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4.

Osiagniecie naukowe zgodne z art. 16 ust. 2 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki

(Dz. U. 2017 r. poz. 1785):

4.1. Tytul osiagni¢cia naukowego:

,Mébzgowe uklady aminergiczne jako cel nowych strategii terapeutycznych chordb

neurodegeneracyjnych — badania eksperymentalne ir vivo™.

4.2. Wykaz publikacji stanowiacych osiggnigcie naukowe:

P1.Stasiak A, Mussur M, Unzeta M, Lazewska D, Kiec-Kononowicz K, Fogel WA.
The central histamine level in rat model of vascular dementia. J Physiol Pharmacol
2011; 62: 549-558.

IF: 2,267; punktacja MNiSW: 25

Mé6j wkiad w powstanie pracy: koncepcja badawcza; przeprowadzenie badan
behawioralnych (Holeboard tests); pomoc przy wykonaniu operacji chirurgicznych
(obustronne podwigzanie tetnic szyjnych wspolnych, bilateral common carotid arteries’
occlusion, BCCAOQ); iniekcje zwigzkéw, przygotowanie materiatu tkankowego do badan
ex vivo; analizy biochemiczne; opracowanie i interpretacja wynikéw; napisanie,
zredagowanie manuskryptu; autor korespondencyjny pracy.

Udziat procentowy szacuje na 80%.

P2.Stasiak A, Mussur M, Unzeta M, Samadi A, Marco-Contelles J, Fogel WA. Effects
of novel monoamine oxidases and cholinesterases targeting compounds on brain
neurotransmitters and behavior in rat model of vascular dementia. Curr Pharm Des
2014; 20: 161-171.

IF: 3,452; punktacja MNiSW: 35

Moj wkiad w powstanie pracy: koncepcja badawcza; przeprowadzenie badan
behawioralnych (Holeboard tests); pomoc przy wykonaniu operacji chirurgicznych
(obustronne podwigzanie tetnic szyjnych wspdlnych, bilateral common carotid arteries’
occlusion, BCCAO); iniekcje zwigzkéw, przygotowanie materiatu tkankowego do badan
ex vivo; wykonanie czesci analiz biochemicznych; opracowanie i interpretacja wynikow;
napisanie i zredagowanie manuskryptu; autor korespondencyjny pracy.

Udziat procentowy szacuje na 70%.



P3.Hagenow S, Stasiak A, Ramsay RR, Stark H. Ciproxifan, a histamine H3 receptor
antagonist, reversibly inhibits monoamine oxidase A and B. Sci Rep 2017; 7:40541.
DOI: 10.1038/srep40541.

IF: 4,122; punktacja MNiSW: 40

Mdj wktad w powstanie pracy: zbadanie wphwu ciproxifanu na aktywnosé oksydaz
monoaminowych A i B w mdzgu szczura — koncepcja badan; pozyskanie
i przygotowanie materiatu tkankowego do badan ex vivo, radiometryczne badania
kinetyki enzymow; ustalenie wartosci ICso dla ciproxifanu wobec MAO w mozgu szczura;
opracowanie, interpretacja, opis ww. metod i wynikow.

Udziat procentowy szacuje na 20%.

P4.Fogel WA, Stasiak A, Maksymowicz M, Kobos J, Unzeta M, Mussur M. Hepatocyte
transplants improve liver function and encephalopathy in portacaval shunted rats.
CNS Neurosci Ther 2014; 20: 685-691.

IF: 3,931; punktacja MNiSW: 35

Moj wkiad w powstanie pracy: wspolautor koncepcji badawczej;, ocena preferencji
alkoholowej u szczuréw (testy wyboru); monitorowanie funkcji waqtroby;, pomoc
przy wykonaniu operacji chirurgicznych (portacaval shunt); pozyskanie i przygotowanie
materiatu tkankowego do badan ex vivo, udzial w analizach biochemicznych;
opracowanie i interpretacja wynikow, udzial w pisaniu pracy, ostateczna redakcja
manuskryptu. Udzial procentowy szacuje na 55%.

W Zalgczniku 6. przedstawione zostaly oswiadczenia wszystkich wspétautoréw ww. prac,

okreslajace indywidualny wktad kazdego z nich w ich powstanie.

Wskazniki dokonan naukowych sg zgodne z rokiem opublikowania; podano je na podstawie
analizy bibliometrycznej dokonanej przez pracownikéw Biblioteki Gtéwnej Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi (Zalgcznik 7; dane z dn. 1 kwietnia 2019 1.).

Sumaryczny Impact Factor wyzej wymienionych publikacji: 13,772
Sumaryczna liczba punktéw MNiSW: 135

Wymienione powyzej prace, stanowiace podstawe osiggni¢cia naukowego, w opisie

zawartym w rozdziale 4.3. cytowane sg zgodnie z nadang im numeracjg [P1, P2, P3, P4].



Pozostale wykorzystane zrédta podawane sa zgodnie z Harvard Referencing System;

petny wykaz pi$miennictwa zamieszczony jest na koncu rozdziatu.

4.3. Cel i uzyskane rezultaty prac stanowiacych osiagnigcie naukowe

Uktady aminergiczne wraz z ukfadem cholinergicznym w osrodkowym ukiadzie
nerwowym (OUN) zaangazowane sg faktycznie w generowanie wszystkich funkcji. Zmiany
neurochemiczne /modyfikacje w ich obrebie/ obserwowane sa w przebiegu wigkszosci chordb
o podtozu neurologicznym i neuropsychiatrycznym. Patogeneza tych schorzen zwiazana jest
zwykle z zaburzeniami ztozonymi dotyczacymi kilku uktadéw neurotransmisyjnych na raz.
Wprowadzenie skutecznej terapii wymaga dogtebnego poznania mechanizméw neuronalnych
i - zgodnie z najnowszg ideg - stosowania narzedzi terapeutycznych dziatajacych jednoczesnie

na rézne systemy.

Celem badaf bylo poszerzenie wiedzy na temat udziali mézgowych ukiadow
aminergicznych w patogenezie choréb neurodegeneracyjnych: demencji naczyniowej
i encefalopatii watrobowej, ze szczegélng koncentracja na ukladzie histaminowym. Prace
miaty charakter eksperymentalny: wykorzystano 2 modele zwierzgce, odpowiadajace ww.
patologiom u czlowieka:

e model demencji naczyniowej — przewlekfe niedokrwienie mézgu u szczura, wywotane
poprzez obustronne podwigzanie tetnic szyjnych wspolnych (bilateral common
carotid arteries’ occlusion, BCCAO),

e model encefalopatii watrobowej — zespolenie wrotno-czcze u Szczura (portacaval

shunt, PCS; portacaval anastomosis).

Udzial mézgowych ukladéw aminergicznych w patogenezie demencji naczyniowej

W wielu krajach jako zagadnienie priorytetowe stawia si¢ obecnie zwickszenie
efektywnodci terapii choréb neurodegeneracyjnych i bakteryjnych. W populacji ludzi powyzej
65. roku zycia, osoby z demencja stanowig 6-10%, przy czym 2/3 sposréd nich to osoby
cierpiace na chorobg Alzheimera (AD, Alzheimer disease) ), a 1/5 — to osoby z demencja
naczyniows (VD, vascular dementia) [Sloane 1 wsp., 2002; Hebert i wsp., 2003, 2013; raport
Alzheimer’s Association 2015]. Dla przykiadu, w 2000 r. w USA zarejestrowanych byto 4,5

mln 0séb z AD. Zgodnie z przewidywaniami epidemiologéw do 2050 r. liczba ta wzrosnie
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ponad 3-krotnie (do 13,8 min). Podobne prognozy dotycza VD [Gorelick i wsp., 2011; Hebert
i wsp., 2013]. Oznacza to, ze pilnie potrzebne sa nowe strategie prewencji i terapii chorob
neurodegeneracyjnych. Ich skutecznosé bedzie tym wyzsza, im glebsza bedzie wiedza
o mechanizmach warunkujgcych te choroby i o zaburzeniach, bedgcych skutkiem ich
T0ZWOju.

Do tej pory mechanizmy choréb neurodegeneracyjnych: choroby Alzheimera,
demencji naczyniowej i choroby Parkinsona nie zostaty w peini wyjasnione [Diaz i Waters,
2009; Reitz i wsp., 2011]. Wiadomo jednakze, ze ww. neuropatologie powiazane sa
z progresywng utrata neuronéw w okreslonych obszarach mézgu i ze ich etiopatogeneza
obejmuje pewne wspdlne zaburzenia. Zwraca si¢ uwage na udzial stresu oksydacyjnego,
cytotoksycznosé reaktywnych form tlenu, zaburzenie czynnosci mitochondriéw i apoptoze
[Perez i Unzeta, 2003; Ishunina i wsp., 2004; Reynolds i wsp., 2007; Gallagher i Schapira,
2009; Facecchia i wsp., 2011; Unzeta i wsp., 2016].

Strategie terapeutyczne choréb neurodegeneracyjnych oparte s3 gléwnie na
farmakologicznej modyfikacji funkcji o$rodkowych uktadéw neurotransmisyjnych i maja
charakter objawowy. Stosowane leki dziatajg przede wszystkim na enzymy bioragce udzial
w metabolizmie amin biogennych w mézgu, przede wszystkim na acetylocholinesterazg
(AChE, acetylcholinesterase; EC 1.1.1.7) i oksydaze monoaminowg (MAO, monoamine
oxidase; EC 1.4.3.4). AChE odpowiada za hydrolize acetylocholiny w obrebie synaps
cholinergicznych, hamujac dzialanie neuromediatora [Scarpini i wsp., 2003; Musiat i wsp.,
2007; Youdim i wsp., 2006; Riederer i Laux, 2011; Unzeta i wsp., 2016]. Oksydaza
monoaminowa (MAO, monoamine oxidase; EC 1.4.3.4), zlokalizowana w zewngtrznej btonie
mitochondrialnej, katalizuje oksydatywna deaminacje réznych monoamin, zar6wno endo-, jak
i egzogennych. Enzym wystgpuje w 2 formach: MAO A i MAO B, roéznigcych si¢
specyficznoscia substratowa i wrazliwoscia na dzialanie inhibitoréw; biatka enzymow
kodowane sg przez 2 rézne geny. MAO A odpowiada giéwnie za deaminacj¢ serotoniny
(5-HT) i jest wrazliwa na klorgiling. MAO B za$ wykazuje najwigksze powinowactwo
do B-fenyloetyloaminy i benzyloaminy; jest hamowana przez deprenyl i pargiling. Dopamina
(DA), noradrenalina (NA), adrenalina, tryptamina i tyramina moga by¢ oksydacyjnie
deaminowane przez obie formy enzymu [Weyler i wsp., 1990; Shih i wsp., 1998; Youdim
i wsp., 2006].

Demencja naczyniowa  definiowana  jest  jako postepujaca  choroba
neurodegeneracyjna, prowadzaca do zaburzen kognitywnych (poznawczych, otgpienia)
i motorycznych, ktére mozna przypisa¢ patologiom naczyniowym prowadzgcym
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do zmniejszenia przeptywu krwi przez mézg (hipoperfuzji); okreslana jest takze jako
demencja skrzepowa albo demencja warunkowana zaburzeniem krwioobiegu [Du i wsp.,
2016]. Moézg jest bardzo wrazliwy na niedotlenienie. W warunkach fizjologicznych
wykorzystuje 20% podazy tlenu w organizmie. Zgodnie z danymi statystycznymi, udar
mézgu jest jedng z trzech najczgstszych przyczyn $mierci na $wiecie — dotyka przede
wszystkim ludzi w starszym wieku. Stany zapalne i stres oksydacyjny, nasilajgce si¢ wraz
z wiekiem, negatywnie wplywaja na stan naczyf; progresji schorzenia sprzyjaja zaburzenia
pracy uktadu immunologicznego [DiNapoli i wsp., 2008; ladecola i Anrather, 2011].
W Polsce na udar mézgu choruje 70 tys. 0s6b rocznie, z czego jedna trzecia umiera. 80-85%
przypadkéw to udary niedokrwienne, pozostate — krwotoki do mozgu.

VD jest drugg pod wzgledem rozpowszechnienia forma demencji. Czgsto wystepuje
mieszana postaé choroby — koegzystencja VD i AD [Marchant i wsp., 2013; Chui i Ramirez-
Gomez, 2015]. Dla przyktadu, w Danii u ok. 8 000 oséb zdiagnozowano demencje
naczyniowa, a prawdopodobnie dalsze 15 000 oséb cierpi na kombinacje VD i AD.
Symptomy choroby sa uzaleznione od tego, ktére czgsci moézgu zostaty objete zmianami
patologicznymi. Chorzy moga mie¢ problemy z pamigcig i koncentracja, zmiany w emocjach
(depresyjnosé, smutek), paraliz lub ostabienie jednej strony ciala [Venkat i wsp., 2015].
Przebieg choroby moze byé bardzo rézny. Przy zakrzepach lub wylewach krwi do mézgu
symptomy wystepuja nagle i niespodziewanie. Jezeli wystepuje wiecej wylewow albo
skrzepéw przez dluzszy okres czasu, objawy rozwijajg si¢ stopniowo. Inne przyczyny
demencji naczyniowej to krwotoki lub choroby glebokich naczyn krwionosnych mézgu.
Rozwojowi VD sprzyja wiek, pteé (czesciej dotyka mezezyzn) 1 szereg réznych choréb,
w tym nadciénienie i zespé! metaboliczny. Do wysokich czynnikéw ryzyka nalezy takze
naduzywanie alkoholu i palenie papieroséw [Bowler, 2005; Raffaitin i wsp., 2009; Sharp
i wsp., 2011; Peters, 2012].

W patogenezie VD zwraca si¢ uwage na udziat stresu oksydacyjnego [Chen i wsp.,
2011; Luca i wsp., 2015], procesy zapalne szerzace si¢ W OUN (role cytokin i chemokin
prozapalnych: IL-1B, IL-6, TNF-c) [Rosenberg i wsp., 2014; Heppner i wsp., 2015;
Fakhoury, 2015], dysfunkcje i agregacje mitochondriéw [He i wsp., 2009; Jian i wsp., 2013;
Du i wsp., 2013], zaktdcenie metabolizmu lipidéw w moézgu [Toyran i wsp., 2004; Adibhatla
i wsp., 2003; Bhattacharjee i wsp., 2012] i zmiany poziomu czynnikéw wzrostu kluczowych
dla proliferacji i réznicowania komorek; w przewlektych postaciach VD za$ m.in. na
obnizenie ekspresji (down-regulation) neurotropowego czynnika pochodzenia mdzgowego

(BDNF, brain-derived neurotrophic factor) [Larsson i wsp., 1999; Kermani i wsp., 2007].



Badania wskazuja takze na zaburzenia w réznych ukladach neurotransmisyjnych,
prowadzace do deficytu acetylocholiny, dopaminy, kwasu y-aminomastowego (GABA),
glutaminianu i zmian w ukfadzie histaminowym [Yatomi i wsp., 2013; Xi i wsp., 2014; Li
i wsp., 2014; P1; P2]. Przewlekta hipoperfuzja mézgu prowadzi do trwatych zaburzen
kognitywnych, charakterystycznych zaréwno dla VD, jak i AD [Venkat i wsp., 2015].

Obecnie u wysokiego odsetek 0sob, ktdre przeszty udar, rozwija si¢ w przysztosci AD.
Jest to dowodem na $ciste powigzania migdzy tymi dwoma jednostkami chorobowymi.
Niedotlenienie i niedokrwienne moézgu wywoluje wzrost aktywnosci (up-regulation)
B-sekretazy (BACEL, beta-site amyloid prekursor protein — cleaving enzyme I).
Podwyzszony poziom stezenia i aktywnosci BACEI intensyfikuje procesy amyloidogenezy,
czego skutkiem jest zwickszenie zawartosci B-amyloidu [Guglielmotto i wsp., 2009]. Liczne
badania dowodzg, ze zmiany naczyniowe odgrywaja wazng role w powstawaniu i progresji
zaburzen neurologicznych, réwniez w przebiegu AD [Zlokovic, 2008; Grammas, 2011;
Marchesi, 2014].

