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1. Informacje podstawowe

1.1. Imie i nazwisko
Lucyna Pomierny-Chamioto

1.2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe z podaniem nazwy,
miejsca i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

4+ Doktor nauk farmaceutycznych — Katerda Farmakobiologii Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum,
Krakéw, dnia 18 listopada 2008 r.
Tytut rozprawy doktorskiej: ,Badanie wybranych zmian adaptacyjnych
wywotanych antagonistami metabotropowych receptorow
glutaminianergicznych grupy I”.

Promotor: Prof. dr hab. Gabriel Nowak

+ Magister farmacji - Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum, Krakow, dnia 9 lipca 2001 .
Tytut pracy magisterskiej: ,Wptyw lekéw R-adrenolitycznych na przyktadzie
bisoprololu na aktywnos¢ nerwowego uktadu autonomicznego u chorych
ze stabilng dfawicg piersiowa.” Praca realizowana w Katedrze Patofizjologii
UJCM i Il Klinice Kardiologii UJCM.
Promotor: Prof. dr hab. med Piotr Thor

1.3. Informacje o dotychczasowym przebiegu zatrudnienia

+ Pazdziernik 2010 — obecnie — adiunkt w Katedrze Toksykologii Wydziatu
Farmaceutycznego UJCM

+ Styczen 2010 — pazdziernik 2010 — asystent w Katedrze Toksykologii
Wydziatu Farmaceutycznego UJCM

+ Pazdziernik 2007 — grudzien 2009 - kierownik apteki ,Niezapominajka”
w Krakowie

+ Grudzien 2002 — Wrzesien 2007 - magister farmacji — asystent - w aptece
,Pod Rozami” w Krakowie

+ Sierpien 2002 - listopad 2002 - magister farmacji w aptece ,Salus” w
Krakowie, Salus International Sp. z 0.0. w Katowicach
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1.4. Krotka charakterystyka dorobku naukowego

W latach 1996-2001 studiowatam na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie. Studia
ukonczytam bronigc doswiadczalng prace magisterskg pt. ,\Wptyw lekow -
adrenolitycznych na przyktadzie bisoprololu na aktywnos¢ nerwowego uktadu
autonomicznego u chorych ze stabilng dtawicg piersiowg” w Katedrze
Patofizjologii UJICM w Krakowie pod kierunkiem Prof. dr hab. med. Piotra
Thora oraz opiekg Dr hab. n. med. Wiadystawy Kolasinskiej-Kloch. Badania
kliniczne prowadzone w Il Klinice Kardiologii w ktérych wzietam udziat, a ktére
byly podstawg mojej pracy magisterskiej, obudzity we mnie che¢ dalszej pracy
naukowej.

Po ukonczeniu stazu zawodowego w aptece i rozpoczeciu pracy
zawodowej w zawodzie aptekarza postanowitam kontynuowac rozwoj naukowy
na studiach doktoranckich na Wydziale Farmaceutycznym UJCM, ktore
rozpoczetam w roku 2003 pod kierownictwem Prof. dr hab. Gabriela Nowaka.
Moje zainteresowania naukowe w dalszym ciggu zwigzane byty z uktadem
nerwowym, a skupity sie na badaniu uktadu glutaminianergicznego. Stopien
naukowy doktora nauk farmaceutycznych w zakresie farmakologii uzyskatam w
2008 roku po obronie pracy doktorskiej pt. ,Badanie wybranych zmian
adaptacyjnych wywotanych antagonistami metabotropowych receptoréw
glutaminianergicznych grupy I”. Na tym etapie mdj tgczny dorobek naukowy
obejmowat wspétautorstwo 3 oryginalnych prac naukowych, o fgcznym
wspotczynniku IF = 2.475 oraz 13 doniesien zjazdowych.

W styczniu 2010 roku zostatam zatrudniona na stanowisku asystenta w
Katedrze Toksykologii UICM, a w pazdzierniku otrzymatam etat adiunkta tejze
Katedry, na ktorym pracuje do dnia dzisiejszego. Gtowny temat badawczy
ktorym zajetam sie w Katedrze Toksykologii dotyczyt badania roli uktadu
glutaminianergicznego w powstawaniu zaburzen neuropsychiatrycznych, ze
szczegoOlnym uwzglednieniem uzaleznien. W roku 2011 ze srodkow
Narodowego Centrum Nauki uzyskatam finansowanie badan nad projektem pt.
,Charakterystyka wybranych receptorow glutaminianergicznych (jono- i
metabotropowych) w mechanizmie uzaleznienia od kokainy”, ktérego bytam
kierownikiem. Jego realizacje zakonczytam w 2015 roku. Wyniki tych badan
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staty sie przedmiotem prac stanowigcych podstawe do ubiegania sie o stopien
doktora habilitowanego. W tym samym okresie bytam réwniez wykonawcg w
innym projekcie grantowym pt. ,Rola uktadu endokanabinoidowego w
patogenezie depresji i w mechanizmie dziatania lekow przeciwdepresyjnych"”
pod kierownictwem Prof. dr hab. Matgorzaty Filip. W roku 2011 podjetam
wspotprace z Pracownig Farmakologii Uzaleznien Instytutu Farmakologii PAN
w Krakowie czego efektem byta realizacja od 2012 roku projektu grantowego
pt. "Rola receptorowych komplekséw heterodimerycznych mGIuR5-D2 w
wygaszaniu zachowan poszukiwawczych zwigzanych z uzaleznieniem od
substancji psychostymulujgcych (kokaina i MDMA): analiza behawioralna i
biomolekularna u szczuréw" pod kierownictwem Dr Matgorzaty Frankowskiej, w
ktérym petnitam funkcje wykonawcy. Wspotpracowatam réwniez z Zakladem
Biochemii Toksykologicznej UJCM, biorgc udziat w badaniach nad projektem
Prof. dr hab. Bogustawy Budziszewskiej nad neurotoksycznym dziataniem
eterow glikolu etylowego oraz Katedrg Chemii Organicznej UJCM w badaniach
nad poszukiwaniem nowych ligandéw receptoréw endokanabinoidowych CB1 i
CB2. Wspdlnie z Prof. dr hab. Gabrielem Nowakiem bratam udziat w projekcie
dotyczacym roli metabotropowych receptorow glutaminianergicznych mGIuRS
w mechanizmie dziatania lekéw przeciwdepresyjnych. Od 2015 roku podjetam
kolejny temat badawczy roéwniez zwigzany z badaniem ukfadu
glutaminianergicznego. Dotyczy on wptywu diety matki w okresie cigzy i
karmienia na podatno$¢ na choroby neuropsychiatryczne u potomstwa. W
2016 roku uzyskatam z Narodowego Centrum Nauki finansowanie kolejnego
projektu grantowego pt. ,Wplyw diety wysokottuszczowej i wysokocukrowej
matki na powstawanie zaburzen w budowie receptorow NMDA potomstwa oraz
regulacji ich aktywnosci w kontekscie zaburzen pamieci”’, ktdérego jestem
kierownikiem. Jestem rowniez  kierownikiem projektu  statutowego
finansowanego ze $rodkéw UJCM pt. ,Zmiany w poziomie neuropeptyddéw i
ekspresji ich receptorow w strukturach mozgowych potomstwa matek
karmionych dieta wysokottuszczowa i wysokocukrowa w okresie cigzy”.
Aktualnie moj dorobek naukowy obejmuje 55 pozycji. Sklada sie na niego
17  petnotekstowych publikacji  oryginalnych ~w  anglojezycznych,
recenzowanych czasopismach naukowych, posiadajgcych impact factor, w tym

dwie anglojezyczne prace przeglagdowe w impaktowanych czasopismach oraz
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2 rozdziaty w anglojezycznych monografiach wydanych przez wydawnictwo
Springer, a takze 36 doniesien konferencyjnych, w tym 18 opublikowanych w
suplementach do czasopism posiadajgcych impact factor. Sumaryczny
wspotczynnik oddziatywania impact factor publikacji recenzowanych wynosi IF
= 60.068 co odpowiada punktacji MNiSW = 437. Catkowita liczba cytowan
wynosi 297, a index Hirsha h = 8.
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2. Prezentacja osiagnie¢ naukowych stanowiacych podstawe
habilitacji

