$cie nie jest catkowicie jasny. W tym badaniu uzyliSmy
metody indukowania IEDsS w neuronach kory przedczotowej szczurow. Roztwor, w ktorym
zanurzono skrawki mézgu szczura, nie zawieral jonOw magnezu i mial podwyzszone stezenie
jonéw potasu. Te warunki pozwolity nam indukowac IEDs czyli depolaryzacje krotsze niz 2
sekundy z wyzwalaniem potencjalow czynnos$ciowych, stabilne przez kilkadziesigt minut.
PokazalisSmy, Ze obserwowane depolaryzacje byly zalezne od receptora N-metylo-D-
asparaginowego (NMDA), poniewaz znany inhibitor NMDA, AP-5, eliminowat t¢ aktywnosc.

Ponadto zademonstrowalismy, ze terapeutyczne stezenia kwasu walproinowego eliminowaty



zarowno krotkotrwatg aktywnos$¢ epileptyczng w sposob zalezny od stezenia leku, jak i
spontaniczne pobudzajgce potencjaly postsynaptyczne (Excitatory Post-Synaptic Potentials,
EPSPs). Dodatkowo badali§my pobudliwo$¢ neurondéw i stwierdziliSmy, ze kwas walproinowy

zmniejsza pobudliwos$¢ neurondw kory przedczolowe;.

Drugie badanie wchodzace w sktad przedstawionej rozprawy doktorskiej to artykul oryginalny
pt. ,,Capsaicin inhibits sodium currents and epileptiform activity in prefrontal cortex pyramidal
neurons”, opublikowany w Neurochemistry International. W tym przypadku zbadali$my
potencjat terapeutyczny kapsaicyny — zwigzku z rodziny waniloidéw, najbardziej znanego jako
aktywny sktadnik papryczek chili, odpowiedzialny za odczucie ostrego smaku. Zwigzek ten od
kilku lat jest stosowany w medycynie ze wzgledu na swoje wtasciwosci przeciwbdlowe. W tym
kontekscie, obwodowego uktadu nerwowego, uwaza si¢, ze dziala poprzez kanaty kationowe
TRPV1 (transient receptor potential vanilloid, TRPV1). Rozpocz¢lismy nasze badania od
sprawdzenia wptywu kapsaicyny na pobudliwo$¢ neuronalng. PokazaliSmy, ze kapsaicyna
znaczaco hamowata czgstotliwos¢ potencjatdow czynnosciowych, a co wigcej, amplitudy
ostatnich potencjatow czynnosciowych w serii byly znacznie zmniejszone w obecnosci
kapsaicyny. Sugerowato to modulacje¢ o typie zaleznego od uzycia blokowania kanatow
sodowych. Aby dalej zbada¢ ta interakcje, przeprowadziliSmy badania pradow sodowych w
konfiguracji voltage-clamp i pokazalis$my, ze kapsaicyna silniec hamowata prady sodowe poprzez
przesunigcie krzywej inaktywacji. Ponadto obserwowalismy, ze zwiagzek ten silnie wzmacniat
zalezne od uzycia blokowanie kanatow sodowych, potwierdzajac nasze wczesniejsze obserwacje.
Nastepnie przetestowaliSmy dziatanie kapsaicyny w trzech réznych modelach aktywnos$ci
padaczkowej: IEDs, dlugich epizodach epileptycznych wywotanych za pomoca ptynu bez
magnezu i 4-aminopirydyny (4-AP), inhibitora kanatéw potasowych, oraz epizodach
epileptycznych o posrednim czasie trwania wywotanych pikrotoksyna, antagonista receptora
GABA oraz ptynem zewnatrzkomérkowym bez magnezu. Kapsaicyna catkowicie blokowata
aktywnos$¢ epileptyczng w pierwszych dwoch modelach, a w trzecim skracata czas trwania
epizodow. Co ciekawe, wyladowania wywotane 4-AP byly oporne na dziatanie kwasu
walproinowego. Wszystkie powyzsze odkrycia stanowia podstaw¢ do rozwazenia kapsaicyny

jako strukturalnej ramy do opracowania nowych lekow przeciwpadaczkowych.