Choroba Alzheimera jest najczesciej wystepujacg choroba neurodegeneracyjng
zwigzang z wiekiem. Charakteryzuje si¢ postepujaca utrata neurondw cholinergicznych.
Zmiany zlokalizowane sg gléwnie w obrgbie kory mdzgu, hipokampa i niektérych jader
podkorowych [Talesa, 2001; Unzeta i wsp., 2016]. Deficytowi acetylocholiny towarzyszg
takze zaburzenia w innych ukfadach neurotransmisyjnych: obnizenie aktywnosci ukladu
serotoninergicznego i dopaminergicznego, wzrost poziomu kwasu glutaminowego [Garcia-
Alloza i wsp., 2005; Terry i wsp., 2008]. Hipotezy te s3 takze inspiracjg do badan nad
nowymi lekami [Trillo i wsp., 2013; Martorana i Koch, 2014; Claeysen i wsp., 2015].

Charakterystyka neuropatologiczna AD obejmuje zewnatrzkomorkowe odktadanie sig
ztogébw B-amyloidu (zawierajacych takze inne komponenty, tworzace tzw. plytki starcze,
senile plaques), wewnatrzkomérkowe sploty neurofibrylarne (reurofibrillar tangles)
tworzone przez nadmiernie ufosforylowane biatko tau (jedno z biatek zwigzanych
z mikrotubulami), cechy morfologiczne apoptozy, odpowiedzi zapalnej i uszkodzen
oksydacyjnych w neuronach [Selkoe, 2001]. Dotychczas nie wiadomo, czy patologiczne
bialka sg przyczyna choroby, czy tez ich deponowanie ma charakter wtérny, tj. powstajg przy
okazji innych zaburzen stanowiacych pierwotng przyczyne choroby.

Zmiany neurochemiczne i morfologiczne prowadza do stopniowej utraty pamigci
i zdolnosci poznawczych, trudnosci w komunikacji (zaburzenia mowy) i innych dysfunkcji
behawioralnych [Musiat i wsp., 2007; Reitz i wsp., 2011]. Terapia AD ma charakter
objawowy, aczkolwiek stosowane leki korzystnie modyfikuja przebieg choroby. Leczenie
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podstawowe oparte jest na hipotezie cholinergicznej rozwoju AD — ma na celu wzmocnienie
transmisji cholinergicznej poprzez hamowanie degradacji ACh. Stosuje si¢ rézne inhibitory
AChE (takryna, donepezil, rivastigmine, physostigmine). Terapia korzystnie modyfikuje
przebieg choroby: ma pozytywny wptyw na zdolnosci umystowe i funkcjonalne o0s6b
dotkni¢tych AD. Blokery AChE hamuja takze aktywno$¢ butyrylocholinesterazy (EC
3.1.1.8), enzymu ktory takze degraduje estry cholinowe, w tym ACh [Unzeta i wsp., 2016].
Ponadto wykazano, ze takryna hamuje N-metylotransferaze histaminows (HMT,
N-methyltransferase; EC 2.1.1.8), gléwny enzym metabolizujgcy histaming (HA) w mo6zgu
[Cumming i Vincent, 1992; Morisset i wsp., 1996; Musiat i wsp., 2007; P2].

Uklad histaminowy odgrywa wazng role w procesach kognitywnych. Zaburzenia
w moézgowym poziomie aminy mogg by¢ jednym z czynnikéw warunkujacych choroby
neurodegeneracyjne [Passani i Blandina, 2011; Baronio 1 wsp., 2014; P1].

W badaniach przedklinicznych i klinicznych oceniana jest skuteczno$¢ nowych
strategii terapeutycznych opartych nie tylko na podnoszeniu mézgowego poziomu ACh
(inhibitory AChE) i niwelowaniu agregacji zlogéw B-amyloidu [Dias i Viegas, 2014; Tonelli
i wsp., 2015]. Testuje si¢ mi.in. zwigzki wplywajace na aktywnos¢ MAO, receptory 5-HT3
i NMDA oraz napigciowo-zalezne kanaty wapniowe [Ledn i Marco-Contelles, 2011;
Fakhfouri i wsp., 2012; Simoni i wsp., 2012; Ismaili i wsp., 2016; Unzeta i wsp., 2016].
Farmakoterapia AD obejmuje juz stosowanie memantyny — antagonisty receptora NMDA
[Doody i wsp., 2007]. Lek obniza zbyt duze stezenie kwasu glutaminowego (blokuje objawy
patologiczne bedace skutkiem zwigkszonego stezenia glutaminianu).

Post mortem, w obszarach mozgu objetych zmianami neurodegeneracyjnymi, ktérym
towarzyszy astroglioza, odnotowano zwigkszong aktywnos¢ MAO B [Saura i wsp., 1994].
Sugeruje to mozliwg skuteczno$é¢ inhibitoréw enzymu w terapii AD. Wykazano takze
powigzanie miedzy AD a depresjg. Inhibitory MAO moga takze tagodzi¢ objawy depresji,
i tym samym niwelowaé czynnik sprzyjajacy progresji choroby [Caraci i wsp., 2010].

Choroba Parkinsona (PD) powigzana jest z obumieraniem neuronéw
dopaminergicznych w substancji czarnej i prazkowiu. Charakteryzuje sig¢ zaburzeniami
ruchowymi, poznawczymi i psychiatrycznymi, przy czym dwie ostatnie dysfunkcje
nie dotyczg wszystkich chorych. Do najbardziej charakterystycznych zaburzen ruchowych
naleza: bradykinezja, sztywno$¢ mie$niowa, drzenie spoczynkowe oraz zaburzenia stabilnodci
postawy. Wsréd objawéw pozaruchowych PD  wyréznia sig: zaburzenia uktadu
wegetatywnego, zaburzenia snu, depresj¢, apatig, lgk oraz zaburzenia funkcji poznawczych

(w tym otgpienie) [Sanz i wsp., 2004; Hermanowicz, 2007; Diaz i Waters, 2009].
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Terapia PD oparta jest gtéwnie na podnoszeniu mézgowego poziomu DA poprzez
obwodowe stosowanie prekursora aminy, L-3,4-dihydroksyfenyloalaniny (L-DOPA) wraz
z inhibitorami obwodowej dekarboksylazy aminokwaséw aromatycznych (benserazyd),
co uniemozliwia przeksztalcenie prekursora w dopamine we krwi obwodowej i w efekcie
pozwala na zmniejszenie o ok. 70% doustnej, terapeutycznej dawki lewodopy. Inhibitory te
nie przechodzg przez barier¢ krew-mozg, natomiast L-DOPA tak: w mézgu w neuronach
dopaminergicznych przeksztatcana jest w dopaming [Hermanowicz, 2007; Rezak, 2007; Diaz
i Waters, 2009]. Niestety, L-DOPA nie zapobiega obumieraniu komérek produkujgcych
dopamine. W wigkszosci przypadkéw organizm pacjentéw reaguje pozytywnie na lek jedynie
przez kilka pierwszych lat; po pewnym czasie, gdy spadnie ilo§¢ neuronéw
przeksztalcajagcych prekursor w dopaming, niezbgdne jest zwigkszanie dawki preparatu,
co prowadzi do wielu niepozadanych skutkéw ubocznych (m.in. fluktuacji ruchowych,
dyskinez, zaostrzenia zaburzen poznawczych i psychotycznych).

Inng strategig leczenia jest hamowanie procesu rozkiadu juz uwolnionej z neuronu
dopaminy. Mozna to zrobié poprzez zahamowanie enzyméw katecholo-O-metylotransferazy
(COMT) lub MAO B, odpowiedzialnych za jej rozkiad. Jeszcze inna z stosowanych strategii
leczenia to podawanie agonistéw receptoréw dopaminowych — substancji nasladujacych
dziatanie dopaminy. Ich zadaniem jest pobudzanie receptoréw dopaminowych
zlokalizowanych na neuronach w mézgu [Knoll, 1983; Tetrud i Langston, 1989; Lieberman,
1992; Hermanowicz, 2007; Rezak, 2007; Diaz i Waters, 2009].

Chirurgiczne strategie leczenia choroby Parkinsona oparte sa na wszczepianiu
do mézgu komoérek produkujacych dopaming, pochodzacych od pacjenta lub z plodow
ludzkich. Stosowanie komérek pochodzacych od pacjentéw jest jednakze mato skuteczne:
wystepuja one w matych ilosciach i po transplantacji szybko obumieraja [Lindvall, 2016].

W leczeniu schorzen neurodegeneracyjnych potrzebne s3 nowe strategie
terapeutyczne. Opracowanie ich wymaga dogtebnego poznania mechanizméw warunkujacych
choroby. Obecnie w tym zakresie testuje si¢ wiele zwigzkéw. Obserwacje z kliniki cztowieka
wskazuja, ze czesto w terapii lepiej sprawdzaja si¢ zwiazki nieselektywne, o kilku punktach

dziatania.

Celem badaf opisanych w pracach P1 i P2 bylo uzyskanie informacji na temat
funkcjonowania mézgowych uktadéw aminergicznych w warunkach demencji naczyniowej,
ze szczegblnym uwzglednieniem ukladu histaminowego, oraz odpowiedz na pytanie, jak

manipulacje neurochemiczne, prowadzace do normalizacji poziomu neurotransmiteréw,
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poprzez blokowanie ich rozkladu lub nasilenie uwalniania, wptyng na funkcje kognitywne.
Jak juz wczesniej zaznaczono, ostatnio coraz wigeej jest danych, ze w rozwoju chordb
neurodegeneracyjnych istotny udziat ma przewlekle niedokrwienie mézgu [Zlokovic, 2008;
Grammas, 2011; Marchesi, 2014]. Z tego powodu badania przeprowadzono na zwierzgcym
modelu niedokrwienia mézgu, indukowanym poprzez obustronne podwigzanie tetnic
szyjnych wspélnych (BCCAO, bilateral common carotid artery occlusion) [Ni i wsp., 1994;
Otori i wsp., 2003; Farkas i wsp., 2007; P1; P2].

BCCAO wywoluje u szczura zmiany, odpowiadajace niewydolnosci krazenia
mébzgowego u cztowieka — zaburzenia uczenia i zapamigtywania; post mortem rejestruje si¢
zmiany morfologiczne w istocie bialej mézgu [Farkas i wsp., 2007]. Wiadomo, ze efekty
niedokrwienia, wywotane zamknigciem przeptywu krwi przez tetnice szyjne wspélne, sa
u szczura obserwowane tylko przez kilka tygodni. Bezposrednio po zabiegu, dochodzi
do obnizenia mézgowego przeptywu krwi (cerebral blood flow, CBF), zaleznie od obszaru
w granicach 33-58% CBF kontrolnego. Jednakze, juz w 4. tygodniu od operacji, w wielu
strukturach widoczna jest poprawa — lokalne przeplywy plasujg si¢ na poziomie 52-78% CBF
kontrolnego. W 8. tygodniu niektére obszary majg jeszcze obnizone CBF o 13-29% [Otori
i wsp., 2003]. Natomiast 6 miesi¢cy po operacji u dorostych szczuréw CBF nie rézni si¢
od kontrolnego [Choy i wsp., 2006]. Procesy adaptacyjne wiaczaja kompensacyjne
wytworzenie krazenia obocznego, gtéwnie wywodzacego si¢ z tetnic kregowych, oraz zmiang
$rednicy tetnicy podstawnej, tetnicy mézgowe;j tylnej, szyjnej wewnetrznej, tetnicy mézgowej
$rodkowej i przedniej. Ze wzgledu na ustepujacy charakter zmian, badania przeprowadzono

w ciagu kilkunastu dni od zabiegu, wedlug schematu prezentowanego na Ryc. 1.

28

Kolejne dni

1[2]3[4][s5]s

16 [ 17 [ 18 [ 19 [ 20 | 21

Procedura
eksperymentalna

| Testwstepny

Terapia farmakologiczna

W

Ry

Rye. 1. Protokét eksperymentalny [P1]

BCCAO — obustronne podwigzanie tetnic szyjnych wspdlnych (bilateral common carotid artery
occlusion), P — przerwa, T 7d — 7. dziei fazy treningu, R1-R4 — testy ponowne (retests);
test wstepny — faza przyzwyczajenia

Do eksperymentéw zakwalifikowano tylko te zwierzgta, ktore pozytywnie przeszty
wstepne badania behawioralne (test wstgpny), majace na celu oszacowanie funkcji
kognitywnych, tj. szczury szybko uczace sig. Oceng zdolnodci uczenia si¢ i pamigel

przeprowadzono wykorzystujac test Holeboard, badajgcy pamieé operacyjng (WM, working
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memory) 1 przestrzenna (RM, reference memory) [Lannert i Hoyer, 1998; P1; P2]. Badania
byly wykonane przed zoperowaniem zwierzat i w réznych okresach pooperacyjnych (retesty
R1-R4), w grupach poddawanych i niepoddawanych terapii farmakologiczne;j.

Aparat shuzacy do przeprowadzenia testu Holeboard ma form¢ pudetka
o powierzchni 1 m?, z podloga wyposazong w 16 otworéw (w ukladzie 4 x 4), w ktdrych
umieszcza si¢ kubeczki z ok. 50 g paszy (Ryc. 2).

1 2 3 4
AT R
B R|T
C T|R
D|R T

Ryec. 2. Obszar testowy aparatu Holeboard uwzgledniajacy pozycje kubkéw z paszg podczas
fazy treningu (T) i retestéw (R) [P1; opracowane na podstawie Lannert i Hoyer, 1998].

Podczas testu wstepnego (faza przyzwyczajenia) w kazdym kubeczku znajduje sig
pasza. Szczury motywowane glodzeniem ucza si¢ w ciaggu 4 dni szybkiego znajdowania
i spozycia pokarmu (maksymalny czas: 10 min). W kolejnej fazie nauki — treningu (7 dni,
z pauza 5. i 6. dnia) pasza znajduje si¢ tylko w 4 kubeczkach (pozycje: Al, B3, C2, D4),
a czas przeznaczony na wykonanie zadania to 5 min. [Lannert i Hoyer, 1998]. Zdolno$¢
zapamietywania oceniana jest w retestach (R1-R4), podczas ktérych pokarm znajduje sig
w otworach A4, B2, C3 i D1. Rejestracja obejmuje latencj¢ (tj. czas od momentu rozpoczgcia
testu do wizyty w pierwszym dotku), liczbe wizyt i rewizyt w dotkach zawierajacych pokarm
i pustych oraz czas potrzebny na wykonanie zadania.

Na podstawie ww. parametréw wylicza si¢ wspétczynniki WM i RM (WM, RM ratio)
i tym samym ocenia pamigé operacyjna i przestrzenng [P1; P2]. Do operacji BCCAO
kwalifikowano szczury z WM powyzej 50% i RM powyzej 40% (aby wykluczy¢ wptyw
innych, nieznanych czynnikéw uposledzajacych pamigc).

U ramach badan opublikowanych w pracy P1, u szczuréw Wistar, poddanym
operacjom BCCAO zastosowano:

e PF9601N, N-(2-propynylo)-2-(5-benzyloksy-indolilo) metyloaming — stosunkowo
niedawno zsyntetyzowany inhibitor MAO B, bardziej skuteczny niz deprenyl,

o udowodnionym dziataniu neuroprotekcyjnym [Cutillas i wsp., 2002; Pérez i Unzeta,
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2003; Pérez 1 wsp., 2003; Battaglia i wsp., 2006; Sanz i wsp., 2009]; dawka:
40 mg/kg,

e DL76, 1-[3-(4-tert-butylofenoksy)propylo]piperydyng¢ — antagonist¢ receptoréw
histaminowych typu Hs, zlokalizowanych w OUN presynaptycznie na neuronach
histaminergicznych (jako autoreceptory) 1 innych typach komérek jako
heteroreceptory  (na  neuronach  serotoninergicznych,  noradrenergicznych,
dopaminergicznych i1 cholinergicznych); wystgpowanie HsRs predestynuje zwigzki
na nie oddzialujace do rozwazenia stosowania ich w terapiach choréb
neurodegeneracyjnych [Passani i wsp., 2004; Lazewska i wsp., 2009; Lazewska
i Kiec-Kononowicz, 2010; Passani i Blandina, 2011]; dawka: 6 mg/kg,

e jako zwigzek referencyjny — takryng, inhibitor AChE zatwierdzony jako pierwszy
do terapii AD [Unzeta i wsp., 2016]; dawka: 3 mg/kg.