Przedmiotem przedstawionego do oceny osiggniecia naukowego, bedgcego
podstawg ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego jest monotematyczny
cykl 5 publikacji (P-1 — P-5) zatytutowany: ,,Zmiany neuroadaptacyjne uktadu
glutaminianergicznego i stan oksydo-redukcyjny w rozwoju uzaleznienia od
kokainy”. Obejmuje on 1 prace poglagdowg oraz 4 petnotekstowe prace
oryginalne, opublikowane w anglojezycznych recenzowanych czasopismach
naukowych o zasiegu miedzynarodowym. Zgodnie z analizg bibliometryczng,
tgczny wspotczynnik impact factor cyklu publikacji wynosi IF = 20.826, a
odpowiadajgca mu punktacja Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego to 145
pkt. We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem

korespondencyjnym.

2.1. Wykaz publikacji stanowigcych osiagniecie naukowe o ktorym
mowa w artykule 16 ust. 2 ustawy z dnia 14.03.2003 o stopniach
naukowych i tytule naukowym

P-1 - Pomierny-Chamiolo L, Rup K, Pomierny B, Niedzielska E, Kalivas PW, Filip
M. ,Metabotropic glutamatergic receptors and their ligands in drug addiction”.
Pharmacology & Therapeutics 2014 Jun;142(3):281-305

(Elsevier; 1F2014 = 9.723; MNISW 2014 = 45 pkt)

P-2 - Pomierny-Chamiolo L, Miszkiel J, Frankowska M, Bystrowska B, Filip M.
“Cocaine self-administration, extinction training and drug-induced relapse change
metabotropic glutamate mGIlu5 receptors expression: evidence from radioligand
binding and immunohistochemistry assays”. Brain Research 2017 Jan 15;1655:66-
76

(Elsevier; 1F2015 = 2.561; MNISW 2015 = 25 pkt)

P-3 - Pomierny-Chamiolo L, Miszkiel J, Frankowska M, Mizera J, Filip M.
“Neuroadaptive changes in metabotropic glutamate mGIlu2/3R expression during
different phases of cocaine addiction in rats”. Pharmacological Reports 2017 (w
druku) doi: 10.1016/j.pharep.2017.04.016

(Elsevier; IFz015 = 2.251; MNISW 2015 = 25 pkt)
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P-4 - Pomierny-Chamiolo L, Miszkiel J, Frankowska M, Pomierny B, Niedzielska
E, Smaga I, Fumagalli F, Filip M. ,Withdrawal from cocaine self-administration and
yoked cocaine delivery dysregulates glutamatergic mGlu5 and NMDA receptors in
the rat brain”. Neurotoxicity Research 2015 Apr;27(3):246-258

(Springer; IF2015 = 3.140; MNISW 2015 = 25 pkt)

P-5 - Pomierny-Chamiolo L, Moniczewski A, Wydra K, Suder A, Filip M.
“Oxidative stress biomarkers in some rat brain structures and peripheral organs
underwent cocaine”. Neurotoxicity Research 2013 Jan;23(1):92-102

(Springer; IF2013 = 3.151; MNISW 2015 = 25 pkt)
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2.2. Prezentacja wynikow i streszczenie prac stanowigcych
podstawe habilitacji

2.2.1. Wstep do prac stanowiacych postawe habilitacji

Raport Europejskiego Centrum Monitorowania Narkotykéw i Narkomanii
(ECMDDA) z 2016 roku donosi, iz spozycie substancji uzalezniajgcych, a
zwtaszcza psychostymulujgcych, w krajach Unii Europejskiej ciagle rosnie,
natomiast kokaina jest najczesciej stosowang, nielegalng substancjg
psychostymulujgcg w Europie. Uzaleznienia wywotane przez psychostymulanty
stanowig powazny problem medyczny i spoteczny, dotykajgcy w coraz wiekszym
stopniu takze Polske.

Kokaina wykazuje dziatanie zarowno na osrodkowy jak i obwodowy ukfad
nerwowy. Dziatajgc na obwodzie pobudza zakonczenia nerwdéw wspoétczulnych
powodujgc m. in. silny skurcz naczyh krwionos$nych ze wzrostem cisnienia
tetniczego, rozszerzenie zrenic, rozkurcz miesni oskrzelowych, zahamowanie
perystaltyki przewodu pokarmowego oraz hamowanie aktywnosci gruczotow
slinowych.

Wplyw na osrodkowy uktad nerwowy cztowieka zalezny jest od podanej dawki.
Podanie niskiej dawki powoduje euforie, pobudzenie psychoruchowe oraz opdznia
objawy zmeczenia. Wigksze dawki wywotujg tzw. "cocaine high" objawiajgcy sie
euforig, gadatliwoscig, ekscytacjg i samozadowoleniem. Wystepowaé mogag
zachowania agresywne, brak krytycyzmu do wtasnych mozliwosci i zachowan,
niepokdj i napiecie, bezsennosé, nasilenie doznan czuciowych, obnizenie potrzeby
odzywiania sie i snu. Bardzo wysokie dawki z kolei zaburzajg pamie¢, myslenie i
osady, wywotujg wzrost aktywnosci ruchowej, a takze lek, niepokdj, urojenia o
nieprzyjemnej tresci, omamy wizualne i stuchowe, czesto depresje i poczucie
bezradnosci prowadzgce do samobodjstwa. Wazny jest réwniez fakt, ze u
niektérych oséb, nawet jednorazowe podanie narkotyku moze skutkowaé
napadem drgawek oraz gwattownym wzrostem cisnienia, zaburzeniami funkc;ji
osrodkow oddechowego i sercowo-naczyniowego prowadzgcymi do smierci (Filip i
Przegalinski, 2005)[35]. Dziatanie euforyczne kokainy jest powodem dla ktérego
ludzie po nig siegajg. Wielokrotnie stosowana powoduje uzaleznienie psychiczne,
czyli przymus jej poszukiwania i przyjmowania dla uzyskania efektu euforycznego

(seeking behavior) i unikniecia emocjonalnego dyskomfortu spowodowanego

9|Strona



odstawieniem (withdrawal). Gtownymi symptomami odstawienia kokainy jest gtod
narkotykowy, czyli che¢ zdobycia narkotyku za wszelkg cene oraz objawy
subiektywne jak lek, dysforia, anhedonia. Objawy odstawienia (cocaine crash)
trwajg od kilku godzin do kilku dni i zwigzane sg z niedoborem neuroprzekaznika
w synapsie. Prowadzi to do wystgpienia depresji, poczucia zmeczenia i
zwiekszenia ilosci przyjmowanych pokarméw. Diugotrwaty brak dostepu do
kokainy (kilka tygodni, czy miesiecy) skutkuje objawami wtérnymi jak: zmiennosé
nastroju, anhedonia, lek, ostabienie pamieci i koncentracji (Filip i Przegalinski,
2005)[35].