Trzecia publikacja, wchodzaca w sklad przedstawionej rozprawy doktorskiej zatytulowana

,Quanfacine inhibits interictal epileptiform events and sodium currents in prefrontal cortex



pyramidal neurons”, zostata opublikowana w Pharmacological Reports. Krotkotrwate epizody
epileptyczne wystepuja u oséb chorujacych na ADHD i moga przyczynia¢ si¢ do objawow
choroby. Jednoczesnie kora przedczotowa jest centrum badan nad patofizjologia ADHD. W
prezentowanym artykule postawili$my hipoteze, ze znany lek na ADHD — guanfacyna — moze
dziala¢ przez inhibicj¢ IEDs w korze przedczotowej. Korzystajac z modelu przyjetego w
poprzednich badaniach, pokazaliSmy, ze guanfacyna skutecznie redukowata IEDs czyli
krotkotrwatg aktywnos¢ epileptyczng. Ponadto pokazaliSmy, ze efekt byt niezalezny od receptora
alfa-2-adrenergicznego, nominalnego miejsca dziatania guanfacyny, poniewaz w serii
eksperymentéw z idazoksanem — antagonista receptora alfa-2-adrenergicznego efekt pozostat
niezmieniony. Wreszcie pokazali$my, ze guanfacyna silnie hamowata prady sodowe. Co cickawe
struktura chemiczna guanfacyny przypomina t¢ inhibitoréw kanatow sodowych stosowanych w
znieczuleniach miejscowych. Podsumowujac, sugerujemy, ze modulacja aktywnos$ci kanatow
sodowych moze by¢ dodatkowym mechanizmem dziatania guanfacyny w ADHD, poniewaz

przyczynia si¢ do blokowania IEDs.

Ostatnia publikacja wtaczona do przedstawionej rozprawy doktorskiej to artykul przegladowy pt.
,Beneficial Effects of Capsaicin in Disorders of the Central Nervous System”, opublikowany w
Molecules. Artykut ten podsumowat dostepne dowody naukowe na temat korzystnych efektow
kapsaicyny na szeroki zakres zaburzen neurologicznych, w tym chorobe Parkinsona 1
Alzheimera, udar 1 migreng. Najwigkszy nacisk potozono na dane opisujace rolg kapsaicyny w
badaniach nad padaczka. Co ciekawe, opisano zarowno dzialania proepileptyczne, jak i
przeciwpadaczkowe kapsaicyny. Wigkszo$¢ istniejagcych badan koncentruje si¢ na formacji
hipokampa 1 dziataniach poprzez receptory TRPV1. W przedstawionym artykule proponujemy
nowe ramy do zrozumienia tych pozornie sprzecznych wynikdéw. Sugerujemy, ze kapsaicyna
wywiera swoje dzialanie proepileptyczne poprzez oddziatywanie na receptory TRPV1 w formacji
hipokampa, natomiast jej dziatanie przeciwpadaczkowe wynika z hamowania kanatéw sodowych
w neuronach korowych. W nielicznych badaniach, w ktorych podawano kapsaicyng¢ w sposob

ogolnoustrojowy, obserwowano dominacj¢ mechanizmu przeciwpadaczkowego.

Podsumowujac, badania wigczone do rozprawy doktorskiej zastosowaty kilka modeli aktywnosci
epileptycznej in vitro, aby, przy uzyciu techniki patch-clamp, poglebi¢ nasze zrozumienie
mechanizmow dzialania znanych lekéw (kwasu walproinowego, guanfacyny) i dostarczy¢

dowodow in vitro na potencjal terapeutyczny nowego $rodka — kapsaicyny. Ponadto,



przestudiowano efekty kapsaicyny w szerszym konteks$cie zaburzen neurologicznych, ze
szczegolnym uwzglednieniem jej miejsca w terapii przeciwpadaczkowej. Uzyskane wyniki moga
wzbogaci¢ nasze zrozumienie patofizjologii wielu zaburzen, jak réwniez dostarczy¢é nowych

opcji terapeutycznych.