Wszystkie zwigzki byly podawane dootrzewnowo przez 6 kolejnych dni.

Skutkiem podwigzania tetnic szyjnych wspélnych u szczura sa zaburzenia
kognitywne, odzwierciedlane przez gorsze rezultaty zwierzat uzyskiwane w tescie Holeboard.
Po operacji wydluzeniu ulegaja parametry zwigzane z czasem realizacji zadania, pogarsza si¢
pamie¢ WM i RM.

Pierwszy retest, przeprowadzony 7. dnia od operacji, wykazat ze BCCAO
spowodowato u szczurédw drastyczny wzrost latencji (20-60-krotny) oraz wydiuzenie czasu
przebywania w aparacie w zakresie 170-260%. W poréwnaniu z rezultatami badan
behawioralnych sprzed operacji (7. dzien fazy treningu), zabieg bardziej zaburzyt pamigé
operacyjng (spadek o 40%) niz pamig¢ przestrzenna (spadek o mniej niz 20%).

Wszystkie 3 podawane zwigzki wplynely pozytywnie na badane parametry pamigci.
W grupie zwierzat traktowanych PF9601N i takryna, wspotczynnik WM i RM utrzymywat
si¢ na tym samym poziomie, co 7. dnia treningu, podczas gdy DL-76 raczej poprawiat WM,
niz RM. Wspétczynnik WM, wyliczony na podstawie parametréw zarejestrowanych w R1,
byl znamiennie statystycznie wyzszy w porownaniu ze zwierzgtami po BCCAO,
niepoddanymi terapii. W kolejnych retestach (R1-R4) wszystkie grupy zwierzat osiggnely
podobne rezultaty.

Po przeprowadzeniu 3-4. retestu (tj. 2-3 tygodnie po BCCAO) szczury zostaly
zdekapitowane, a tkanki zabezpieczone do badan biochemicznych. W mézgu (podzielonym

na podwzgérze i ,resztg mézgowa™) oznaczono stezenie histaminy, aktywnos¢ oksydazy
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monoaminowej A i B, acetylocholinesterazy oraz N-metylotransferazy histaminowej (HMT),
zgodnie z opisanymi metodami [P1].

Badania biochemiczne wykazaly, ze sama operacja BCCAO nie powoduje zmian
w mézgowej aktywnosci MAO A i B. Aktywnosé enzymu, przede wszystkim MAO B, ulegta
jednakze znacznej redukcji w mozgach zwierzat, ktérym podawano PF9601N, pomimo
zaprzestania iniekcji zwigzku 3 tygodnie wczesdniej. Zwigzek prawie catkowicie zablokowat
MAO B w reszcie mézgu i ponad 2-krotnie obnizyt aktywno$¢ enzymu w podwzgdrzu.
W przypadku MAO A, po zastosowaniu PF9601N, aktywno$¢ enzymu zostata zredukowana
w granicach 40% w obu badanych czgsciach mézgu. Pozostate zwiazki, tj. takryna i DL 76,
nie wptynety na aktywno$é MAO. W zadnej z grup nie ulegta zmianie takze aktywno$¢ HMT
i AChE.

U zwierzat po BCCAO wykryto istotne statystycznie obnizone stezenie HA
w podwzgdrzu w poréwnaniu z kontrolg. Efekt ten byt réwniez zarejestrowany u zwierzat,
ktérym podawano takryne. U szczuréw po BCCAO, traktowanych PF9601N i DL 76, poziom
histaminy w moézgu réwniez byl nizszy w odniesieniu do zwierzat zdrowych, aczkolwiek
wyzszy niz w grupie BCCAO i BCCAO-takryna (zmiany te nie byly jednakze znamienne

statystycznie).

Jak juz wspomniatam, w terapii choréb neurodegeneracyjnych, maja szans¢ by¢
skuteczne zwiazki dzialajagce kompleksowo, wplywajace na rézne enzymy, i przez to
modyfikujace funkcje réznych uktadéw neurotransmisyjnych.

W kolejnych badaniach, opisanych w pracy P2, uzyskalam wglad w mézgowe uklady
neurotransmisyjne u szczuréw z VD poprzez zastosowanie preparatéw wielofunkcyjnych,
zsyntetyzowanych w oparciu o 2 zwiazki o udokumentowane]j skutecznosci terapeutycznej,
tj. donepezil i PF9601N [Cutillas i wsp., 2002; Pérez i Unzeta, 2003; Pérez i wsp., 2003;
Battaglia i wsp., 2006; Birks i Harvey, 2006; Sanz i wsp., 2009; Unzeta 1 wsp., 2016].
Ocenitam takze in vivo mozliwosci terapeutyczne nowo zsyntetyzowanych hybryd, ktére
do tej pory podlegaty ewaluacji tylko w warunkach iz vitro. Schemat tych eksperymentéw byt
analogiczny do opisanych w pracy P1.

Szczury z demencja naczyniows, indukowang operacja BCCAO, mialy podawane
2 takie preparaty, zsyntetyzowane przez chemikéw z laboratorium prof. J. L. Marco-
Contellesa w Madrycie (Zat. 4, pkt I11.B.4):

e ASS188: N-{[5-(2-(1-benzylopiperydyn-4-ylo)etoksy)-1-metylo-1H-indol-2-ilomety-
lo}-N-metyloprop-2-yno-1-aming,
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e ASS234:  N-{[5-(3-(1-benzylopiperydyn-4-ylo)propoksy)-1-metylo-1H-indol-2-ilo]
me-tylo}-N-metyloprop-2-yno-1-amin¢ [Ismaili i wsp., 2016; Unzeta i wsp., 2016].

Syntezie nowych zwigzkéw przyswiecata idea, aby blokowaty zaréwno AChE (efekt
donepezilu), jak i MAO (efekt zalezny od komponenty propargiloaminowej PF9601N), i tym
samym nasilaty zar6wno transmisj¢ cholinergiczna, jak i monoaminergiczng oraz zachowaty
neuroprotekcyjne wilasciwosci PF960IN. Sam donepezil nie jest inhibitorem MAO,
a PF9601N, hamujac skutecznie MAO B, nie wptywa na aktywno$¢ cholinesteraz [Bolea
i wsp., 2011; P2].

Na poczatku eksperymentéw ASS188 (1 mg/kg, sc., 5 dni) i ASS234 (5 mg/kg, sc.,
5 dni) zostaty zaaplikowane szczurom zdrowym (intact) w celu sprawdzenia, czy zwiazki te
przechodzg przez barier¢ krew-mozg, i czy wykazujg dziatanie osrodkowe W przypadku
ASS188, oprécz grupy kontrolnej, do badan wigczono dla poréwnania takze szczury, ktérym
podawano klorgiling (0,3 mg/kg, sc.) i deprenyl (0,5 mg/kg, sc.), klasyczne inhibitory
odpowiednio: MAO A i B. Podawanie ASS234 odniesione bylo tylko do kontroli (iniekcje
0,9% NaCl). Wstepna ewaluacja hybryd byta prowadzona w badaniach in vivo, przy uzyciu
klatek metabolicznych, pozwalajacych sprawdzié, czy zwiazki te wptywajg na spozycie paszy
i wody, i posrednio — czy przechodza przez bariere krew-mozg.

ASS188 i oba referencyjne inhibitory MAO nie wplynely na dzienng konsumpcje
szczurdw i ilo§¢ wydalanego moczu [P2]. Podawanie ASS234 spowodowalo za$ znamienny
statystycznie spadek spozycia paszy i wody (o ok. 30%) oraz ilosci wydalanego moczu.

Badania post mortem wykazaly, ze podawanie obu zwigzkéw wywoluje zmiany
w moézgowych uktadach aminergicznych oraz aktywnosci enzyméw MAO i HMT.
W moézgach szczuréw traktowanych ASSI188 i ASS234 stwierdzono zwigkszone,
w poréwnaniu z kontrola, stezenie serotoniny, dopaminy, noradrenaliny i histaminy (poziom
5-HT i HA oceniano w podwzgérzu i reszcie mézgu, DA i NA — tylko w ,,reszcie mézgu™).
Rezultaty te mogg byé konsekwencja obnizenia aktywnosci enzymow metabolizujacych
aminy. Oba badane zwiazki okazaly si¢ efektywnymi inhibitorami oksydazy monoaminowe;.
ASS188, w obu badanych czesciach mézgu, spowodowat o ponad 95% spadek aktywnosci
MAO A (wynik ten jest poréwnywalny z otrzymanym w grupie zwierzat, ktorym podawano
klorgiling, klasyczny inhibitor MAO A), a aktywnos¢ MAO B obnizyt o 30%. ASS234 zas

catkowicie zablokowat MAO A w reszcie mézgu, a w podwzgérzu odnotowano tylko 4%
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aktywnosci fizjologicznej enzymu. W przypadku MAO B u zwierzat traktowanych ASS234
odnotowano spadek aktywnosci enzymu w granicach 40%.

ASS234 spowodowat takze w podwzgorzu obnizenie aktywnosci HMT. Dodatkowo,
w prazkowiu szczuréw wykryto nizsza aktywnos$¢ AChE [P2].

W dalszych badaniach sprawdzono efektywnos¢ dziatania ASS188 i ASS234
u szczuréw z VD wywolana podwigzaniem tetnic szyjnych wspélnych (BCCAO). Interwencja
chirurgiczna, jak zazwyczaj, doprowadzita do pogorszenia parametréw pamigci (skutek
niedokrwienia mézgu). Podawanie obu hybryd zniwelowato negatywny wptyw BCCAO
na funkcje kognitywne. Szczury po BCCAO, ktérym podawano nowo zsyntetyzowane
zwiazki — hybrydy, uzyskaty w tescie Holeboard lepsze wyniki w poréwnaniu ze zwierzgtami
niepoddanymi terapii, przy czym badane zwigzki poprawialy przede wszystkim pamigé
operacyjna (WM).

W przeprowadzonych badaniach behawioralnych, oceniajgcych funkcje kognitywne
zwierzat, bardziej skuteczny okazal si¢ zwigzek ASS234. Wskaznik WM u szczuréw
BCCAO, ktérym podawano ASS234, wyliczony na podstawie parametréw zarejestrowanych
w tescie Holeboard w retestach R1 i R2 (tj. 7-12 dni po wywotaniu niedokrwienia mézgu),
utrzymat si¢ na tym samym poziomie, co w 7. dniu fazy treningu (najlepszy rezultat przed
operacja) [P2].

Pozytywny wptyw na funkcje kognitywne zwiazkow — hybryd, ktérych budowa
chemiczna oparta jest na strukturze donepezilu i PF9601N, moze wynika¢ m.in.
z normalizacji zmian neurochemicznych w moézgu spowodowanych niedokrwieniem.
Wiadomo, ze BCCAO zaburza mézgowe ukfady aminergiczne. ASS188 i ASS234 poprzez
hamowanie aktywnosci enzyméw odpowiedzialnych za metabolizowanie amin (MAO A i B,
HMT) podnosza poziom neuroprzekaznikéw (5-HT, DA, NA, HA) [P2].

Rozwazyé nalezy takze i inne mechanizmy neuroprotekcyjne. Bolea i wsp. [2013]
wykazali w badaniach przeprowadzonych na hodowlach komérkowych (human
neuroblastoma cells), ze ASS234 charakteryzuje si¢ wiasciwosciami antyoksydacyjnymi.
Dodatkowo zaobserwowano, ze zwiazek przeciwdziata takze agregacji ztogéw B-amyloidu,
co predestynuje go do testow w kierunku terapii choroby Alzheimera [Bolea i wsp., 2013;

Unzeta i wsp., 2016].

Przeprowadzone przeze mnie badania w oparciu 0 eksperymentalny model demencji

naczyniowej u szczura (BCCAO) wykazaly, ze w warunkach niedokrwienia mézgu zaburzona
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jest funkcja uktadu histaminergicznego i innych ukladéw neurotransmisyjnych. Terapie
farmakologiczne dzialajace na poziomie enzymow metabolizujgcych aminy wplywajg
korzystnie na zaburzenia neurochemiczne i kognitywne rozwijajgce si¢ w przebiegu VD.
Wykazatam, ze na zaburzenia kognitywne u szczura z VD korzystnie dziataja zwiazki
wplywajace na ukfad cholinergiczny (takryna), blokujgce receptory histaminowe typu Hs
(DL 76) i hamujgce aktywnos¢ MAO B (PF9601), oraz zwigzki o charakterze
wielofunkcyjnym, tj. hybrydy zsyntetyzowane w oparciu o donepezil (inhibitor AChHE)
i PF9601 (inhibitor MAO B), modyfikujace rézne uktady neuroprzekaznikowe.

Po raz pierwszy wykazatam w badaniach in vivo, ze nowo zsyntetyzowane hybrydy
(ASS188 i ASS234) przechodzg przez barierg krew-mozg ($wiadczg o tym zaréwno wyniki
badan behawioralnych, jak i przeprowadzonych post mortem analiz biochemicznych).
Pokazatam takze, ze skutecznos$é terapeutyczna in vivo Ww. zwigzkow wynika z hamowania
aktywnosci obu form oksydaz monoaminowych (MAO A i B) oraz N-metylotransferazy
histaminowej (HMT), czego skutkiem jest normalizacja poziomu 5-HT, DA, NA i HA.

Uzyskane wyniki inspirujg do dalszych badari nad wykorzystaniem hybryd w terapii
choréb neurodegeneracyjnych. Szczegdlnie obiecujacy, ze wzgledu na efektywniejsze

dziatanie, wydaje si¢ zwiazek ASS234.

Perspektywy terapeutycznego wykorzystania zwigzkéw dwufunkcyjnych, laczacych
aktywno$¢ antagonisty receptora histaminowego Hs i inhibitora aktywno$ci MAO

Receptor histaminowy Hs (HsR) to receptor metabotropowy, sprzezony z biatkiem
Gi/G,, wykazujacy konstytutywng aktywnos¢ (aktywno$¢ podstawowa bez wigzania
agonisty), hamujacy uwalnianie histaminy  (jako autoreceptor) oraz  innych
neuroprzekaznikéw: DA, 5-HT, ACh (jako heteroreceptor) [przeglad: Panula et al., 2015].
W konsekwencji odwrotny agonizm/antagonizm H3R prowadzi do przyspieszonego
uwalniania ww. neuroprzekaznikéw, dlatego odwrotni agonisci HsR/antagonisci HsR sg
uznawani za obiecujace leki w terapii chorob OUN [Passani and Blandina, 2011].

Ciproxifan (cyklopropylo 4- (3- (1H-imidazol-4-ilo) propyloksy) fenylometanon) jest
dobrze scharakteryzowanym odwrotnym agonista/antagonista receptora HsR. Ma wysokie
powinowactwo do HsR u gryzoni (szczur: K; = 0,4-6,2 nM; mysz: K; = 0,5-0,8 nM) oraz
zdecydowanie mniejsze powinowactwo do HsR u cztowieka (K; = 46-180 nM) [Ligneau et
al., 2000]. W badaniach in vivo wykazano skuteczno$¢ liganda w normalizacji cyklu sen-

czuwanie i poprawie uwagi. Ciproxifan jest powszechnie stosowany jako zwigzek
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referencyjny w badaniach dotyczacych roli HsRs w stanach fizjologicznych i patologicznych,
w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem réznych eksperymentalnych modeli
zwierzgcych (badania dotyczace zaburzen kognitywnych, AD, zespolu nadpobudliwosci
psychoruchowej z deficytem uwagi — ADHD, schizofrenii, zaburzen snu, autyzmu).
Podczas badan przesiewowych pod katem inhibitor6w oksydaz monoaminowych A
i B zaobserwowano, ze ligand takze hamuje aktywnos¢ obu izoform enzymow.
MAO A i B scharakteryzowano juz powyzej. Jak juz wspomniano, ze wzgledu na lokalizacje
enzymow i ich funkcje, inhibitory MAO majg m.in. zastosowanie w leczeniu PD i depres;ji.
Celem badan przedstawionych w P3 bylo precyzyjne okreslenie zdolnosci ciproxifanu
do hamowania ludzkiego MAO A i MAO B przez okreslenie wartosci ICso i wykazanie
odwracalnosci dziatania (badania in vitro) oraz ustalenie, w jakim zakresie ligand hamuje

aktywno$é MAO w mozgu szczura.