Podstawowg cechg uzaleznienia jest utrata kontroli nad zachowaniem,
manifestujgca sie niekontrolowanym popedem przyjmowania substancji
uzalezniajgcych (,gtdd narkotykowy”, craving) i/lub niekontrolowanym nawrotem
do ich stosowania nawet po dlugim okresie abstynencji (Kalivas i Volkow,
2005)[1]. Pomimo wielu lat i duzych naktadow finansowych mechanizm
powstawania uzaleznienia od kokainy nie zostat w petni poznany, a wspoétczesne
metody terapii nie spetniajg oczekiwan pacjentéw ani lekarzy. Powodem takiego
stanu rzeczy jest ztozony mechanizm dziatania dtugotrwale stosowanej kokainy.
Dotychczasowe przedkliniczne i Kkliniczne dane literaturowe jednoznacznie
wskazujg na fakt, ze w efekty nagradzajgce kokainy zaangazowany jest
dopaminegiczny system neuroprzekaznikowy mozgu, a uktady serotoninergiczny i
noradrenergiczny modulujg powyzszg aktywnos¢ dopaminowg. Obserwowane jest
nagromadzenie neuroprzekaznikow w przestrzeni synaptycznej, szczegodlnie w
obrebie szlaku mezolimbicznego (jgdro potlezgce przegrody) co przediuza i
wzmacnia dziatanie kokainy przez odpowiednie receptory. Natomiast w nawrocie
zachowan poszukiwawczych po okresie abstynencji poprzedzonym dtugotrwatym
naduzywaniem kokainy kluczowg role odgrywa nie tylko ukfad dopaminowy, ale
takze glutaminianergiczny (Kalivas i Volkow, 2005)[1]. Zachwianie réwnowagi w
tym uktadzie obserwowane w uzaleznieniu kokainowym wywotuje zaburzenia w
neurotransmisji i plastycznosci synaptycznej (Cleva i wsp. 2011)[2] co wydaje sie
by¢ podstawg zmian w fizjologii mézgu oraz przyczynia¢ sie¢ moze do dysfunkciji
emocjonalnej, zaburzen pamieci, uczenia sie, motywacji i samokontroli. W
badaniach funkcjonalnych obserwuje sie ostabienie komunikacji pomiedzy korg
przedczotowg i jadrem poétlezacym przegrody (Kalivas i Volkow, 2005)[1]. W

powyzsze zaburzenia wydajg sie by¢ zaangazowane, zgodnie z danymi
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literaturowymi, glutaminergiczne receptory zaréwno jonotropowe jak i
metabotropowe. Badania nad uzaleznieniem kokainowym w ciggu ostatnich lat
skupity sie wtasnie na uktadzie glutaminianergicznym.

Uktad glutaminianergiczny odznacza sie duzg réznorodnoscig w budowie i
funkcji receptorow. Neurotransmiterem pobudzajgcym w  uktadzie
glutaminianergicznym jest gtéwnie kwas glutaminowy, ktory wystepuje w ponad
50% komodrek nerwowych ludzkiego mézgu. Prawdopodobnie rowniez kazda
komérka nerwowa posiada receptory wrazliwe na dziatanie tego
neuroprzekaznika. Uktad glutaminianergiczny zaangazowany jest w procesy
uczenia sie, zapamietywania i konsolidacji sladéw  pamieciowych,
neuroplastycznosci, ale réwniez neurotoksycznosci. Odgrywa rowniez istotng role
w wielu patologicznych stanach os$rodkowego uktadu nerwowego. Aktywacja
receptorow uktadu glutaminianergicznego moze wywotaé¢ silne pobudzenie
komérek nerwowych, doprowadzi¢ do neurodegeneracji oraz $mierci neuronu.
Wsrdd receptorow tego uktadu wyrdézniamy receptory jonotropowe (NMDA, AMPA,
kainowe) odpowiadajgce za szybkg transmisje synaptyczng oraz petnigce funkcje
regulatorowg receptory metabotropowe (Grupy I, Il i Ill). Ja w swojej pracy
skupitam sie na receptorach NMDA oraz metabotropowych receptorach grupy | i Il.

Badania ostatnich lat dostarczyty pewnych dowodow na udziat uktadu
glutaminianergicznego w uzaleznieniu kokainowym. Co wiecej, ligandy receptoréw
glutaminianergicznych hamujg efekty behawioralne kokainy u zwierzat
laboratoryjnych (Kenny i wsp., 2005, Peters i Kalivas, 2006)[3, 4]. Ponadto mGIuR
odgrywajg istotng role w mediowaniu dziatania zewngtrzkomdorkowego
glutaminianu uwolnionego podaniem kokainy (Kenny i wsp. 2005)[3].

W badaniach nad uzaleznieniami wykorzystywane sg réznorodne zwierzece
modele doswiadczalne oparte na symptomach naduzywania lub uzaleznienia
(pobudzenie psychoruchowe, efekty subiektywne, efekty nagradzajgce /
wzmachiajgce, nawroty), diagnostycznych kryteriach uzaleznienia (kompulsywne
przyjmowanie substancji, gtdéd narkotykowy) badz tez na analizie ré6znych zrodet
wzmocnienia (substancja uzalezniajgca, bodzce warunkowe zwigzane z jej
przyjmowaniem, stres). Nalezy podkresli¢, ze nie ma jednego modelu zwierzecego
ktéry odzwierciedlatby catos¢ ztozonej symptomatologii uzaleznienia od kokainy i
innych substancji uzalezniajgcych. Kokaina podawana gryzoniom w niskich

dawkach wywotuje wzrost aktywnosci lokomotorycznej (Przegalinski i Filip,
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1997)[5], w srednich dawkach stereotypie, a w wyzszych stany drgawkowe
(McCreary i Marsden, 1993)[6]. Przyjmuje sie, ze zwiekszona przez kokaine
aktywnos¢ lokomotoryczna u zwierzat obrazuje pobudzenie psychoruchowe pod
wptywem tej substancji u ludzi. U ludzi uzaleznionych od kokainy, sensytyzacja
ujawnia sie w postaci psychoz paranoidalnych. Kokaina wywotuje réwniez tzw.
dodatnie wzmocnienie w modelach zachowan instrumentalnych, np. moze byc¢
samopodawana. Samopodawanie (self-administration), stanowi symulacje
zjawiska naduzywania srodkoéw uzalezniajgcych przez ludzi i stuzy do oceny
potencjatu uzalezniajgcego oraz nagradzajgcych wtasciwosci tych srodkow. W
modelu tym, nagradzana jest reakcja zwierzecia (np. reakcja instrumentalna -
naciskanie na dzwignie) prowadzgca do uzyskania porcji narkotyku. Procedury
wygaszania i nawrotdw u zwierzgt trenowanych do samopodawania kokainy stuzg
ponadto do badania gtodu narkotycznego i nawrotow wywotanych wielokrotng
ekspozycjg na kokaine.

We wszystkich badaniach wykonanych w projekcie, ktorych opublikowanie
stanowi podstawe habilitacji, do oceny dziatania nagradzajgcego kokainy,
wygaszania oraz nawrotu zachowan poszukiwawczych wykorzystano uznany w
Swiecie nauki model dozylnego samopodawania kokainy u szczurow,
odwzorowujgcy poszczegolne fazy rozwoju uzaleznienia (Scofield i wsp., 2016)[7].
Zastosowano ponadto procedure sprzezenia ,yoked” majgcg na celu
wygenerowanie odpowiednich grup kontrolnych zwierzat. Procedura ta umozliwia
oddzielenie efektéw zwigzanych z aktywnym pobieraniem kokainy od efektow

farmakologicznych kokainy (czynne i bierne pobieranie kokainy).