Wyznaczenie IC50 — badania przeprowadzone na mézgu szczura

Badania zostaly przeprowadzone na mézgach szczurdw (samcach szczepu Wistar).
W kazdym eksperymencie uzyto homogenatéw przygotowanych z mézgéw pochodzacych
od trzech zwierzat. Aktywnos¢ MAO A i MAO B mierzono stosujagc odpowiedni
radioaktywny substrat: serotoning (5- [2-!*C] - hydroxytryptamine binoxalate) lub
B-fenyloetyloaming (B-[ethyl-1-'*C]-phenyl-ethyl-amine hydrochloride; PEA), zgodnie
z procedurg opisang przez Fowler i Tipton [1981] z modyfikacjami wprowadzonymi przez
Gomeza i wsp. [1988]. Wartosci ICso ustalono stosujagc 6 réznych stezen ciproxifanu
w zakresie od 10° M do 5 x 10* M, przy stalym stezeniu substratu (odpowiednio: 200 pM
5-HT lub 20 uM PEA). Wartosci ICso wyznaczono w 3 niezaleznych eksperymentach (kazdy
przeprowadzono w 2 powtdrzeniach).

Podobnie jak w przypadku MAO u czfowieka (1(MAO), ustalono, ze wartosci ICso dla
ciproxifanu u szczura (rMAO) plasuja si¢ w zakresie stezeti mikromolowych (ICso, Mao A =
37,5 £ 0,2 uM; ICso, mao B = 15,4 £ 0,3 uM), z niewielkg preferencjg hamowania MAO B
(ICs0,ma0 B / ICs0, Ma0 A = 0,4) [P3].

Rezultaty badan dotyczgcych hamowania aktywnosci MAO przez ciproxifan
zapoczatkowaly prace nad synteza nowej grupy zwigzkéw o podwdjnym ukierunkowaniu
farmakologicznym (dual-targeting ligands, DTLs), tj. hamujacych MAO B i blokujacych
jednoczesnie receptor histaminowy Hs. Wstepne wyniki tych badan zostaty juz przedstawione
na 3 konferencjach [Zal. 4, pkt I11.B.1, B.3 i B.4] oraz opublikowane [Affini et al., Eur J Med
Chem 2018; 148: 487-497].
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DTLs stanowig obiecujaca strategie terapeutyczna, niepowigzang z receptorem

dopaminergicznym, dla leczenia choroby Parkinsona [P3].

Udzial mézgowych ukladéw aminergicznych w patogenezie encefalopatii watrobowej

Zespolenie wrotno-czcze (portacaval shunt, portacaval anastomosis, PCS) jest
potaczeniem zyly wrotnej z zyta gtéwna dolna, w wyniku ktérego krew z zyly wrotnej
przedostaje si¢ do zyly gitdwnej. Powoduje to bezposredni przeplyw krwi z zoladka, jelit,
trzustki i Sledziony do krgzenia ogbélnego, z pominigciem watroby, ograniczajagc w znacznym
stopniu jej udzial w procesach metabolicznych ustroju. Rézne substancje wchionigte z jelita
(m.in. amoniak, merkaptany, krétkotancuchowe kwasy tluszczowe, kwas y-aminomastowy,
aminokwasy aromatyczne i endogenne benzodiazepiny) nie sg metabolizowane w watrobie —
trafiajg do krazenia ogdlnego, co powoduje intoksykacje, prowadzacg do zaburzen
neurologicznych. U cziowieka patologia ta wywotuje zaburzenia neuropsychiatryczne,
okreslane mianem encefalopatii watrobowej (hepatic encephalopathy, HE). HE czgsto rozwija
sie takze jako skutek dysfunkcji watroby, np. w przebiegu marskosci [Butterworth, 1996;
Mas, 2006; Diaz-Gémez i wsp., 2011; Felipo, 2013; Dhanda i Sandhir, 2015].

W badaniach nad HE wykorzystuje si¢ modele zwierzgce, poniewaz niezaleznie
od gatunku, zmiany biochemiczne w ptynach ustrojowych i/lub narzadach sg bardzo zblizone
[Fogel i wsp., 1991a; Mas, 2006; Felipo, 2013; Dhanda i Sandbhir, 2015]. Model PCS
u szczura jest szeroko stosowany w badaniach dotyczacych wplywu zaburzed watroby
na funkcje i metabolizm moézgu. Zmiany indukowane zespoleniem wrotno-czczym
odpowiadajg typowi B encefalopatii watrobowej (zgodnie z klasyfikacja podang w 1998 r.
podczas 11. Swiatowego Kongresu Gastroenterologicznego). Skutkiem jest atrofia watroby
bez oznak uszkodzenia narzadu [Mas, 2006; Diaz-Gémez i wsp., 2011]. W OUN, wskutek
zwigkszonego stezenia we krwi aminokwaséw aromatycznych: tryptofanu, fenyloalaniny,
L-histydyny, L-tyrozyny i ich aktywnego transportu do mézgu, obserwuje si¢ zwigkszona
synteze amin biogennych, zaréwno tych, ktére peinia rolg neuroprzekaznikéw (serotonina,
5-HT; dopamina, DA; histamina, HA), jak i amin $ladowych (oktopamina) [Fogel i wsp.,
1990, 1991a, 1999; Skowronska i Albrecht, 2012]. Wczesniejsze badania przeprowadzone
na modelu PCS u szczura wykazaty 2 mechanizmy réwnowazace nadmierng produkcje amin
w moézgu: wzmozony katabolizm i deponowanie w neuronach. Pierwszy, charakterystyczny
dla 5-HT i DA, powigzany jest ze zwiekszona produkcjg i stgzeniem metabolitdw
indoloaminy (kwasu 5-hydroksyindolooctowego, 5-HIAA) i katecholaminy w mézgu (kwas
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homowaniliowy, HVA) bez zmian w zawartosci samych amin [Fogel i wsp., 1994; Lozeva
i wsp., 2004]. Drugi proces regulacji dotyczy histaminy. We wczesnym okresie po zespoleniu
wrotno-czczym, HA gléwnie deponowana jest w neuronach. W czasie dhuzszym po zabiegu
nastepuje takze wzmozenie katabolizmu aminy, o czym $wiadczy zwigkszone stezenie N-tele-
metylohistaminy (t-MeHA) w mézgu — metabolitu HA [Lozeva i wsp., 2003]. Adaptacyjnie
zwieksza si¢ takze aktywno$¢é MAO B — enzymu metabolizujgcego t-MeHA [Fogel i wsp.,
2001, 2002]. Poziom HA w mézgu szczuréw PCS jest znacznie wyzszy (nawet 20-krotnie)
w poréwnaniu ze zwierzetami operowanymi pozornie. Jest to spowodowane lepszym
wysyceniem  substratem  L-histydyna  dekarboksylazy  histydynowej,  enzymu
odpowiedzialnego za syntezg HA, i ze wzgledu na lokalizacj¢ ciat neurondw syntetyzujacych
HA w jadrze guzowo-suteczkowatym dotyczy przede wszystkim podwzgérza [Fogel
i wsp., 1991a].

Podobne obserwacje daty takze badania kliniczne. Podwyzszone stgzenie HA
i t-MeHA wykryto miedzy innymi post mortem w mézgach pacjentéw z marskoscig watroby,
ktérzy zapadli w $piaczke watrobowa [Lozeva i wsp., 2003].

Oprocz szeregu zaburzefi neurochemicznych w moézgu cecha charakterystyczng
szczuréw PCS jest wzmozona preferencja alkoholowa [Fogel i wsp., 1991b, 1997; de Waele
i wsp., 1997]. Zjawisko picia alkoholu z wyboru zaobserwowano takze w badaniach
z wykorzystaniem innego modelu eksperymentalnego, prowadzacego do dysfunkcji watroby,
mianowicie u szczuréw z marskodcia watroby wywotang dozotadkowym podawaniem
hepatotoksyny — tioacetamidu [Fogel i wsp., 1997; Kruk i wsp., 1997; Stasiak i wsp., 2008].
Badania prowadzone nad identyfikacja przyczyn tego zjawiska wykazaly, ze zalezy ono per
se od stanu watroby i ma charakter odwracalny. Poprawa funkcji narzadu uzyskana
w wyniku stosowania czynnikéw hepatotropowych i procesow regeneracji, stymulowanych
cze$ciowa hepatektomia, redukuje t¢ anormalng preferencjg do alkoholu [Fogel i wsp., 1997;
Kruk i wsp., 1997] (szerzej to zagadnienie oméwione zostato w rozdziale 5.1.2 niniejszego
opracowania). Z tego powodu u szczuréw PCS badanie preferencji alkoholowej jest jednym
ze sposobow oceny stanu watroby i posrednio pozwala na oceng funkcji moézgu.

Biorac pod uwage powyzsze spostrzezenia, postanowiono sprawdzié, jakie bedg skutki
poprawy funkeji watroby u szczuréw PCS i da¢ odpowiedz na pytanie, czy zaburzenia
neurochemiczne w mdzgu sa odwracalne.

W badaniach wykorzystano model PCS u szczura [P4]. Zespolenie wrotno-czcze,
sposobem koniec do boku, wykonane zostalo u szczurow wsobnych szczepu Lewis,

wg procedury opisanej przez Lee i Fisher [1961]. Kontrole stanowily szczury operowane
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pozornie. U zwierzat systematycznie monitorowano funkcje watroby, badajac stezenie
mocznika w wydalanym moczu i stgzenie aminokwasu L-histydyny w osoczu. Kontrolowano
tez preferencje alkoholows (badania w klatkach metabolicznych). Do eksperymentow
wlaczono zwierzeta 6 miesiecy po operacji, z Wwyraznymi przejawami zaburzef
charakterystycznych dla PCS: obnizonym o 50% wydalaniem mocznika, podwyzszonym
0 50% stezeniem L-histydyny w osoczu i zdeterminowang preferencja alkoholowa. Szczury
PCS, proporcjonalnie do stopnia atrofii watroby, zaleznej od braku czynnikow
hepatotropowych wskutek ograniczenia udzialu watroby w procesach metabolicznych,
wypijaly coraz wiecej alkoholu z wyboru — po 13 tygodniach od wykonania zespolenia:
8,48 + 0,83 ml 10% etanolu/100 g masy ciata, podczas gdy szczury kontrolne — ponizej 1 ml
(0,89 + 0,26 ml/kg) [P4].

Jako metode poprawy funkcji watroby, opierajac si¢ na wiasnych badaniach
pilotazowych i licznych doniesieniach literaturowych, wybrano transplantacj¢ hepatocytow.
Szczurom PCS, 6 miesiecy po operacji, podano zawiesing hepatocytow (3 x 10® komoérek
/szczura), uzyskanych od zwierzat syngenicznych i przygotowanych zgodnie z procedura
opisang przez Seglena [1994], z zastosowaniem trawienia watroby kolagenaza. Jako miejsce
transplantacji, ze wzgledu na bogate Zrédio czynnikow hepatotropowych, wybrano ogon
trzustki. Po przeszczepie nadal monitorowano funkcje watroby poprzez oceng markeréw
biochemicznych i picia alkoholu z wyboru. Obserwacj¢ zakoficzono po 2 miesigcach
od transplantacji. Transplantacja hepatocytéw znormalizowata poziom L-histydyny w osoczu
i zwiekszyla ilo§¢ mocznika wydalanego w moczu. Szczury PCS, ktérym podano hepatocyty,
wypijaly takze statystycznie mniej alkoholu z wyboru w poréwnaniu ze zwierzgtami
niepoddanymi przeszczepom [P4].

Post mortem w mozgach zwierzat ze wszystkich grup eksperymentalnych zbadano
stezenie HA, t-MeHA, 5-HT, 5-HIAA oraz aktywno$é MAO A i B, zgodnie ze standardowo
stosowanymi metodami, a trzustke poddano ocenie histologicznej [P4]. Poziom HA, 5-HT
i 5-HIAA oceniano w podwzgérzu, korze mézgowej, prazkowiu, $rédmézgowiu, rdzeniu
przedhuzonym i mézdzku; stezenie t-MeHA i aktywnos¢ MAO — w podwzgérzu i korze
mozgowej.

Post mortem, po dwéch miesigcach od transplantacji, badania histologiczne wykazaty
obecno$é hepatocytopodobnych komoérek w miejscu ich implantacji. Dowodem,
ze przeszczepione hepatocyty podjety funkcje syntezy i detoksykacji sg takze zmiany

obserwowane przyzyciowo (wzrost ilosci mocznika w moczu, spadek stgzenia L-histydyny
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w osoczu 1 ilosci wypijanego alkoholu z wyboru) oraz zmiany neurochemiczne w mézgach
zwierzat po przeszczepie.

Skutkiem zespolenia wrotno-czczego byl statystycznie znamienny wzrost stezenia HA
w wigkszosci badanych struktur moézgowych, przy czym w podwzgérzu przekraczato ono
az 20-krotnie poziom rejestrowany u zwierzat kontrolnych. Szczury PCS miaty normalny
poziom 5-HT we wszystkich ocenianych strukturach mézgu, przy zwigkszonym ok. 2-3 razy
stezeniu kwasu 5-HIAA. W podwzgérzu i korze mdzgowej wykryto tez, w poréwnaniu
z kontrola, wicksza aktywnos¢ MAO B.

U szczuréw PCS poddanych transplantacji stezenie HA w podwzgdrzu bylo znacznie
nizsze: poziom kontrolny przekraczato 6-krotnie. Spadek stezenia HA po przeszczepie
powiazany byl z obnizonym stezeniem t-MeHA w strukturze. U tych zwierzat odnotowano
takze mniejsza aktywno$¢ MAO B w podwzgdérzu i korze moézgowej w pordwnaniu
ze zwierzetami PCS bez terapii.

Transplantacja hepatocytéw znormalizowata takze metabolizm 5-HT w mézgu, czego
dowodem jest istotne statystycznie nizsze st¢zenie metabolitu aminy, 5-HIAA,
w podwzgbrzu, prazkowiu i miedzymoézgowiu, w odniesieniu do szczuréw PCS bez
przeszczepu.

Rezultaty te sg zgodne z danymi uzyskanymi we wczesniejszych badaniach
eksperymentalnych i klinicznych przeprowadzonych przez innych autoréw. Transplantacja
hepatocytéw jest skutecznym sposobem przywrécenia funkcji watroby w réznych warunkach
niedomogi narzadu: redukuje zaburzenia biochemiczne i wydluza czas zycia. Wpltywa
pozytywnie na metabolizm mézgowy 1 obwodowy w przebiegu réznych schorzen watroby.
Podanie komoérek do S§ledziony szczurom z marskoscia watroby normalizowalo czas
protrombinowy, poziom albumin i bilirubiny w surowicy, a u szczuréw PCS zapobiegato
hiperamonemii, przeciwdziatajac rozwojowi encefalopatii watrobowej [Mariani i wsp., 2006;
Cai i wsp., 2002]. Obnizony poziom amoniaku we krwi i nizszy czas protrombinowy oraz
lepszy wynik w testach oceniajacych stopien zaawansowania HE odnotowano takze u ludzi
z ostrg niewydolnoscia watroby i cigzka postaciag HE (stopien III-IV), ktérym przeszczepiono
hepatocyty do watroby i $ledziony, a obecnos¢ transplantowanych komoérek w miejscu
implantacji potwierdzono post mortem [Bilir i wsp., 2000].

Generalnie, dane eksperymentalne i kliniczne sugeruja, ze transplantacja hepatocytow
moze by¢é skuteczng terapia w réznych schorzeniach watroby przebiegajacych z wylaczeniem

funkcji narzadu [Cai i wsp., 2002; Fitzpatrick i wsp., 2009]. Redukuje symptomy
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encefalopatii watrobowej i stanowi dobra alternatywe dla ortotropowych przeszczepéw
watroby.

Wyniki przedstawione w publikacji P4 wyraznie pokazuja, ze zmiany neurochemiczne
w mozgu szczurow PCS, bedace konsekwencja niedomogi watroby, majg charakter
odwracalny: przywrécenie funkcji narzadu droga transplantacji hepatocytow tagodzi
zaburzenia w ukladach aminergicznych w o$rodkowym ukladzie nerwowym, a takze
normalizuje behawior, obnizajac preferencj¢ alkoholowa. Jest to bardzo wazna obserwacja,
kolejny dowdd swiadczacy o zaangazowaniu amin biogennych w warunkowanie homeostazy

ustroju.

skoskokoskock

Podsumowujac, patogeneza wielu schorzen osrodkowego ukladu nerwowego
powigzana jest z dysfunkcjg mézgowych ukladéw aminergicznych. Badania na modelach
zwierzgcych dajg szerszy wglad w zmiany metaboliczne i mechanizmy adaptacyjne
w uktadzie histaminergicznym i innych uktadach aminergicznych oraz umozliwiaja oceng
skutecznosci nowych lekéw i metod terapii. Przeprowadzone przeze mnie badania
eksperymentalne poszerzyly wiedze¢ na temat zaburzen wystepujacych w przebiegu 2 chordb
prowadzacych do neurodegeneracji: demencji naczyniowej i encefalopatii watrobowe;j

oraz udowodnity skuteczno$¢ nowych terapii normalizujacych poziom monoamin w mézgu.

Zywie nadzieje, ze uzyskane przeze mnie rezultaty bgda miaty w przysztosci
implikacje kliniczne, tj. przyczynia si¢ do opracowania nowych skutecznych strategii

terapeutycznych.

Rezultaty badan stanowigcych osiagniecie naukowe zostaly takze zaprezentowane
w postaci komunikatéw na 6 migdzynarodowych konferencjach naukowych (Zat. 4, pkt
II.B.17, 18, 20, 21, 22 i 25).

Badania nad udziatem mézgowych uktadéw aminergicznych w warunkowaniu choréb
neurodegeneracyjnych byly prowadzone w ramach 4 projektéw: dziatalnosci statutowej
Zaktadu Biochemii Hormonéw Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (Zat. 4, pkt 11.1.4), grantu
finansowanego przez MNiSW (Zal. 4, pkt ILL5) i 2 akcji COST: D34 i CM1103
(Zal. 4, pkt I11.A.2 1 4).

Rezultaty badai dotyczacych hamowania aktywnosci MAO przez ciproxifan
zapoczatkowaly prace nad synteza nowej grupy zwiazkéw o podwéjnym ukierunkowaniu

farmakologicznym (dual-targeting ligands, DTLs), tj. hamujacych MAO B i blokujacych
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receptor histaminowy Hs. DTLs stanowia obiecujaca strategi¢ terapeutyczna, niepowigzang
z receptorem dopaminergicznym, dla leczenia choroby Parkinsona. Badania te prowadzone sg
miedzy innymi w ramach akcji COST CA15135 (Zat. 4, pkt IIL.A.1), a ich wstgpne wyniki
zostaly juz zaprezentowane na 3 konferencjach migdzynarodowych (Zat. 4, pkt IIL.B.1, 3 i 4).
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5. Pozostale osiggniecia naukowo-badawcze
5.1. Dzialalnos$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

5.1.1. Praca magisterska

Pierwsze badania naukowe realizowatam w ramach pracy magisterskiej pt. ,,Rola jadra
posrodkowego szwu w regulacji zachowania emocjonalno-obronnego kota”, wykonywanej
pod kierunkiem prof. dr hab. Andrzeja Romaniuka w Katedrze Neurofizjologii na Wydziale
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Lodzkiego (obecnie: Wydziat Biologii i Ochrony
Srodowiska). Miaty one na celu poszerzenie wiedzy odnosnie udzialu mézgowego ukladu
serotoninergicznego w regulacji zachowania emocjonalno-obronnego.

Neurony syntetyzujace serotoning zgrupowane sa w moézgu w jadrach szwu,
potozonych w linii srodkowej rdzenia przedtuzonego, mostu i srédmézgowia, gdzie skupiaja
sie w 3 grupach: tylnej, $rodkowej i przedniej. Jadro posrodkowe szwu (MRN, median raphe
nucleus) nalezy do grupy przedniej. W przeprowadzonych przeze mnie badaniach oceniatam
wplyw uszkodzenia MRN za pomoca neurotoksyny 5,6-dihydroksytryptaminy (5,6-DHT;
5,6-dihydroxytryptamine) na reakcjg emocjonalno-obronng i aktywnosé¢ ruchows kotow.

Zwierzeta na wstepie poddano operacjom stereotaktycznym, implantujagc do mézgu
3 kaniule: jedna do MRN i dwie — obustronnie — do podwzgérza. Badania zostaly
przeprowadzone w oparciu o eksperymentalny model reakcji emocjonalno-obronnej,
indukowanej obustronnym podaniem do podwzgérza karbacholu (4 g/l ul); reakcja
pokarbacholowa stanowi odpowiednik naturalnego zachowania kota w sytuacjach grozacego
mu niebezpieczenstwa.

Karbachol jest parasympatykomimetykiem, syntetyczng pochodna acetylocholiny
o podwéjnym dziataniu: jest agonistg receptoréw muskarynowych i jednoczesnie stabym
inhibitorem cholinoesterazy. Dzialanie zwigzku jest dtugotrwale (t12 wynosi ok. 8 h) dzigki
temu, ze nie ulega szybkiej inaktywacji pod wptywem cholinoesterazy.

Oprécz badan behawioralnych, post mortem u kotéw analizowano takze zmiany
neurochemiczne, jakie wystapity w obszarach emocyjnych mézgu i korze czotowej po tych
uszkodzeniach.

Pokarbacholowa  reakcje  emocjonalno-obronng  rejestrowano  dwukrotnie,
po 3 tygodniach od implantacji kaniul, z 7-dniowa przerwa. Przed podaniem agonisty

oceniano statyczng i dynamiczng aktywno$¢ ruchows zwierzat przy uzyciu kamery
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telewizyjnej. Natychmiast po iniekcji karbacholu koty umieszczano w specjalnych klatkach
pozwalajacych ocenié intensywnos¢ pobudzenia emocjonalno-obronnego. Ewidencjonowano
okres utajenia reakcji, liczb¢ warknie¢ i taczny czas ich trwania oraz catkowity czas
wokalizacji. Po 4 tygodniach od drugiej rejestracji pokarbacholowej, grupie eksperymentalne;j
podano do MRN 5,6-DHT (20 pg/2 pl) i ponownie mierzono natezenie reakcji
pokarbacholowej w 5., 10. i 15. dniu od iniekeji neurotoksyny (grupa kontrolna otrzymata
2 ul 0,2% kwasu askorbinowego). Po ostatniej ewaluacji koty zostaty zdekapitowane; moézgi
zabezpieczono do badan neurochemicznych. W podwzgdrzu przednim i tylnym (HA, HP),
istocie szarej Srodkowej $rédmézgowia (GC), ciele migdatowatym (AM) i korze czotowej
(CTX) oznaczono metoda HPLC-ECD stgzenie serotoniny (5-HT), noradrenaliny (NA),
dopaminy (DA), kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC), kwasu homowanilinowego
(HVA) i kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA).

Podczas badah behawioralnych stwierdzono, ze jednorazowe podanie 5,6-DHT
do MRN w dawce 20 pg/2 pul wywoluje u kotéw istotny statystycznie spadek aktywnosci
ruchowej. W przypadku reakcji emocjonalno-obronnej zas, poza wydtuzeniem okresu utajenia
(tj. czasu od iniekcji karbacholu do pojawienia si¢ pierwszych symptoméw pobudzenia),
nie uzyskano zmian istotnych statystycznie w natgzeniu rejestrowanych parametrow.

Zmianom behawioralnym towarzyszyly zmiany neurochemiczne W moézgu.
We wszystkich badanych = strukturach mézgu po podaniu 5,6-DHT stwierdzono,
w poréwnaniu z grupa kontrolna, spadek stezenia 5-HT i metabolitu aminy: 5-HIAA. W HA,
HP, GC i CTX odnotowano takze znamienne statystycznie obnizenie stgzenia NA. Zmiany
w mézgu dotyczyly takze poziomu DA i jej metabolitéw — HVA i DOPAC, aczkolwiek
istotny statystycznie spadek stwierdzono tylko w przypadku DOPAC w CTX.

Na podstawie uzyskanych wynikow, mozna stwierdzié, ze jednorazowe podanie
5,6-DHT do MRN w dawce 20 ug/2 pl tylko w nieznacznym stopniu wptywa na reakcje
emocjonalno-obronng u kota, wywotang dopodwzgdrzows iniekcjg karbacholu.

Dane biochemiczne $wiadcza, ze 5,6-DHT jest wzglednie specyficzna neurotoksyng
dla neuronéw serotoninergicznych, gdyz wywoluje zaburzenia rowniez w innych systemach
aminergicznych mézgu.

Prace magisterska obronitam 23 czerwca 1994 1. z wynikiem bardzo dobrym,

uzyskujac tytut magistra biologii w zakresie fizjologii.
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5.1.2. Rozprawa doktorska

Po ukoficzeniu studiéw wyzszych na Uniwersytecie L6dzkim, 1 pazdziernika 1994 r.
rozpoczetam prace jako asystent w Zakiadzie Amin Biogennych Polskiej Akademii Nauk
w Lodzi w Zespole Metabolizmu kierowanym przez prof. dr hab. Wiestawe Agnieszke Fogel.
Gléwne moje zainteresowania badawcze koncentrowaty si¢ wokoét zwigzku przyczynowego
pomiedzy uszkodzeniem watroby a wzmozong konsumpcja alkoholu. Byta to stosunkowo
nowa obserwacja. Wcze$niej przedmiotem licznych badar, zar6wno eksperymentalnych, jak
i klinicznych, byly réznego rodzaju uszkodzenia i dysfunkcje watroby spowodowane
naduzywaniem alkoholu, a na temat niedomogi watroby jako czynnika sprawczego
zwickszonej preferencji alkoholowej byto wiadomo niewiele.

Badania prowadzone w Zaktadzie Amin Biogennych wskazywaly, ze szczury z atrofig
watroby (zapoczatkowang chirurgicznie poprzez wykonanie zespolenia Wwrotno-czczego)
wypijajag wigcej alkoholu etylowego, proporcjonalnie do zaniku watroby, niz zwierzgta
kontrolne (szerzej te kwestie przedstawiono w rozdziale 4.3). W swoich badaniach
udowodnilam, ze do takich samych rezultatéw prowadzi takze inne uszkodzenie narzadu:
marsko$é wywotana podawaniem hepatotoksyny — tioacetamidu (TAA).

Celem pracy doktorskiej bylo wykazanie zwigzku przyczynowego pomigdzy
uszkodzeniem watroby a wzmozong preferencja alkoholu oraz préba zidentyfikowania
mechanizméw biochemicznych lezacych u podstaw tego zjawiska.

Badania zostaty przeprowadzone na szczurach (samce szczepu Wistar) z marskoscig
watroby wywolang dlugotrwatym podawaniem TAA. Model ten jest poréwnywalny
pod wzgledem biochemicznym i morfologicznym z marskoscig u ludzi (marskos¢ guzkowa).
Do badan zostaly wyselekcjonowane zwierzgta niepreferujace alkoholu.

Szczury z marsko$cia watroby, proporcjonalnie do stopnia rozwoju niewydolnosci
narzadu, statystycznie czeéciej niz zwierzeta zdrowe wybieraty alkohol. Systematycznie
badane przyzyciowe parametry oceny funkcji watroby (stezenie bilirubiny w osoczu, czas
protrombinowy) u szczuréw traktowanych TAA wiarygodnie odzwierciedlaty stopien
niewydolnoéci narzadu. Badania wykonywane post mortem (w tym: oznaczenia stgzenia
hydroksyproliny i histaminy) oraz warto$é indeksu watrobowego potwierdzaly powazne
uszkodzenie watroby (zwidknienie, marskos¢). Ocena preferencji alkoholowej dokonywana
byla na podstawie testéw wyboru przeprowadzanych w klatkach metabolicznych, ktore
zapewnialy wolny dostgp do wody, 10% roztworu alkoholu etylowego i paszy (two botile

choice test).
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W serii doswiadczen przeprowadzonych na szczurach z potioacetamidowa marskoscia
watroby i wyraznie zaznaczona preferencjg alkoholows udowodnitam, ze poprawa funkcji
watroby uzyskana na drodze regeneracji indukowanej czgsciowa hepatektomia lub
czynnikami hepatotropowymi (insulina i glukagon) ogranicza konsumpcje¢ alkoholu.
Uzyskane rezultaty wskazuja, ze picie alkoholu jest zwigzane ze stanem funkcjonalnym
watroby. Obserwacja ta ma implikacje kliniczne — uszkodzenie watroby moze predestynowac
do alkoholizmu.

Poszukujac mechanizméw biochemicznych warunkujacych wzmozong preferencije
alkoholowa u szczuréw z marskoscig potioacetamidows, sprawdzitam 3 z aktualnie
dyskutowanych w literaturze koncepcji dotyczacych patogenezy alkoholizmu: deficyt
w ukladzie serotoninergicznym w mézgu, zaburzenie w ukladzie renina-angiotensyna i udziat
moézgowego uktadu opioidowego.

Szczury z marska watroba, pijace z wyboru duze ilosci alkoholu, mialy bardzo
zblizony poziom 5-HT i 5-HIAA do wartosci odnotowanych w grupie zwierzat kontrolnych.
Sugeruje to, ze mato prawdopodobne jest, aby za ich zwiekszong preferencj¢ alkoholowa
odpowiadaty zaburzenia w uktadzie serotoninowym w OUN. Kaptopril (inhibitor konwertazy
angiotensyny, enzymu przeksztatcajacego angiotensyng I w angiotensyng II) podawany przez
10 dni podskérnie w dawce 20 mg/kg masy ciata nie zmienial ani konsumpcji alkoholu
z wyboru, ani ilodci wypijanej wody. Spostrzezenie to jednakze nie przesadza o braku udzialu
uktadu renina-angiotensyna w patomechanizmie alkoholizmu wywotanego marskoscig
watroby.

W odniesieniu do ukfadu opioidowego, u zwierzat z potioacetamidows marskoscia
watroby i silnie zaznaczong preferencja alkoholowa, trzykrotnie sprawdzono takze
skutecznoéé niespecyficznych antagonistéw receptoréw opioidowych w ograniczaniu picia
alkoholu z wyboru, kazdorazowo podajac zwigzki podskérnie, w dawce 10 mg/kg masy ciata,
przez 5-10 dni. Rozpatrujac wyniki wszystkich eksperymentéw stwierdzono, ze dziatanie
naloksonu i naltreksonu u szczuréw z uszkodzong watroba skierowane jest raczej
na obnizenie catkowitej konsumpcji plynéw, a nie specyficznie — konsumpcji alkoholu.
U szczuréw z marskodcia watroby oraz kontrolnych przeprowadzono takze charakterystyke
mézgowych receptoréw typu mu z zastosowaniem metody wigzania radioligandu - [*H](D-
Ala%, -N-MePhe*, Glyol®) Enkefaliny (receptor binding). U szczurdéw TAA — w poréwnaniu
z kontrolnymi — odnotowano mniejsza ggstos¢ receptoréw mu, podczas gdy powinowactwo

znakowanego agonisty do receptoréw byto zblizone. Uzyskane rezultaty wskazujg na pewne
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zmiany w uktadzie opioidowym u szczuréw TAA. Jednakze, nawet jesli uktad opioidowy jest
zaangazowany w rozwdj nadmiernej preferencji alkoholu, to nie petni on roli wiodace;.
Przeprowadzone przez mnie eksperymenty udowodnily znaczenie komponentow
somatycznych / patofizjologicznych (obok psychicznych i spotecznych) w przebiegu choroby
alkoholowej, powigzanych z funkcja watroby. Uwzglednienie uszkodzenia watroby jako
pierwotnego czynnika patogenetycznego w warunkowaniu wzmozonej preferencji
alkoholowej poszerza zakres zainteresowania tym narzadem w chorobie alkoholowej.
Badania te byly czesciowo subwencjonowane przez Komitet Badan Naukowych (grant
promotorski 4POSA 141.14; Zat. 4, pkt ILL8). Rezultaty zostaly wiaczone do rozprawy
doktorskiej pt. ,,Uszkodzenie wgtroby a wzmozona preferencja alkoholu u szczura.
Poszukiwanie mechanizméw lezgcych u jej podstaw” oraz opublikowane w 2 pracach (Zat. 4,
pkt ILA.12 i I A.13) i przedstawione w formie 4 komunikatow na konferencjach naukowych
(Zat. 4, pkt I11.B.36-39). Obrona doktoratu odbyta si¢ 19 maja 1999 r. na Wydziale Lekarskim
Akademii Medycznej w Lodzi (obecnie: Uniwersytet Medyczny). Promotorem pracy byta
prof. dr hab. Wiestawa Agnieszka Fogel, recenzentami zas: prof. dr hab. Janusz Greger
z Akademii Medycznej w Lodzi i prof. dr hab. Romuald Langwinski z Uniwersytetu
Medycznego w Lublinie. Praca zostata wyr6zniona przez Rade Wydziatu Lekarskiego;

25 maja 1999 r. nadano mi stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medyczne;j.