2.2.2. Cel badan

Pomimo, ze dopamina peini podstawowg role w dziataniu kokainy,
dotychczasowe préby zastosowania ligandow tego uktadu w leczeniu uzaleznienia
od kokainy okazaty sie mato przydatne (Preti, 2007)[8]. Stosowane zwigzki tego
typu, obok matej skutecznosci klinicznej posiadajg tez niekorzystne i
ograniczajgce ich zastosowanie efekty uboczne (Preti, 2007)[8]. | cho¢ w dalszym
ciggu trwajg poszukiwania substancji leczniczych dziatajgcych w obrebie ukfadu
dopaminowego jak np. wprowadzenie terapii zastepczej, czyli wprowadzenie
inhibitora wychwytu zwrotnego dopaminy np. mazindolu, lub substancji

dziatajgcych bezposrednio na receptory dopaminowe np. receptory D3 (agonista
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BP897), D1/2 (agonista bromokryptyna) albo inne np. selegelina (inhibitor
momoaminooksygenazy typu B), disulfiram (min. inhibitor -oksygenazy), obecne
strategie badawcze koncentruje sie na innych niz dopamina neuroprzekaznikach
osrodkowego ukfadu nerwowego, w tym kwasie glutaminowym, ktéry reguluje
neurochemiczne i behawioralne efekty kokainy. Z interwencjg w ten ukfad wigze
sie nadzieje na nowe, bardziej skuteczne metody terapii uzaleznienia
kokainowego. Wiekszos¢ badan koncentruje sie na behawioralnych aspektach
zastosowania ligandow receptoréw dla kwasu glutaminowego w uzaleznieniu od
kokainy. Brak kompleksowych analiz molekularnych dotyczgcych zmian w obrebie
receptorow kwasu glutaminowego oraz roli stresu oksydacyjnego, zwigzanego nie
tylko z toksycznym dziataniem kokainy, ale takze wzmozong iloscig
neuroprzekaznikbw w przestrzeni synaptycznej i okotosynaptycznej w
poszczegolnych fazach uzaleznienia od kokainy stat sie przyczyng do podjecia

tego tematu.

Celem prac przedstawionych w punkcie 2.1. tego autoreferatu byta:

+ Szczegotowa analiza literatury dotyczgcej badan nad metabotropowymi
receptorami glutaminergicznymi i zastosowaniem ich ligandow w

uzaleznieniach.

+ Molekularna ocena gesto$ci i wrazliwosci oraz ekspresji biatkowej
receptorow mGIUR5 z grupy | metabotropowych receptoréw
glutaminianergicznych w strukturach mézgowych w poszczegdlnych fazach

uzaleznienia w modelu samopodawania kokainy u szczurow.

+ Molekularna ocena gestosci i wrazliwosci oraz ekspresji biatkowej
receptorow mGIuR2/3 z grupy Il metabotropowych receptoréw
glutaminianergicznych w strukturach mézgowych w poszczegdélnych fazach

uzaleznienia w modelu samopodawania kokainy u szczurow.

+ Ocena ekspresji podjednostek receptora jonotropowego NMDA oraz

wybranych jego biatek rusztowania w strukturach moézgowych w
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poszczegoblnych fazach uzaleznienia w modelu samopodawania kokainy u

SZCzZUrow.

+ Analiza markerow stresu oksydacyjnego w strukturach mozgowych i
narzgdach obwodowych jako czynnika rozwoju uzaleznienia od kokainy w

modelu samopodawania kokainy u szczurow.

2.2.3. Wyniki badan

P-1 - Pomierny-Chamiolo L, Rup K, Pomierny B, Niedzielska E, Kalivas PW, Filip
M. ,Metabotropic glutamatergic receptors and their ligands in drug addiction”.
Pharmacology & Therapeutics 2014 Jun;142(3):281-305

(Elsevier; IF2014 = 9.723; MNISW 2014 = 45 pkt)

W przedstawionej pracy pogladowej dokonano obszernej analizy Swiatowe;j
literatury (tgcznie 398 pozycji) dotyczagcej badan nad metabotropowymi
receptorami  glutaminegicznymi i ich ligandami w uzaleznieniach od
psychostymulantéw, opiatow, nikotyny oraz alkoholu. We wstepie zarysowano
problem badawczy oraz dokonano analizy neurotransmisji glutaminergicznej.

Glutaminianergiczna homeostaza w osrodkowym uktadzie nerwowym jest
utrzymywana dzieki prawidlowemu funkcjonowaniu szeregu elementéw takich jak
receptory jono- i metabotropowe, transportery dla kwasu glutaminowego i glukozy,
antyportera cysteina/glutaminian oraz cyklu metabolizmu glutamianinu. Lokalizacje
receptorow glutaminianergicznych w mozgowej synapsie oraz homeostaze
glutaminianu schematycznie przedstawiono na rysunku 1.

Glutaminianergiczne receptory metabotropowe stanowig grupe os$miu
podtypéw receptorow dla kwasu glutaminowego podzielonych zgodnie z
homologig sekwencji aminokwaséw oraz rodzajem szlaku przekazywania sygnatu
w komorce na trzy grupy (grupa | obejmujgca receptory mGluR1 i mGIuRS, grupa
Il obejmujgca receptory mGIuR3 i mGIuR3 oraz grupa Ill obejmujgca receptory
MGIuR4, mGIuR6, mGIuR7 i mGIuR8). Zbudowane sg z 7 transbtonowych domen
hydrofobowych potgczonych fragmentami hydrofilowymi tworzgcymi petle
zewnatrz i wewnagtrzkomorkowe. i nalezg do rodziny receptoréw zwigzanych z
biatkiem G. Tworzg one homo- i heterodimery, co warunkuje pobudliwo$é
receptora. Fizjologiczna rola tych receptoréw jest bardzo rozlegta i w duzej mierze

zalezna od lokalizacji w médzgu. Sprowadza sie do modulowania kanatéw
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jonowych i pobudliwosci komodrkowej, kontroli transmisji synaptycznej, oraz

kontroli i regulacji uwalniania neurotransmiterow.
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Rysunek 1. Synaptyczna lokalizacja metabotropowych receptoréow

glutaminianergicznych (mGIuR) w synapsach mézgowych oraz homeostaza kwasu
glutaminowego (P-1).

W pracy (P-1) szczegdétowo opisano strukture, rozmieszczenie oraz
fizjologiczne efekty pobudzenia wszystkich oSmiu rodzajéw receptoréw (mGIluR1 —
mGIuR8). Dla kazdego z nich scharakteryzowano takze lokalizacje genowa, efekty
farmakologicznej modulacji oraz dotychczasowg wiedze na temat znaczenia w
réznych typach uzaleznien (psychostymulanty, opiaty, nikotyna oraz alkohol).

W tabeli 1 prezentowanej pracy dokonano dla wszystkich receptorow
MGIuUR zestawienia obejmujgcego gtéwny szlak sygnatowy, ekspresje w
osrodkowym ukfadzie nerwowym u roznych gatunkow ssakéw oraz
charakterystyke fenotypu zwierzgt genetycznie pozbawionych okreslonego typu
receptora.

Na uwage zastugujg tabele 2-4, w ktorych zestawiono zwigzki bedagce

agonistami, pozytywnymi allosterycznymi  modulatorami, kompetycyjnymi
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antagonistami oraz negatywnymi allosterycznymi modulatorami dla receptoréw
MGIuR1-8. Dla kazdego z tych zwigzkéw podano literaturowe wartosci
Ki/lCso/ECso. W kolejnej czesci pracy (tabela 5) scharakteryzowano te zwigzki,

ktdre badane byty w réznych modelach uzaleznienia.

Podsumowanie i wnioski: Chociaz kliniczne poszukiwania aktywnosci
ligandéw metabotropowych receptoréw glutaminianergicznych skupione sa
bardziej na innych chorobach neuropsychiatrycznych, takich jak lek czy
depresja, to znaczna ekspresja tych receptorow w rejonach moézgu
zwigzanych z ukltadem nagrody, odpowiedzialnych za zachowania
poszukiwacze, uzasadnia proby zastosowania tych zwigzkéw w badaniach
nad uzaleznieniami. Badania ostatnich lat wskazuja na znaczng role
receptorow mGIuR1, mGIuR2/3, mGIuR5 oraz mGIuR7 w kontrolowaniu

mechanizméw nawrotu do przyjmowania substancji uzalezniajgcych.