5.2.Gléwne prace badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora moja dziafalnos¢ naukowa koncentrowala si¢ nadal
na badaniach podstawowych majacych na celu poznanie funkcji amin biogennych (gldwnie
histaminy) w réznych stanach fizjologicznych i patologicznych.

W latach 2001-2006 miatam przerwe w pracy naukowej; w grudniu 2003 r. zostat
rozwiazany Zaktad Amin Biogennych PAN w Lodzi.

2 pazdziernika 2006 r. zostatam zatrudniona na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi,
w nowo powstatym Zakiadzie Biochemii Hormonéw, kierowanym przez Panig Profesor
W. Agnieszke Fogel, gdzie wznowitam pracg naukowo-badawcza.

Tematyka moich prac po uzyskaniu stopnia doktora koncentrowala sie gléwnie wokot
nastepujacych zagadnien:

e rola histaminy i innych amin biogennych w réznych procesach fizjologicznych

i stanach patologicznych,
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e poszukiwanie mechanizméw odpowiedzialnych za preferencje alkoholowg wywotang
dysfunkcjg watroby (kontynuacja badan),

e charakterystyka eksperymentalnego modelu encefalopatii watrobowej (kontynuacja
badan),

e ocena mozliwosci terapeutycznego wykorzystania nowo zsyntetyzowanych zwigzkow

wptywajgcych na ukfad histaminowy (przede wszystkim ligandéw H3R i H4R).

Wszystkie projekty badawcze, wykonane w oparciu o zwierzece modele
eksperymentalne, byly pozytywnie zaopiniowane przez Komisje Etyczng do Spraw

Doswiadczen na Zwierzgtach.

5.2.1. Rola histaminy w przebiegu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego
u SZCZurow

Histamina obecna jest w komérkach enterochromatofilnych i zwojach $rédéciennych
w przewodzie pokarmowym. Dziatajac na rézne typy receptoréw (Hi-Hs) petni tu liczne
funkcje: pobudza sekrecje soku zoladkowego i §luzu, wptywa na motoryke przewodu
pokarmowego, bierze udzial w rekcjach alergicznych i zapalnych, stymuluje procesy wzrostu
i regeneracji oraz zwigksza produkcje kolagenu. Receptory histaminowe typu Hs,
zidentyfikowane jako ostatnie, wystepuja gtéwnie na leukocytach i odgrywaja role
w aktywacji komérek warunkujacych przebieg reakcji zapalnej — limfocytéw, eozynofili
i komorek tucznych.

Duze problemy terapeutyczne sprawiaja przewlekle zapalne choroby jelit
(inflammatory bowel disease, IBD), w tym wrzodziejace zapalenie jelita grubego (ulcerative
colitis, UC). Morfologicznie UC charakteryzuje si¢ przerostem $luzéwki jelita i hiperplazja
komorek tucznych w warstwie pod§luzéwkowej, przy czym zapalenie ogranicza sie¢ gtéwnie
do blony $luzowej. W aktywnej postaci choroby w kryptach gruczotow Sluzéwki moga
tworzyé sie ropnie, czemu towarzysza wysigki i obecnos¢ neutrofili. W przebiegu choroby
zaobserwowano takze pewne inklinacje powigzane z uktadem histaminowym: wzrost
uwalniania mediatoréw przez komorki tuczne, obnizenie aktywnosci oksydazy diaminowej
(DAO) i nasilenie wydalania N-metylotransferazy histaminy (HMT) z moczem (enzym HMT
jest traktowany jako marker IBD).

Celem projektu byto sprawdzenie, czy antagoniSci receptorow histaminowych
modyfikuja przebieg zapalenia w jelicie grubym. Badania miaty charakter eksperymentalny —

przeprowadzone zostalty na szczurach (samcach szczepu Wistar) z wrzodziejagcym zapaleniem
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jelita grubego, wywolanym jednorazowym doodbytniczym podaniem 4% kwasu octowego.
U zwierzat z UC, poczawszy od dnia indukcji zapalenia, przez 5 dni, stosowano: ketotifen
(antagonista HiR; 2,5 mg/kg, podawany sonda do zoladka), ranitydyne (antagonista HzR;
40 mg/kg, podawanie dootrzewnowe) i tioperamid (antagonista Hs/H4R; 2 mg/kg, podawanie
dootrzewnowe). Jako markery zapalenia oznaczone zostaly: ste¢zenie ceruloplazminy
w osoczu (Cp) i post mortem aktywnos¢ mieloperoksydazy (MPO) w jelicie. Tkanki objete
zapaleniem poddano ewaluacji makroskopowej; oceniono takze stezenie histaminy
w przewodzie pokarmowym i aktywnosci enzyméw: DAO, HMT, MAO A i B.

Rozwdj UC u szczura zwigzany byt z podwyzszonym stezeniem Cp w osoczu
i wigkszg aktywno$ciag MPO w jelicie. We wszystkich grupach traktowanych antagonistami
receptoréw histaminowych, w poréwnaniu ze zwierzgtami niepoddanymi terapii, stwierdzono
nizszy poziom markeréw zapalenia, a takze mniejszy stopien uszkodzen blony Sluzowej jelita.
UC powigzane bylo takze z obnizonym stezeniem histaminy w przewodzie pokarmowym —
stanu tego nie zmienit zaden podawany zwigzek. W przypadku DAO, HMT i MAO B,
nie wykryto réznic miedzy grupami, podczas gdy aktywnos¢ MAO A byta obnizona
u wszystkich szczuréw z UC, zaréwno traktowanych, jak i nietraktowanych zwigzkami,
w poréwnaniu ze zwierzgtami zdrowymi (kontrolnymi).

Przeprowadzone eksperymenty pozwolity wyciagnaé nastepujgce wnioski:

e zastosowane zwiazki korzystnie modyfikowaly przebieg eksperymentalnego
wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego u szczura,

e zgodnie z doniesieniami literaturowymi, skuteczne dziatanie ketotifenu moze wynikaé
ze stabilizacji komérek tucznych, a ranitydyny — z redukcji uszkodzen tkanki jelita
zwiazanej z hamowaniem aktywnodci neutrofili, zaréwno bezposrednio,
jak i posrednio, poprzez spadek produkcji TNF-a,

e dziatanie tioperamidu zwigzane jest raczej z aktywacja receptoréw typu Hs niz Hs
i moze byé efektem wptywu na procesy chemotaksji komérek bioracych udziat

w rozwoju zapalenia (w tym komoérek tucznych).
Rezultaty tych badan zostaly zaprezentowane podczas 33. Konferencji European

Histamine Research Society (Zat. 4, pkt IIL.B.29) i opublikowane w Inflamm Res
(Zat. 4, pkt I1.A.8).
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5.2.2. Rola histaminy w funkcji gruczolu sutkowego

Jak juz wielokrotnie podkreslano, histamina odgrywa duza role w warunkach
fizjologicznych i patologicznych, za posrednictwem 4 typow receptorow: Hi-Ha. Jest jednym
z czynnikéw regulujacych funkcje gruczotu mlekowego. Badania prowadzone na komorkach
epitelialnych gruczolu sutkowego myszy wykazaty ekspresje dekarboksylazy histydynowej —
enzymu kluczowego dla powstawania histaminy. Komorki te syntetyzuja i uwalniajg aming,
w dynamice zaleznej od stadium fizjologicznego narzadu (fazy cyklu reprodukcyjnego).

Celem badaf byto okreslenie roli histaminy we wzroscie i réznicowaniu gruczotu
mlekowego u myszy w réznych stadiach cyklu reprodukcyjnego. Wykonane zostaty badania
receptorowe, prowadzace do identyfikacji receptoréw histaminowych obecnych w gruczole
mlekowym. W analizach typu receptor binding, przeprowadzonych na komérkach
epitelialnych gruczotu sutkowego myszy (Primary Mouse Mammary Epithelial Cells,
MMEC) i preparatach blonowych otrzymanych z catego gruczotu, wykorzystano: [*H]-
Mepyraming, antagoniste HiR; [*H]-Tiotydyne, antagoniste/odwrotnego agoniste HzR 1 [*H]-
R(-)-a-Metylohistamine, antagonist¢ HsR. MMEC zostaly wyizolowane migdzy 14. a 18.
dniem ciazy; do badaf uzyto komérki $wiezo pozyskane i utrzymywane w hodowli przez 72
godziny. Material blonowy z catego narzadu przygotowano z gruczoléw mlekowych
w réznych stadiach reprodukeyjnych, tj. spoczynku, ciazy i laktacji.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty obecnos¢ receptorow histaminowych typu
H; w gruczole mlekowym, we wszystkich fazach fizjologicznych, a uzyskane wartosci Kd
i Bmax byly poréwnywalne z wynikami otrzymanymi w badaniach wykonanych u czlowieka
i szczura. Miejsca wigzania ["H]-Mepyraminy zostaty takze wykryte w MMEC. W gruczole
mlekowym myszy stwierdzono takze obecnosé receptoréw typu Hs, przy czym Bmax W tym
przypadku — catkowita liczba miejsc wiazania radioligandu (miara gestosci receptorow) —
byta bardzo niska. W przeciwienstwie do innych autorow, analiza nie wykazata w badanym
materiale obecnosci HaR.

Na podstawie powyzszych rezultatow wyciggniety zostal wniosek, ze histamina bierze
udziat we wzrodcie 1 réznicowaniu gruczolu mlekowego u myszy gléwnie

za posrednictwem aktywacji receptorow typu Hi [Wagner i wsp., 2002; Zat. 4, pkt II.A.9].
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5.2.3. Ocena ukladu opioidowego u szczuréw z preferencja alkoholowa wywolang
dysfunkcja watroby (kontynuacja badan) — badania realizowane w ramach
prac wlasnych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (Zal. 4, pkt IL.1.6)

Projekt badawczy byt kontynuacja wczesniej prowadzonych badan dotyczacych
zwigzku przyczynowego pomiedzy uszkodzeniem watroby a wzmozong preferencja alkoholu,
i mial na celu poglebienie wiedzy o mechanizmach neurobiologicznych odpowiedzialnych
za wzmozone picie alkoholu u szczuréw z dysfunkcja watroby. Wiadomo, ze uszkodzenie
watroby wywoluje preferencje alkoholows. Stwierdzono to na podstawie obserwacji
opierajgcych sie o dwa krancowo rézne modele dysfunkcji narzadu. Zaréwno szczury
z marskoscia watroby wywotang dlugotrwalym podawaniem tioacetamidu (marskos¢
guzkowa), jak i szczury z zespoleniem wrotno-czczym, ktére inicjuje atrofi¢ narzadu,
statystycznie cze$ciej wybieraja alkohol niz zwierzgta zdrowe. Wczesniejsze badania
nad mechanizmami warunkujacymi preferencje alkoholowa indukowang niedomogg watroby
wykazaly pewne zmiany w mézgowym ukladzie opioidowym, tj. receptorach opioidowych
typu mu. Charakterystyka kolejnego podtypu receptoréw opioidowych — receptorow typu
delta, pogtebila wiedze na ten temat (zmiany w gestosci receptoréw delta odnotowano takze
i w innych modelach eksperymentalnych wzmozonej konsumpcji alkoholu).

W badaniach wykorzystano szczury z niedomoga watroby wywotang chirurgicznym
zabiegiem zespolenia wrotno-czczego wg standardowej procedury opisanej przez Lee
i Fisher [1961]. Grupg kontrolna stanowity zwierzeta, ktérym zostala wykonana operacja
pozorowana. Preferencje alkoholowa zwierzat oceniano na podstawie wynikow testow
wyboru (test dwéch pojnikéw), przeprowadzanych systematycznie w specjalnych klatkach
metabolicznych (Tecniplast, Gazzada, Wiochy). W czasie trwania testu (72 godz.) szczury
mialy do wyboru dwa rodzaje ptynéw: wodg i 10% (v/v) alkohol etylowy. Post mortem
dokonano weryfikacji stopnia atrofii watroby poprzez oceng makroskopowa narzadu oraz
wyliczenie indeksu watrobowego (masa watroby/masa ciata x 100). Badania receptorowe
zostaly wykonane na mézgach szczuréw z atrofia watroby i dobrze zaznaczong preferencja
alkoholows oraz mézgach zwierzat kontrolnych. Charakterystyka receptora opioidowego typu
delta zostala przeprowadzona z wykorzystaniem techniki wigzania radioligandu [*H]-DPDPE
(Enkephalin, [Tyrosyl-2,6-°'H(N)]-  (2-D-Penicillamine, 5-D-Penicillamine), agonista
receptoréw opioidowych typu delta) do receptora (receptor binding). Eksperymenty mialy
charakter wyznaczania krzywych saturacji (saturation binding experiments). Ocena badanych

receptoréw zostala dokonana na podstawie wyznaczenia parametr6w Kg [nM] (stata
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réwnowagi dysocjacji radioligand-receptor, miara powinowactwa ligandu do receptora)
i Bmax [fmol/mg bialka] (catkowita liczba miejsc wigzania radioligandu, miara ggstosci
receptorow).

Wyniki badad receptorowych wskazujg na pewne réznice w gestosci receptoréw
opioidowych typu delta i ich powinowactwie do specyficznego agonisty, [*H]-DPDPE.
U zwierzat PCS, wykazu acych wzmozona preferencje alkoholowa, odnotowano,
w poréwnaniu z kontrola, wigksza gestos¢ badanych receptoréw (Bmax: 10.78 + 1.23 fmol/mg
biatka w grupie PCS vs. 6.34 + 0.3 fmol/mg biatka w grupie kontrolnej), przy czym
powinowactwo zastosowanego liganda do receptorbw wydaje si¢ by¢ mniejsze
(K4 odpowiednio: 1.04 £0.33 nM vs. 0.81 £ 0.09 nM).

Zwickszona preferencja alkoholowa u szczurébw PCS moze byé zatem czgsciowo
warunkowana zaburzeniem mézgowego ukiadu opioidowego. Rezultaty tych badan zostaty
przedstawione w formie komunikatu zjazdowego i wtaczone do publikacji (Zat. 4, pkt I1.A.6;

pkt IT1.B.23).

5.2.4. Mechanizmy regulacji wzmozonej konsumpcji paszy u szczuréw z zespoleniem
wrotno-czczym (PCS, model encefalopatii watrobowej) — badania realizowane
w ramach prac wlasnych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (Zak. 4, pkt ILL.7)

Histamina obecna w moézgu zaangazowana jest w generowanie / regulacje réznych
podstawowych funkcji i zachowania. Bierze miedzy innymi udzial w regulacji odzywiania,
dziatajac jako modulator hamujacy. Suplementacja diety L-histydyna (prekursorem aminy)

zmniejsza u Szczuréw spozycie paszy i odktadanie sie tkanki ttuszczowej. Farmakologiczne

blokowanie receptoréw histaminowych typu Hi powoduje zas wzmozong konsumpcje
pozywienia.