P-2 - Pomierny-Chamiolo L, Miszkiel J, Frankowska M, Bystrowska B, Filip M.
“Cocaine self-administration, extinction training and drug-induced relapse change
metabotropic glutamate mGIlu5 receptors expression: evidence from radioligand
binding and immunohistochemistry assays”. Brain Research 2017 Jan 15;1655:66-
76.

(Elsevier; IF2015 = 2.561; MNISW 2015 = 25 pkt)

Badania przedkliniczne wykazaty, ze zwierzeta genetycznie pozbawione
receptorow mGIuR5 trudniej wchodzg w procedure uzaleznienia od kokainy oraz
nie wykazujg zwiekszonej aktywnosci indukowanej kokaing (Chiamulera i wsp.
2001)[9]. Z kolei farmakologiczne zablokowanie tych receptoréw w mézgu hamuje
pobieranie kokainy przez juz uzaleznione zwierzeta (Kenny i wsp. 2005)[3] oraz
poszukiwanie kokainy indukowane kontekstem (Backstrom i Hyytia, 2006)[10]. Te
przestanki byly podstawg do zbadania receptorow mGIuR5 jako waznego punktu
uchwytu w mechanizmie powstawania uzaleznienia.

W prezentowanej pracy opublikowano wyniki radioizotopowej saturacyjnej
analizy gestosci receptorow mGIuR5 oraz ich ekspresji biatkowej w strukturach
mozgowych szczurow w modelu dozylnego samopodawania kokainy. Do analizy
wybrano rejony mézgu zaangazowane W proces rozwoju uzaleznienia i nawrotu

do natogu: kore przedczotowg (PFCx), bedacg miejscem kontroli decyzji i
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dziatania, jgdro potlezgce przegrody (NAc), uznawane za osrodek nagrody,
grzbietowe prazkowie (DST), miejsce powstawania zachowan nawykowych, oraz
hipokamp (HIP) odpowiedzialny za pamiec€ i uczenie sie. W celu wykonania analiz
w kolejnych fazach uzaleznienia zwierzeta zostaly podzielone na trzy grupy.
Pierwsza grupa zostata poddana eutanazji po 14-tej sesji samopodawania
kokainy, druga po etapie dwu-tygodniowego samopodawania zostata poddana 10-
dniowemu treningowi odstawienia, natomiast trzecia po etapie odstawienia zostata
wprowadzona do kolejnej fazy: nawrotu indukowanego podaniem wywotujgcej
dawki kokainy (10 mg/kg, ip). Schematycznie podziat na grupy w kazdej fazie

uzaleznienia przedstawiono ponizej na rysunku 2.

Podtrzymanie natogu 14 dni

-

~

samopodawanie kokainy

.

bierne podanie kokainy

bierne podanie soli

< dekapitacja ]

Trening odstawienia 10 dni

)

samopodawanie kokainy sol fizjologiczna iv

bierne podanie kokainy sdl fizjologiczna iv

dekapitacja

bierne podanie soli sol fizjologiczna iv

nawroét 1 dzien

samopodawanie kokainy sol fizjologiczna iv kokaina ip
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bierne podanie soli sl fizjologiczna iv sol fizjologiczna ip =
bierne podanie soli sl fizjologiczna iv kokaina i
P V

Rysunek 2. Projekt eksperymentu (P-2)

Przebieg eksperymentow behawioralnych w poszczegolnych fazach

uzaleznienia opisano szczegotowo w czesci metodycznej pracy.
Do zbadania gestosci receptorow we frakcji btonowej wykorzystano metode

analizy radioreceptorowej z zastosowaniem znakowanego trytem negatywnego
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allosterycznego modulatora receptorow mGIuR5, zwigzku [*H]MPEP (P-2).
Ekspresje biatkowg receptorow zbadano przy zastosowaniu metody Western blot
(P-4). W celu oceny lokalizacji strukturalnej receptoréw mGIuR5 wykonano analize
immunohistochemiczng wykonujgc immunofluorescencyjne znakowanie skrawkow
po wczesniejszej perfuzji paraformaldehydem (P-2).

Zaréwno aktywne pobieranie jak i bierne podawanie kokainy spowodowaty
u zwierzat doswiadczalnych istotny statystycznie wzrost gestosci receptoréw
(wartos¢ Bmax) mMGIUR5 w grzebietowym prgzkowiu, nie stwierdzono natomiast
zmian w powinowactwie liganda do receptorow (wartos¢ Kg) (Rysunek 2
prezentowanej pracy P-2). Metoda Western blot potwierdzita powyzsze wyniki
wykazujgc wzmozong ekspresje biatka receptorowego mGIuR5 (Rysunek 5 w
pracy P-4). Analiza immunohistochemiczna wykazata ponadto znamienny wzrost
ekspresji biatkowej mGIuR5 w istocie czarnej, a spadek w skorupie jadra
potlezgcego przegrody (Rysunek 2 prezentowanej pracy P-2).

Rezultatem dwugodzinnego, powtarzanego przez 10 dni treningu
odstawienia od kokainy szczuréw w klatkach doswiadczalnych byly dwufazowe
zmiany na szlaku kora przedczotowa - jadro pdtlezgce przegrody. Odnotowano
istotny spadek gestosci receptoréw w korze przedczotowej oraz istotny wzrost w
jadrze potlezgcym przegrody. Podobnie jak w fazie podtrzymania natogu w fazie
odstawienia opisane zmiany powstaty zarowno w grupie aktywnie jak i biernie
otrzymujgcej kokaine. Ponadto zaobserwowano rowniez, ze wzmozona gestosc
receptorow mGIuR5 w fazie podtrzymania natogu w grzbietowym prazkowiu
utrzymata sie tylko u zwierzat biernie otrzymujgcych kokaine w pierwszej fazie,
natomiast trening odstawienia spowodowat obnizenie wartosci Bnax W prgzkowiu
zwierzat aktywnie pobierajgcych kokaine. W fazie odstawienia zaobserwowano
takze istotny wzrost gestosci receptorow mGIuR5 tylko w hipokampie zwierzat
aktywnie pobierajgcych kokaine w pierwszej fazie uzaleznienia. W Zadnej ze
struktur nie zaobserwowano istotnych zmian w powinowactwie [PHJMPEP do
receptorow (Rysunek 3 prezentowanej pracy P-2).

Jednorazowe podanie dootrzewnowe wywotujgcej dawki kokainy, ale nie
soli fizjologicznej, po 10 dniowym okresie treningu odstawienia spowodowato
nawrot zachowan poszukiwawczych w grupie aktywnie pobierajgcej kokaine
podczas pierwsze] fazy, natomiast w badaniach radioreceptorowych spadek

gestosci receptorow mGIuR5 w jadrze pétlezgcym przegrody oraz hipokampie.
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Ponadto w hipokampie down-regulacji towarzyszyt wzrost powinowactwa liganda
[*H]MPEP do receptoréw. W pozostatych grupach kontrolnych nie zaobserwowano
istotnych  zmian. Analiza immunohistochemiczna potwierdzita wzmozong
ekspresje receptoréow we wszystkich ocenianych rejonach kory przedczotowej oraz

spadek ich ekspresji w hipokampie (Rysunek 4 prezentowanej pracy P-2).

Whnioski: Przedstawione w pracy wyniki pokazuja, ze zaréwno w fazie
podtrzymania uzaleznienia od kokainy, jej odstawienia jak i indukowanego
kokaing nawrotu dochodzi do szeregu zaburzen w gestosci receptoréw
mGIuR5 oraz powinowactwa liganda do tych receptoréw w strukturach
moézgowych szczura. Obserwowane zmiany wydajg sie byé specyficzne dla
struktur mézgowych, zalezne od sposobu podania kokainy i zwigzane

zaréwno z wlasciwosciami farmakologicznymi jak i motywacyjnymi kokainy.