W oérodkowa neurohprmonalng kontrolg przyjmowania pozywienia zaangazowane sg
takze inne ukiady monoamijnergiczne, uktady peptydergiczne, ukfad endokannabinoidowy
i oreksynowy, ktore sa aktywowane przez rézne peptydy obwodowe (m.in. cholicystokining,
oreksyne, greling, polipeptyd Y'Y, glukagonopodobny peptyd-1, leptyne, oksyntomoduling).

Dane eksperymentalne wskazuja na mozliwe interakcje pomigdzy moézgowym
uktadem histaminowym i oreksynowym, aczkolwiek nie sa one jednoznaczne.

Wykazano m.in., ze oreksyna — poprzez receptory 0X; — moze bezposrednio

pobudza¢ neurony histaminergiczne w jadrze guzowo-suteczkowym podwzgdrza (TMN,
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tubero-mammilary nucleus) oraz ze dziatanie oreksygeniczne (pobudzajace apetyt) oreksyny
A jest zalezne od histaminy.

Jak juz wspomniano, zespolenie wrotno-czcze u szczura (PCS) prowadzi do szeregu
zaburzen w réznych ukladach aminergicznych, w tym do wysokiej akumulacji histaminy
i wzmozonego uwalniania aminy z neuronéw. Dotychczasowe badania prowadzone w oparciu
o model PCS u szczura wykazaly, ze zwierzeta z zespoleniem wrotno-czczym, w pordwnaniu
z kontrolnymi, jedza znacznie wiecej paszy, przy czym ich masa ciafa jest mniejsza.

Celem niniejszego projektu byla identyfikacja mechanizméw odpowiedzialnych
za regulacje zwickszonej konsumpcji pokarmu u szczuréw PCS. U samecéw szezepu Lewis,
6 miesiecy po wykonaniu zespolenia wrotno-czczego, z wyraznymi symptomami atrofii
watroby i ukonstytuowanym wzmozonym spozyciem paszy, zastosowano zwigzki
wptywajace na ukfad histaminowy, oreksynowy i kanabinoidowy.

Dzienne spozycie paszy oceniano przed i po podaniu: pirylaminy (antagonista
receptora histaminowego Hi; 5 mg/kg, iniekcja dootrzewnowa), ranitydyny (antagonista
receptora histaminowego H2; 70 pg, iniekcja dokomorowa) i SB 334867 (antagonista
receptora oreksynowego OXi; 10 mg/kg, iniekcja dootrzewnowa). Dootrzewnowo substancje
podawano 30 min. przed badaniem spozycia pokarmu, a dokomorowo — 5 min. przed.
Konsumpcje paszy oceniano po 6, 24 i 48 godzinach od iniekcji zwiazkéw (badanie
w klatkach metabolicznych).

W kolejnym eksperymencie sprawdzono wplyw podawania rimonabantu,
selektywnego antagonisty receptora kannabinoidowego typu 1 (CBu). Bloker podawany byt
bezposrednio do zofadka (za pomoca sondy) przez 10 dni, w 3 dawkach: 1,5, 3 i 10 mg/kg
masy ciata. Spozycie pokarmu oceniane bylo przed terapia, w trakcie jej trwania 1 po
zakonczeniu.

Po dekapitacji, w podwzgérzu zwierzat PCS i operowanych pozornie zmierzono
stezenie histaminy i oreksyny A, a w osoczu — poziom cholecystokininy (cholecystokinin
octapeptide CCK 26-33), insuliny i leptyny.

Szczury PCS miaty o 30% mniejsza masg ciafa niz zwierzeta kontrolne i spozywaty
odpowiednio o 150% i 200% wigcej paszy i wody. Efekty interwencji farmakologicznych
byty lepiej widoczne u zwierzat operowanych pozornie niz u PCS. Podana domézgowo
ranitydyna nie wplyneta na konsumpcje paszy, pirylamina za$ spowodowata wzrost spozycia
pokarmu w obu grupach, dajgc silniejszy efekt w grupie kontrolnej. Selektywny antagonista
receptoréw OX; — SB 334867 obnizyt konsumpcje pozywienia w obu grupach, przy czym

u szczuréw kontrolnych rezultat ten utrzymywat si¢ przez 24 godziny. W przypadku

41



rimonabantu, u szczuréw koni.trolnych najlepszy efekt, tj. obnizenie spozycia pokarmu,
odnotowano po zastosowaniu najwigkszej dawki zwiazku (10 mg/kg), podczas gdy
u szczurow PCS najmniejszaf uzyta dawka (1,5 mg/kg) spowodowata w czasie terapii
paradoksalnie wzrost spozycia paszy. W grupie PCS, ktorej podawano antagoniste receptorow
CB, w dawce 10 mg/kg, zwigkszona konsumpcja pozywienia obserwowana byla
po zakonczeniu terapii.

Post mortem u szczurdw z zespoleniem wrotno-czczym, W poréwnaniu z grupa
kontrolna, odnotowano w podwzgdrzu wyzsze stezenie histaminy i oreksyny A. W osoczu
zwierzeta PCS mialy wyzszy poziom cholecystokininy i nizsze stgzenie leptyny. Nie
stwierdzono natomiast réznic migdzy grupami w poziomie insuliny.

W warunkach fizjologicznych endogenne kanabinoidy (anandamid, 2-arachidonoilo-
glicerol), dziatajgc poprzez receptory CBy, stymuluja faknienie, a stosowanie rimonabantu
daje skutek przeciwny, na ktorym oparto w przesztoéci jedng ze strategii leczenia otytosci.
Brak anorektycznego dziatania zwiazku u zwierzat PCS moze si¢ wigzaé ze wzmozong
aktywnoscia mozgowego ukiadu oreksynowego. Wczeéniejsze badania wykazaty bowiem,
ze oba uklady, oreksynowy i kanabinoidowy, reguluja faknienie wedtug wspélnego
mechanizmu oraz ze neurony oreksynergiczne w podwzgbérzu zaangazowane sg W redukcje
apetytu zalezna od receptoréw CBi.

Mechanizmy adaptacyjne powoduja, ze szczury PCS sa mniej wrazliwe na obwodowg
i oérodkowa regulacje faknienia. Uzyskane rezultaty sugeruja, ze uklad oreksynowy
zaangazowany jest U SZCZur6w z zespoleniem wrotno-czczym W regulacje spozywania
pozywienia. Wzmozona aktywno$¢ uktadu oreksynowego u zwierzat PCS (wzrost stezenia
oreksyny A w podwzgdrzu) moze mie¢ charakter kompensacyjny — przeciwdziata nadmiernej
aktywnosci uktadu histaminowego (wzrost stezenia histaminy, dziatanie anorektyczne).

Rezultaty badan nad mechanizmami odpowiedzialnymi za zwigkszong konsumpcje
pozywienia przez Szczury Z zespoleniem wrotno-czczym zostaly zaprezentowane
na 2 konferencjach (Zat. 4, pkt IILB.24 1 26) oraz opublikowane w J Physiol Pharmacol
(Zat. 4, pkt ILA.T).

5.2.5. Wplyw supresji sygnalizacji histaminowej na przebieg zapalenia mig¢Snia
sercowego

W latach 2012-2016 bytam przede wszystkim zaangazowana — jako jeden z gtéwnych

wykonawcow — w badania prowadzone w ramach projektu Harmonia pt. ,,Wptyw supresji
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sygnalizacji histaminowej na przebieg i pdzniejsze skutki zapalenia migsnia sercowego.
Badania na szczurach z eksperymentalnym autoimmunologicznym myocarditis” (grant NCN,

Zatacznik 4, pkt IL.L3). Grant byt realizowany we wspéipracy z prof. Holgerem Starkiem

z Heinrich-Heine-Universitit Diisseldorf. Zadaniem grupy niemieckiej byto dostarczenie

narzedzia badawczego — liganddw receptoréw histaminowych Hs i Ha.

Celem projektu bylo ustalenie, czy zwiazki dziatajagce na receptory histaminowe,
zwhaszcza H3R i HuR, mogg modyfikowaé autoimmunologiczne zapalenie migsnia sercowego
i jego progresje w kierunku kardiomiopatii rozstrzeniowej. Badania mialy charakter
eksperymentalny, prowadzono je z wykorzystaniem modelu autoimmunologicznego zapalenia
mieénia sercowego u szczura (¢xperimental autoimmune myocarditis, EAM); model ten jest
odpowiednikiem poinfekcyjnej kardiomiopatii u cztowieka.

Kardiomiopatia rozstrzej\iowa (dilated cardiomyopathy, DCM) jest jedng z gtéwnych
przyczyn przewleklej postepujacej niewydolnosci serca. Charakteryzuje sig powigkszeniem
komor serca (jednej badz obu)J, przebiegajagcym z prawidiowa gruboscig lub Sciefczeniem
$cian serca oraz dysfunkcja [skurczows. Postgpujace uposledzenie funkcji skurczowej
prowadzi do rozwoju zastoinowej niewydolnosci serca, ktdrej towarzysza komorowe
i nadkomorowe zaburzenia fytmu, zaburzenia przewodzenia, zatorowo$¢ phucna lub
systemowa.

DCM nalezy do czestych schorzefi migénia sercowego (zapadalno$é: 1:2500 osob,
trzecie miejsce wéréd przyczyn niewydolnosci migsnia sercowego) i charakteryzuje sig
wysoka $miertelnoécia (20-50% pacjentéw umiera w ciggu 5 lat od zachorowania).
Etiopatogeneza schorzenia jest wieloczynnikowa. Rozwojowi DCM sprzyjaja: mutacje
genowe, infekcje predysponujace do rozwoju zapalenia migdnia sercowego (Wirusowe,
wywolywane przez Coxsackie, adenowirusy, parwowirusy i HIV; bakteryjne, grzybicze
i inne), substancje toksycznj (alkohol, chemioterapeutyki), zaburzenia immunologiczne,
choroba niedokrwienna serca, zaburzenia endokrynologiczne i metaboliczne, choroby
nerwowo-miesniowe; DCM moze mieé takze charakter idiopatyczny. Ostatnio, rozwazajac
przyczyny dysfunkeji migsnia sercowego, szczegolnie podkresla si¢ znaczenie uwarunkowan
genetycznych, proceséw autoimmunologicznych i przewleklych zmian zapalnych.

Leczenie DCM jest gtéwnie objawowe — polega na podawaniu lekow odcigzajacych
serce, poprawiajacych kurcgliwo$¢ migsnia sercowego, regulujacych rytm serca
i przeciwzakrzepowych. W przypadku kardiomiopatii pozapalnej stosuje si¢ takze leczenie
przeciwzapalne. Niektorzy cirzy wymagaja wszczepienia kardiowertera, w schylkowe]

postaci choroby skuteczny moze okaza¢ si¢ tylko przeszczep serca.
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W przypadku, gdy zaburzenie funkcji serca wigze si¢ z postgpujacym zapaleniem,
terapia powinna zmierza¢ do wygaszenia stanu zapalnego. Rola histaminy jako waznego
mediatora zapalenia jest bardzo dobrze udokumentowana. Badania doswiadczalne, zwlaszcza
z ostatnich lat, dostarczyly sporo danych o wptywie histaminy na reaktywno$¢ leukocytow.
Dla przykladu, histamina moze sttumi¢ lub obnizy¢ uwalnianie histaminy z bazofilow
i mastocytéw, enzymu lizozomalnego z neutrofiléw, produkcje i uwalnianie przeciwciat przez
limfocyty, chemotaksje komérek do miejsc zapalnych, produkcje cytokin. Histamina swoje
dziatanie realizuje za posrednictwem 4 typow receptoréw: HiR, H2R, H3R i H4R. Wszystkie
receptory histaminowe wykryto w sercu czlowieka i $winki morskiej; w réznoraki sposéb
wplywaja one na funkcje narzadu. Receptory histaminowe typu Hys zlokalizowane s gtéwnie
w komorkach uktadu immunologicznego, stad perspektywy terapeutycznego wykorzystania
ligandéw HsR wiazane sa m.in. z leczeniem choréb o podiozu zapalnym.

Eksperymentalne autoimmunologiczne zapalenie migsnia sercowego (EAM)
wywolane bylo u szczuréw inbred szczepu Lewis (ok. 8-tygodniowych samcow) przez
dwukrotng immunizacje miozyng pochodzaca z serca $wini (Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, USA) w stosunku 1:1 z pelnym adiuwantem Freunda, w dawce 0,66 mg/szczura
(w odstepie tygodniowym; podanie do poduszki tylnych konczyny). Ligandy receptorow
histaminowych HiR - HsR podawano szczurom przez 14 dni, w dwoch konfiguracjach
czasowych: poczawszy od dnia pierwszej immunizacji lub w okresie 14-28 dni po niej.

U szczuréw z EAM zastosowano: mepyraming (antagonista HiR; 20 mg/kg,
dozotadkowo), ranitydyne (antagonista HoR; 10 mg/kg, podskérnie), ciproxifan (antagonista
HsR; 1 mg/kg, podskérnie) i 3 zwiazki dziatajace na receptory Ha, podawane w dawce
1 mg/kg za pomoca wszczepionych podskérnie pompek osmotycznych (4lzet osmotic pump):
ST1006 (czesciowy agonista), ST994 (neutralny antagonista) i ST1012 (odwrotny agonista).
Jako zwigzek referencyjny uzyto chinapryl (lek z grupy inhibitoréw konwertazy
angiotensyny; 20 mg/kg, podawany dozofadkowo), a za kontrole postuzyly szczury z EAM
traktowane sola fizjologiczna i szczury Lewis infact.

U zwierzat monitorowano przebieg procesu zapalenia poprzez przyzyciowsg oceng
parametréw zapalenia (pomiar aktywnosci ceruloplazminy w osoczu) oraz badano funkcje
serca (echokardiograficzne badanie przezklatkowe przed eksperymentem oraz w 2.,3.14.
tygodniu od wywotania EAM). Post mortem okreslano stopien hipertrofii serca oraz
wykonywano badania histopatologiczne, RT PCR i biochemiczne. W pobranym materiale

zbadano stezenie histaminy i hydroksyproliny; w toku s badania receptorowe.
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U wszystkich szczur(')‘lv EAM post mortem odnotowano znaczny przerost miesnia
sercowego, wyrazony zwigkszonym stosunkiem masy serca do masy ciala, przy czym
w grupie traktowanej ST994 i‘ndeks serca byl najnizszy. Stosunek masy serca do masy ciata
w grupach EAM plasowat s?c; w zakresie od 0,62 do 0,99%, podczas gdy u zwierzat
kontrolnych wynosit ok. 0,310%. Zmianom morfologicznym towarzyszylo uposledzenie
funkcji serca, szczegélnie kurczliwosci miegsnia sercowego, zarejestrowane w badaniu
echokardiograficznym, wyrazone migdzy innymi mniejsza frakcja skracania (FS) i objetoscia
wyrzutowg lewej komory — LVEF (FS, % = 12,8 + 2,87; LVEF, % = 31,6 = 6,31). Oba te
parametry byly jednakze wyzsze u szczuréw leczonych antagonistami receptoréw
histaminowych, szczegdlnie rrfepyraminq. Z drugiej strony, post mortem, W grupie Szczur6w
EAM, ktorym podawano mepyraming, w lewej komorze badanie RT PCR wykazato wiccej
kopii mRNA TNF-alfa i mRNA MCP1 w poréwnaniu ze szczurami EAM niepoddanymi
zadnej terapii, przy czym najwyzsze poziomy obu transkryptéw wykryto u zwierzat, ktérym
podawano ranitydyng.