P-3 - Pomierny-Chamiolo L, Miszkiel J, Frankowska M, Mizera J, Filip M.
“‘Neuroadaptive changes in metabotropic glutamate mGIlu2/3R expression during
different phases of cocaine addiction in rats”. Pharmacological Reports 2017
(praca w druku) doi: 10.1016/j.pharep.2017.04.016

(Elsevier; IF2015 = 2.251; MNISW 2015 = 25 pkt)

W Kkolejnej pracy pochylono sie nad zmianami w obrebie receptorow
glutamianianergicznych metabotropowych grupy 1l (mGIUR2 i mGIuR3)
powstajgcymi pod wptywem podawania zwierzetom kokainy w sposéb aktywny lub
bierny. Zagadnienie to podjeto, gdyz w przedklinicznych badaniach
behawioralnych zaobserwowano, iz podanie agonistow receptorow mGIuR2/3
hamuje nawrdt zachowanh poszukiwawczych indukowany kontekstem lub
podaniem kokainy, metamfetaminy, heroiny czy nikotyny (Baptista i wsp., 2004;
Adewale i wsp. 2006; Peters i Kalivas, 2006; Bauzo i wsp., 2009; Lu i wsp., 2012;
Justinova i wsp., 2016)[11, 12, 4, 13, 14, 15]. Inne obserwacje dotyczyty
wzmozonej odpowiedzi behawioralnej oraz uwalniania dopaminy i glutamianianu u
zwierzat genetycznie pozbawionych receptorow mGIuR2 po podaniu kokainy
(Morishima, 2005)[16].

W prezentowanej pracy zastosowano ten sam model samopodawania
kokainy ktéry opisano w publikacji P-2. Analizie poddano gesto$¢ receptorow

mMGIuR2/3 we frakcji membranowej, wykorzystujgc radioreceptorowg metode
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saturacyjng przy uzyciu znakowanego kompetycyjnego antagonisty tych
receptoréw, zwigzku [*H]LY341495. Dokonano réwniez oceny powinowactwa
liganda do receptorow, a takze wykonano analize ekspresji biatkowej receptorow
mGIuR2/3 w homogenacie tkankowym metodg Western blot. Eksperymenty
przeprowadzono (jak w poprzedniej prezentowanej pracy P-2) na czterech
strukturach médzgowych: korze przedczotowej, jgdrze poHlezgcym przegrody,
grzbietowym prgzkowiu oraz hipokampie w trzech fazach uzaleznienia: fazie
podtrzymania natogu, fazie odstawienia oraz fazie nawrotu indukowanego
jednorazowym dootrzewnowym podaniem dawki kokainy.

Chronicznie podawana kokaina, zarébwno w sposob bierny jak i zalezny od
woli zwierzecia, spowodowata znamienny wzrost gestosci receptoréw mGIuR2/3 w
korze przedczotowej oraz grzbietowym prgzkowiu. Ponadto stwierdzono istotne
obnizenie wartosci Kd dla uzytego liganda, w korze przedczotowej, ale tylko u
zwierzgt aktywnie pobierajgcych kokaine, co sugeruje wzrost powinowactwa
liganda do receptorow. W badaniu ekspresiji biatkowej stwierdzono wzrost w ilosci
monomerow w grzbietowym prgzkowiu oraz analogiczng tendencje w ilosci
dimeréw (Rysunek 2 prezentowanej pracy P-3). Obie struktury, zarobwno kora
przedczotowa jak i grzbietowe prgzkowie odgrywajg kluczowg role w pierwszym
etapie rozwoju uzaleznienia i uczenia sie nowych zachowan, a
glutaminianergiczna projekcja z kory przedczotowej do prgzkowia moduluje ten
proces uczenia (Lovinger i wsp., 2010)[17].

Efektem dziesieciodniowego treningu odstawienia od kokainy lub
abstynencji byta znamienna down-regulacja gestosci receptorow mGIuR2/3 w
korze przedczotowej oraz jadrze potlezacym przegrody. Stwierdzono roéwniez
znamienny spadek powinowactwa liganda [*H]LY341495 do receptoréw mGIuR2/3
w korze przedczotowej w obu grupach zwierzat otrzymujgcych kokaine (Rysunek 3
prezentowanej pracy P-3). Nie stwierdzono jednak istotnych zmian w ekspres;ji
biatek receptorow mGIuR2/3 w homogenacie badanych struktur mézgowych, co
potwierdza poprzednie obserwacje (Knackstedt i wsp., 2010; Ghasemzadeh i
wsp., 2009)[18, 19] i sugeruje raczej przesuniecie receptoréw do puli
membranowej niz wzmozenie ekspres;ji biatkowe;j.

Podanie zwierzetom, ktére po fazie podtrzymania natogu przeszty 10-
dniowy trening odstawienia wywotujgcej dawki kokainy (10 mg/kg, ip)

spowodowato u zwierzgt nawrdt zachowan poszukiwawczych w grupie aktywnie
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pobierajgcej kokaine w pierwszej fazie eksperymentu (wzmozone naciskanie na
dzwignie aktywng) a analizy biochemiczne wzmozong gestos¢ receptorow
mGIuR2/3 w korze przedczotowej. Powinowactwo liganda pozostato jak w
poprzedniej fazie ostabione w obu grupach chronicznie otrzymujgcych kokaine.
Badanie ekspresiji biatkowej nie wykazato zmian istotnych statystycznie (Rysunek

4 prezentowanej pracy P-3).

Whnioski: Wyniki przedstawione w niniejszej pracy wskazuja, ze receptory
mGIuR2/3 zlokalizowane w korze przedczotowej i grzbietowym prazkowiu sa
istotnym punktem uchwytu we wszystkich fazach uzaleznienia od kokainy.
Zarowno aktywne samopodawanie kokainy jak i bierne jej otrzymywanie
wywotuje w tych strukturach up-regulacje receptorow mGIluR2/3, a zmiana ta
ulega odwréceniu w czasie odstawienia kokainy. Wyniki wskazujg réwniez
na istotne uposledzenie wigzania liganda, co potwierdza i wzmacnia wyniki

wczesniejszych badan funkcji receptorow mGIluR2/3.

P-4 - Pomierny-Chamiolo L, Miszkiel J, Frankowska M, Pomierny B, Niedzielska
E, Smaga I, Fumagalli F, Filip M. ,Withdrawal from cocaine self-administration and
yoked cocaine delivery dysregulates glutamatergic mGlu5 and NMDA receptors in
the rat brain”. Neurotoxicity Research 2015 Apr;27(3):246-258

(Springer; IF2015 = 3.140; MNISW 2015 = 25 pkt)

Indukowane przez kokaine zmiany w transmisji glutaminianergiczne;j
przyczyniajg sie do powstania zmian nie tylko w obrebie receptorow
metabotropowych, ale réwniez receptorow  jonotropowych NMDA
odpowiedzialnych za szybkg transmisje glutamianiergiczng, zaréwno w korowych
jak i podkorowych rejonach mézgu. Receptory NMDA oraz mGIuRS5 pozostajg we
wzajemnej interakcji, co zobrazowano na rysunku 3.

Receptor NMDA jest kompleksem biatkowym, ztozonym =z czterech
podjednostek tworzgcych kanat jonowy przepuszczalny dla jondw Na+, Ca2+ i K+.
Dwie z nich to konstytutywna podjednostka GIuN1 a dwie kolejne nalezg do
rodziny GIuN2 lub rzadziej GIUN3. Kazda z podjednostek moze wystepowaC w
kilku formach splice variants. Budowa podjednostkowa receptoréw warunkuje ich
aktywnosé. Sugeruje sie zaleznos¢ miedzy wptywem indukujgcym powstawanie
LTP i LTD a rodzajem podjednostki GIuN2 (Schotanus i Chergui 2008)[3].
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Rysunek 3. Interakcje pomiedzy receptorami mGIuR1/5 a NMDA ze szlakiem
sygnatowym na neuronach postsynaptycznych. Biatka rusztowania Shank-GKAP-
PSD95 oraz Homer tgczgce oba receptory (P-4).