Konsekwencja EAM bylo takze znaczne zwldknienie migsnia sercowego,
odzwierciedlone post mortem wysokim poziomem hydroksyproliny. Cztery tygodnie po
indukcji zapalenia, w lewej k@morze stezenie hydroksyproliny u szczuréw EAM od 2 do 5
razy przekraczalo poziom I%ontrolny. Zawarto§¢ hydroksyproliny w sercu odwrotnie
korelowata z poziomem histaminy. U zwierzat EAM — w poréwnaniu ze zwierzetami
zdrowymi — zaobserwowano spadek histaminy. Bylo to rezultatem znacznej progresji
zwldknienia.

Wszystkie zastosowane% zwigzki oddziatujace na receptory histaminowe, z wyjgtkiem
ST1012 (odwrotnego agonisty HsR), skutecznie ograniczaly procesy widknienia mieénia
sercowego.

Przeprowadzone badani%a wykazaty takze, ze ST994 (antagonista H4R) hamuje proces
zapalny w migsniu sercowym na wczesnym etapie, zapobiegajac infiltracji komérek
zapalnych. Wskazuja na to zbliZone do wartosci kontrolnych parametry funkcjonalne lewej
komory serca u szczuréw, ktdrym podawano zwigzek. Objetos¢ wyrzutowa lewej komory
(LVEF) u tych zwierzat byfa na poziomie 61%, a frakcja skracania (LVFS) —31%. U kontroli
parametry te wynosity odpowﬂednio 67% i 32%. W grupie tej odnotowano takze najnizsza
Smiertelnos¢. |

Oceng dziatania antagonistéw receptoréw histaminowych u szczuréw z EAM
utrudniaty duze réznice indywidualne w postgpie choroby oraz wysoka $miertelnos$¢ zwierzat,

. B , | . .
mimo prowadzenia badan na wsobnym szczepie (szczury Lewis).
|
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Na podstawie przeprowadzonych badan, mozna stwierdzié, ze sposréd zastosowanych
zwigzkoéw, najlepiej rokujace hzia{anie u szezuréw z EAM wykazal neutralny antagonista
receptorow HyR, zwigzek ST994.

Przedstawione powyzej rezultaty zostaly zaprezentowane w formie 6 komunikatéw
na miedzynarodowych konfere‘ cjach (Zal. 4, pkt IIl: B.2, B.5, B.7, B.9, B.12 i B.14) oraz
wiaczone do publikacji: Stasiak ez al., 2018 (Zat. 4. pkt I.A.2).

3.2.6. Osrodkowe dzialanie nowych nieimidazolowych ligandéw receptora
histaminowego Hs
|
|

Badania prowadzone w ramach tego projektu obejmowaty oceng terapeutycznych
mozliwosci nowych nieimidazolowych ligandéw receptora histaminowego Hs (Zal. 4,
pkt ILL1).

Receptory histaminowe Hs jako receptory presynaptyczne zlokalizowane sg nie tylko
na neuronach histaminergicznyi‘:h (autoreceptory), ale takze na neuronach cholinergicznych,
serotoninergicznych, dopaminergicznych, noradrenergicznych i  glutaminergicznych
(heteroreceptory). Za ich po$rédnictwem histamina moze modulowaé uwalnianie réznych
neﬁroprzekaz’nikéw 1 w ten Bposéb partycypowaé w wielu procesach fizjologicznych
(np. procesy uczenia sig, pamiq#é), Jak i patologicznych. Dla przyktadu (jak juz wspomniano
w punkcie 4.3), choroba Aizheimera zwigzana jest z deficytem w przekaznictwie
cholinergicznym, a choroba P%rkinsona — dopaminergicznym; w depresji obserwuje sie
zmiany w poziomie serotoniny i‘amin katecholowych.

Ligandy receptora Hs, pokonujgc barier¢ krew-mézg, moga stanowié wazne $rodki
terapeutyczne w wielu chorpbach, ktérych patogeneza wigze sie z zaburzeniami
neurotransmisji w OUN.

Pomimo, ze H3R zostaty wykryte w 1983 r. (grupa prof. J.-C. Schwartza z Paryza),
to dopiero pod koniec 2015 r. Huropejska Agencja ds. Lekéw (European Medicines Agency,
EMA) zatwierdzita oficjalnie pierwszego antagoniste receptoréw do leczenia narkolepsji
(pitolisant, Wakix). Kolejne s% w I fazie badan klinicznych: oceniane s3 pod katem
przydatnosci w leczeniu choroby Alzheimera i zespohi nadpobudliwosci psychoruchowe;j
z deficytem uwagi (ADHD). T

Pierwsze zsyntetyzowanTe imidazolowe ligandy H3R blokowaty cytochrom P450

i trudno przechodzity przez bariere krew-mdzg.
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Testowane zwigzki, nie zawierajace w swojej strukturze pierscienia imidazolowego,
zostaly zaprojektowanie, zsyntezowane i wstepnie przebadane farmakologicznie in vitro przez
zesp6t prof. K. Walczynskiego z Zaktadu Syntezy i Technologii Srodkéw Leczniczych
Uniwersytetu Medycznego w Fodzi. Aktywne pochodne uzyskano droga modyfikacji
okreslonych  ukfadéw heterocyklicznych, tj. tiazolu, benzo- i pirydynotiazolu,
pirydynooksazolu, 4-hydroxypiperydyny oraz piperazyny.

Do dalszych badan wybrane zostaty selektywne, wysoce aktywne, nieimidazolowe
zwigzki dziatajace antagonistycznie na receptor Hs.

W pierwszym etapie badai oceniono odrodkowe dziatanie pochodnych
4-hydroksypiperydynyl i 5—podstawionych—2-tiazol-4-n—propylpiperazynyZ, 3.

Mozliwosci  terapeutycznego  dziatania zwiazkébw w  chorobach OUN sa
uwarunkowane ich przechodzeniem przez bariere krew-mézg. Dlatego tez sprawdzono,
Czy nowo zsyntetyzowane ligandy przechodza przez bariere krew-mézg i jakie wywotuja
efekty w mézgu szczura po podaniu obwodowym. Badania in vivo obejmowaty okreslenie
wplywu ww. zwigzkéw na przyjmowanie pokarméw (badania behawioralne), zbadanie ich
wplywu na niektére parametry ukladéw aminergicznych w mézgu (stezenie amin bio gennych:
histaminy, dopaminy, serotoniny, noradrenaliny) oraz aktywnoséci enzyméw zwigzanych
z metabolizmem histaminy: N-metylotransferazy histaminowej (HMT) oraz MAO A i B.
Wykonano takze badania receptorowe (receptor binding).

Nowe ligandy podawano szczurom (samce szczepu Lewis) podskérnie, w dawce
3 mg/kg masy ciata, przez 5 kolejnych dni; jako zwigzek referencyjny stosowano ciproxifan.
Podczas iniekcji zwierzgta przebywaly w klatkach metabolicznych, pozwalajacych ocenié
dzienng konsumpcje paszy i wody, jak i ilogé wydalanego moczu. Badanie oparte byto
na zatozeniu, ze nowe zwigzki — jako antagonisci receptora Hz — powinny zwigkszaé
uwalnianie histaminy, a wzrost histaminy z kolei powinien powodowaé spadek spozycia
paszy (dziatanie poprzez receptory Hy).

Stwierdzono, ze pochodna 4-hydroksypiperydyny przenika przez bariere krew-mozg
1 wywotuje spadek spozycia pokarmu, poréwnywalny z rezultatem uzyskanym w grupie
szczuréw, ktérym aplikowano ciproxifan (zwiazek referencyjny).

W przypadku 5-podstawionej pochodnej 2-tiazol-4-n-propylpiperazyny analogiczne
badania nie przyniosty podobnych rezultatéw — podany podskdrnie zwiazek nie spowodowat
bowiem zmniejszenia spozycia paszy przez szczury.

Badania biochemiczne post mortem tkanek mézgu szczuréw, ktérym podawano

podskdrnie ww. zwiazki wykazaly, ze pochodna 4-hydroksypiperydyny spowodowata wzrost
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stezenia  histaminy w  podwzgérzu, gdzie zlokalizowane sg ciala neuronéw

histaminergicznych. Nie stwierdzono natomiast zmian w stezeniu histaminy w korze

mézgowej. Analizy nie wykazaly takze zmian w mézgowym poziomie serotoniny
1 dopaminy, aczkolwiek wzrost stezenia odnotowano w przypadku noradrenaliny - jest to
zgodne z wczesniejszymi darilymi opisujacymi hamujacy wptyw wywierany przez HsR
na funkcje neuronéw noradrenergicznych w korze mézgowe;.

Podskérna iniekcja po}chodnej 4-hydroksypiperydyny nie spowodowata zadnych
zmian w aktywnosci HMT oraz% MAO AiB.

Drugi badany Iigandl S-podstawiona pochodna 2-tiazol-4-n-propylpiperazyny,
nie wywotywata znaczacych lzmian W stezeniu histaminy w OUN oraz w aktywnosci
enzym6w metabolizujgcych arﬁinc; W mozgu badanych zwierzat. Brak dziatania badanego
zwiazku na uklad histaminergijczny nie byl jednakze spowodowany brakiem jego zdolnosci
do przekraczania bariery kre;w-mézg. Badany zwigzek spowodowal bowiem zmiany
w  stezeniach dopaminy, néradrenaliny i serotoniny. Wzrost poziomu serotoniny
1 noradrenaliny w mézgu (z iwythkiem podwzgdrza) wskazuje na obnizong aktywnogé
serotoninergiczng i noradreniergicznq oraz jednoczesny wzrost aktywnosci ukladu
dopaminowego. Te odkrycia moga sugerowaé, ze pochodna ta prawdopodobnie wykazuje
dziatanie agonistyczne wobec autoreceptoréw serotoninergicznych, modyfikujac w ten sposéb
uwalnianie dopaminy i noradrerﬂaliny.

Kolejne etapy badan dotj/czy{y sprawdzenia dziatania osrodkowego:

e N—benzylo-N—[4-(7-fenoﬁsyheptylopiperazyn-1—ylo)butylo]guanidyny,
o N—4-chlorobenzylo-N-[4-1(7-fenoksy-heptylopiperazyn-1-ylo)butylo]guanidyny,
o N—(4-nitrobenzylo)-N-[4—i(7-fenoksyheptylopiperazyn-1-y10) butylo]guanidyny.

Na podstawie uzyskan}ych rezultatdw, stwierdzono, ze oba testowane zwiazki
przechodza przez bariere krew—rinézg. Przezskérne iniekcje spowodowaty u szczurdw istotny
statystycznie spadek spozycia paszy, w poréwnaniu z okresem przed wdrozeniem terapii
farmakologicznej, przy czym le};szy rezultat odnotowano w przypadku N-4-chlorobenzylo-N-
[4-(7—fenoksyheptylopiperazyn-1%—ylo)butylo]guanidyny. W tej grupie szczur6w, ograniczenie
spozycia paszy bylo zblizone 1do rezultatdw uzyskanych w grupie referencyjnej, ktérej
podawano ciproxifan. Aktywne Eochodne nie wplynety na stezenie histaminy i noradrenaliny
w mozgach szczuréw, przy czym obnizyly stezenie serotoniny i dopaminy (efekty te nie byly

zwigzane ze zmianami aktywnosci MAO i HMT).
|
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Powyzsze dane zostaty prze<$stawione w postaci 2 komunikatéw na migdzynarodowych
konferencjach (Zal. 4, pkt IIIWB.6 i 8) oraz wigczone do 3 prac, opublikowanych w latach
2018-2019 (Zat. 4, pkt IL.A.1, ILA.3, IL.A.4).

|
|
6. Syntetyczne omdéwienie osiggnie¢ dydaktycznych, organizacyjnych i w zakresie

popularyzacji nauki’ |
|

Dziatalnosé dydaktyczri‘ar rozpoczgtam w 2003 r. jako wyktadowca w Wyzszej Szkole
Turystyki i Hotelarstwa w Lé)dzi. Prowadzitam wyktady i ¢wiczenia z zakresu fizjologii
cziowieka i fizjologii wysitku fizycznego (Zat. 4, pkt I11.J ) dla studentéw kierunku turystyka i
rekreacja oraz wyklady dla sen‘ioréw w ramach Uniwersytetu Trzeciego Wieku, dziatajgcego
przy Uczelni (Zat. 4, pkt III.I.S?.

Od pazdziernika 2006 r. do chwili obecnej prowadze zajecia (¢wiczenia, seminaria,
wyklady) dla studentéw Uniwérsytem Medycznego w Lodzi z kilku przedmiotéw, na réznych
kierunkach studiéw ciaglych, ]é)ierwszego i drugiego stopnia (kierunek lekarski, fizjoterapia,
dietetyka, kosmetologia) (Za{; 4, pkt IILJ). Sprawuje takze — jako promotor — opieke
naukows nad studentami realizujacymi prace dyplomowe. W latach 2007-2019 pod moim
kierunkiem powstato 10 praé magisterskich i 22 prace licencjackie; kolejnych 6 prac
dyplomowych - w przygotowar\iiu (Zal. 4, pkt I1LJ).

Swoje kwalifikacje w zakresie nauczania dyscyplin biomedycznych podnositam biorac
udziat w szkoleniach dydaktycznych (Zat. 4, pkt 1.5-1.7).

Jako pracownik Zaktadu Biochemii Hormondéw Uniwersytetu Medycznego w F.odzi
aktywnie uczestniczylam rc’NynieZ w dziataniach Katedry i towarzystw naukowych,
prowadzac m.in. wyktady podczas zebran naukowych (Zat. 4, pkt 1.4).

Od 2008 r. jestem cztonkiem Zarzadu Polskiego Towarzystwa Badan na Histaming -
petni¢ funkcje skarbnika (Za;‘ll. 4, pkt IIILH.1). W latach 1996-2018 bylam cztonkiem
komitetow naukowych i organizacyjnych cyklicznych, odbywajacych si¢ co 2 lata,
mig¢dzynarodowych konferencj‘ Towarzystwa pt. ,,Biogenic Amines and Related Biologically
Active Compounds”.

W 1998 1. (jako praccgwnik Zaktadu Amin Biogennych PAN) i w 2013 r. (jako
pracownik Zakiadu Biocheﬁii Hormonéw Uniwersytetu Medycznego w  Lodzi)
wspdlorganizowatam takze ko‘hferencje Europejskiego Towarzystwa Badan nad Histaming:
‘

! Pelny wykaz osiagnie¢ dydaktycznyich, organizacyjnych i w zakresie popularyzacji nauki przedstawiony zostat
w Zalgezniku 4.
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The 27" and 42™ Annual Meetings of the European Histamine Research Society, EHRS
(Zat. 4, pkt II1.C).

W 2014 r. zostalam uhonorowana, wraz z prof. W. A. Fogel, nagroda Rektora
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za osiggniecia promujace Uczelnie, tj. za zorganizowanie
migdzynarodowej konferencji EHRS w 2013 roku (Zat. 4, pkt IILL1).

W ramach dziatalnosci organizacyjnej angazowalam si¢ takze w promocje nauki
i zdrowia na terenie Lodzi. Prowadzitam wykiady popularnonaukowe podczas trzech edycji
Festiwali Nauki, Techniki i Sztuki w Lodzi (Zat. 4, pkt 111.1.2).

Od pazdziernika 2006 roku partycypuje takze w biezacych zadaniach organizacyjnych
mojej macierzystej placéwki — Zaktadu Biochemii Hormondw Uniwersytetu Medycznego
w Lodzi.

Dotychczasowe badania prowadzitam we wspoOlpracy z réznymi osrodkami
naukowymi, polskimi i zagranicznymi, wspdirealizujac 8 projektéw badawczych (Zat. 4, pkt
ILI) oraz prowadzgc prace w ramach 3 programéw europejskich: COST Action CM1103,
BMO0806 i D34. Obecnie Zaktad Biochemii Hormondéw UM partycypuje w akcji COST
CA15135 (2016-2020); aktywnie uczestnicze w pracach grupy roboczej WG 2 (Zat. 4, pkt
IILL.A).

Jestem zapraszana réwniez do recenzowania manuskryptéw  kierowanych
do czasopism naukowych. W latach 2013-2018 wykonatam 12 recenzji dla 6 czasopism
znajdujgcych sie w bazie Journal Citation Reports (Zat. 4, pkt IIL.P).
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