Kompleks biatkowy mGIuR5-Homer-NMDA jest w duzym stopniu
zaangazowany w zjawiska plastycznosci synaptycznej takie jak dtugotrwate
wzmochnienie i ostabienie synaptyczne (LTP i LTD) w przebiegu uzaleznienia od
kokainy (Anwyl 1999; Ferraguti i Shigemoto 2006; Ronesi i Huber 2008; Shen i
Kalivas 2013)[20, 21, 22, 23]. Bazujgc na danych literaturowych podjeto sie
szczegotowej analizy ekspresji biatek obu typdw receptorow oraz biatka Homer w
opisanym wczesniej modelu dozylnego samopodawania kokainy. Wykorzystano
analogiczny schemat generowania zwierzgt, a ekspresje zbadano w czterech,
opisanych wczesniej, strukturach mézgowych.

Wyniki analizy receptorow mGIuR5, opublikowane w tej pracy, wraz z

wynikami badan radioreceptorowych oraz immunohistochemicznych omoéwiono w
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rozdziale dotyczgcym publikacji P-2. Ponizej opisano wyniki dotyczgce analizy
poszczegoblnych podjednostek receptora NMDA oraz biatka Homer 1b/1c.

Aktywne pobieranie kokainy przez zwierzeta doswiadczalne przez okres 16
dni spowodowato wzrost ekspresji biatkowej podjednostek GIuN1 i GIuN2A
kompleksu receptora NMDA w hipokampie i grzbietowym prazkowiu (Rysunki 6 i 8
prezentowanej pracy P-4). Poniewaz zmiany takie nie zostaty zaobserwowane u
zwierzat biernie otrzymujgcych kokaine rowniez w innych badaniach (Fitzgerald i
wsp., 1996)[24], wydaje sie, ze mogtyby one stanowi¢ molekularny marker
zachowan motywacyjnych w uzaleznieniach od psychostymulantéw. Obie
podjednostki GIUN1 i GIuN2A s3g odpowiedzialne za dlugotrwate zmiany
synaptyczne i tak podjednostka GIuN1 kontroluje przepuszczalnos¢ dla jonéw
Ca2+, natomiast GIUN2A sprzyja zjawisku LTP. Zaobserwowany w grzbietowym
prazkowiu wzrost ekspresji podjednostek GIUN2A oraz biatka receptora mGIuRS
moze by¢ rowniez mechanizmem kompensacyjnym w odpowiedzi na zmniejszony
poziom podstawowy glutaminianu w prgzkowiu brzusznym stwierdzony w modelu
samopodawania lub tez niewielki jego wzrost w czasie sesji samopodawania
(Wydra i wsp., 2013)[25].

10-dniowy trening odstawienia wywotat u zwierzat doswiadczalnych
(zaréwno aktywnych jak i biernych) istotny wzrost ekspresji podjednostek GIuUN2A
w korze przedczotowej (Rysunek 5 prezentowanej pracy P-4), co wydaje sie byc¢
efektem dziatania farmakologicznego kokainy. Wyniki innego zespotu (Ary i
Szumlinski, 2007)[26] oraz nasze mogg sugerowac, ze kinetyka zmienionych
receptorow jest szybsza niz u zwierzat kontrolnych (Yashiro i Philpot, 2008)[27].
Takie zmiany mogg byC takze zwigzane z uposledzeniem pamieci Iub
zwiekszonym poziomem leku wywotanego kontekstem bagdz tez bodzZzcem
warunkowym. Zaobserwowano ponadto zwiekszong ekspresje podjednostek
GIuN1 w hipokampie i jgdrze pdtlezgcym przegrody (Rysunki 6 i 7 prezentowanej
pracy P-4). Zmiany te byly rownolegte zaréwno u zwierzgt aktywnie jak i biernie
pobierajgcych kokaine w pierwszej fazie eksperymentu. Jednakze, co ciekawe,
tylko u zwierzat samopobierajgcych kokaine w tej fazie stwierdzono w hipokampie
wzrost ekspresji podjednostek GIUN2A i GIuN2B. Zmiany te, wraz z istotnym
wzrostem ekspresiji receptorow mGIluR5, mogg by¢ efektem kompensacyjnym z
powodu zaburzonej przez kokaine neurogenezy i procesOw pamieciowych w

komérkach hipokampa. W grzbietowym prazkowiu zwierzat odstawionych od
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aktywnego pobierania kokainy stwierdzono obnizong ekspresje receptorow
mMGIuRS oraz zwigzanego z nimi biatka rusztowania Homer 1b/1c, natomiast w
prazkowiu zwierzat biernie otrzymujgcych kokaine spadek ekspresji podjednostek
GIluN1 (Rysunek 8 prezentowanej pracy P-4). Podobne zmiany obserwowane byty
wczesniej w innych warunkach eksperymentalnych (Ghasemzadeh i wsp., 2009c;
Ben-Shahar i wsp., 2009)[28][29], wiec ze wzgledu na spdjnos¢ wynikdw mozna
wnioskowac¢, ze trening odstawienia jest istotny dla zmian w plastycznosci

zaleznej od glutaminianu w obrebie prgzkowia.

Whnioski: Przedstawione w tej pracy wyniki wskazuja na powstanie licznych
zmian w obrebie badanych receptoréw, zaleznych od struktury oraz sposobu
podania kokainy. Nie zaobserwowano jednak korelacji pomiedzy zmianami w
obrebie badanych receptorow mGIuR5 i NMDA a zmianami w obrebie biatka
rusztowania Homer 1b/1c w innych badanych strukturach poza prazkowiem.
Opisane zmiany w kompozycji kompleksu receptora NMDA moga réwniez
czesciowo tlumaczy¢é zmiany neuropsychiatryczne obserwowane w

przebiegu uzaleznienia od kokainy.

P-5 - Pomierny-Chamiolo L, Moniczewski A, Wydra K, Suder A, Filip M.
“Oxidative stress biomarkers in some rat brain structures and peripheral organs
underwent cocaine”. Neurotoxicity Research 2013 Jan;23(1):92-102

(Springer; IF2013 = 3.151; MNISW 2015 = 25 pkt)

Roéznice w wyzwalanych przez kokaine stezeniach glutaminianu pomiedzy
jej aktywnym i biernym przyjmowaniem sprawiajg, ze neurony wystawione sg na
odmienne stezenia tego neuroprzekaznika. Bierne, wielokrotne podanie kokainy
powoduje zmniejszenie uwalniania glutaminianu do przestrzeni synaptycznej w
kolejnych sesjach. W czasie sesji samopodawania kokainy dochodzi do jego
zwiekszonego uwalniania (Suto i wsp., 2010)[30]. Narazenie neuronéw na wysokie
stezenia glutaminianu powoduje silng aktywacje receptoréw glutaminergicznych
jonotropowych NMDA i AMPA, a co za tym idzie nasila mitochondrialny wychwyt
jonéw Ca2+ (Rego i Oliveira, 2003)[31]. Taki wptyw moze nasila¢ produkcje
reaktywnych form tlenu oraz peroksydacje lipidéw. Z drugiej strony nasilone

uwalnianie dopaminy i hamowanie jej wychwytu zwrotnego rowniez nasila proces
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uszkadzania bton komodrkowych (Dietrich i wsp., 2005; Bashkatova i wsp.,
2006)[32, 33].

Dane literaturowe donoszg o indukujgcym stres oksydacyjny wptywie
ostrego podania kokainy, brak natomiast badan na modelu samopodawania
oceniajgcych nasilenie markerow stresu oksydacyjnego w strukturach mézgowych
oraz narzgdach obwodowych. W badaniach, ktorych wyniki opublikowano w
niniejszej pracy oceniano aktywno$é¢ dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) oraz
poziom malonylodialdehydu (MDA) jako markera peroksydacji lipidéw w
wybranych strukturach moézgowych (hipokamp, grzbietowe prgzkowie oraz kora
czotowa, a takze narzgdach obwodowych (watroba, nerki i serce). Wykorzystano
model dozylnego samopodawania kokainy ze sprzezeniem grup kontrolnych,
analogiczny do przedstawionego w poprzednich pracach.

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw wykazata znaczny wzrost
aktywnosci SOD w grupie zwierzat aktywnie pobierajgcych kokaine przez okres 16
dni (Rysunek 2 prezentowanej pracy P-5), we wszystkich badanych strukturach
mozgowych, z réwnoczesnym spadkiem stezenia MDA. W grupie zwierzat
otrzymujgcych kokaine w sposéb bierny spadek stezenia MDA zaobserwowano
jedynie w grzbietowym prazkowiu (Rysunek 3 prezentowanej pracy P-5).
Zaskakujgcymi byly wyniki wskazujgce na fakt, ze aktywne pobieranie kokainy
wywotuje wieksze uszkodzenia oksydacyjne i bardziej uposledza obrone
antyoksydacyjng niz bierne jej otrzymywanie. Roznice te mogg byc¢ efektem
odmiennego wptywu sposobu podania kokainy na stezenie podstawowe i
indukowane glutaminianu i dopaminy w szczelinie synaptycznej, gdyz wyzsze
poziomy tych neuroprzekaznikéw byly odnotowane w grupie zwierzat
pobierajgcych kokaine w sposob aktywny (Suto i wsp., 2010; Wydra i wsp.,
2013)[30, 25].

Po 10-dniowym treningu odstawienia od samopodawania kokainy nadal
obserwowano istotnie zwiekszong aktywnos¢ SOD w badanych strukturach
mozgowych (Rysunek 6 prezentowanej pracy P-5). Wyniki te korespondujg z
istotnym podwyzszeniem stezenia MDA réwniez we wszystkich badanych
strukturach mézgowych, z wyjatkiem grzbietowego prgzkowia, gdzie stwierdzono
spadek jego poziomu. W strukturze tej obrona antyoksydacyjna wydaje sie nie byc¢
zatamana przez reaktywne formy tlenu. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze w grupie

zwierzat biernie otrzymujgcych kokaine poziom MDA byt takze wyzszy niz u

25|Strona



zwierzat  kontrolnych, jednakze istotne zwiekszenie aktywnosci SOD
zaobserwowano jedynie w hipokampie (Rysunek 7 prezentowanej pracy P-5).
Zmiany takie swiadczy¢C mogg o opornosci niektérych rejonobw mozgu wobec
zwiekszonego stezenia reaktywnych form tlenu indukowanego podaniem kokainy.
Nalezy zaznaczyC, ze pomimo stwierdzonej wzmozonej peroksydacji lipidéw (w
naszej pracy oraz Dietrich i wsp., 2005) [32], zmniejszonego poziomu glutationu i
aktywnosci peroksydazy glutationowej (Muriach i wsp., 2010)[34] nie
zaobserwowano pod wptywem chronicznego podawania kokainy (ip) zmian
apoptotycznych w strukturach moézgowych, natomiast wykazanie czy podanie
dozylne powoduje zmiany neurodegeneracyjne w procesie kaspazo-3-zaleznej
apoptozy wymaga dalszych badan.

Analiza markeréw stresu oksydacyjnego w narzagdach obwodowych
wykazata istotny wzrost aktywnosci SOD w watrobie zwierzat otrzymujgcych
kokaine, bez wzgledu na sposéb podania (aktywny czy bierny), podczas gdy w
fazie odstawienia zmiany takie zaobserwowano tylko w nerkach. Stezenie MDA w
fazie podtrzymania natogu byto istotnie wyzsze w grupie zwierzat aktywnie
pobierajgcych kokaine, zas w fazie odstawienia zarébwno w grupie aktywnej jak i

biernej.

Whnioski: Przedstawione w powyzszej pracy wyniki wskazuja po raz
pierwszy, na zwigzek pomiedzy biomarkerami stresu oksydacyjnego a
zachowaniami motywacyjnymi w celu przyjecia kokainy przez szczury.
Poniewaz stres oksydacyjny odgrywa role w procesach pamieci i uczenia
sie, wydaje sie, ze zaburzenia tych funkcji moga by¢é zwigzane =z
toksycznoscia kokainy, jej wptywem na poziomy neuroprzekaznikow takich
jak dopamina i glutamianian w przestrzeni synaptycznej i okotosynaptycznej

oraz mechanizmami rozwoju uzaleznienia.

3. Omowienie pozostaltych osiagnie¢ naukowo-badawczych

3.1. Aktywnos$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia
doktora

W czasie studiow farmaceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym UJCM

zainteresowatam sie tematykg roli ukfadu nerwowego w rozwoju choréb.
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Rozpoczetam udziat w badaniach nad rolg autonomicznego uktadu nerwowego w
patofizjologii choréb uktadu krgzenia, ktére prowadzone byty w Katedrze
Patofizjologii UJCM pod kierownictwem Prof. dr hab. med. Piotra Thora i we
wspotpracy z klinikami Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Rezultaty tych
badan stanowity p6zniej podstawe mojej pracy magisterskiej pt. ,Wptyw lekow [3-
adrenolitycznych na przyktadzie bisoprololu na aktywno$¢ nerwowego ukfadu
autonomicznego u chorych ze stabilng dtawicg piersiowg”, ktora realizowana byta
w Il Klinice Kardiologii UJCM pod opiekg Dr hab. n. med. Wtadystawy Kolasinskiej-
Kloch.

Dalszg prace naukowg podjetam na studiach doktoranckich na Wydziale
Farmaceutycznym UJCM pod kierownictwem Prof. dr hab. Gabriela Nowaka.
Temat prowadzonych woéwczas w Katedrze Farmakobiologii badan réwniez
oscylowat wokét uktadu nerwowego i jego roli w patomechanizmie chorob.
Skupitam sie na badaniu roli nerwowego uktadu glutaminianergicznego w rozwoju
depresji i mechanizmie dziatania lekdw przeciwdepresyjnych. Badania
prowadzone byty z wykorzystaniem testow i modeli zwierzecych we wspotpracy z
Zaktadem Neurobiologii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie, a ich rezultaty
zostaty opublikowane w impaktowanych czasopismach w pracach D-1 - D-3.
Odkrycie i dostepnosé¢ selektywnych antagonistow metabotropowych receptoréw
glutaminianergicznych grupy | zwigzkéw MPEP i MTEP umozliwito mi podjecie
szczegotowych badan nad rolg receptoréw mGIuR5 w depresji i mechanizmie
dziatania lekéw przeciwdepresyjnych. Wyniki tych eksperymentow staty sie

podstawg mojej rozprawy doktorskiej.
3.2. Aktywnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora mojg prace naukowg kontynuowatam w Katedrze
Toksykologii UJCM, gdzie zostatam zatrudniona na etacie asystenta a po 9
miesigcach moj etat zmieniono na etat adiunkta. Gtéwny temat badawczy, ktéry
podjetam skupia sie rowniez wokot uktadu glutaminianergicznego i jego roli w
powstawaniu zaburzen neuropsychiatrycznych, ze szczegdélnym uwzglednieniem
uzaleznien. Uzyskane przez mnie ze s$rodkdw NCN finansowanie projektu
grantowego pozwolito mi na szeroko zakrojone badania wybranych receptoréw
jono- i metabotropowych w strukturach mdzgowych w kolejnych fazach

uzaleznienia od kokainy. Rezultatem tej pracy sg publikacje, ktére stanowig
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podstawe do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego (P-1 - P-5) oraz dwa
rozdziaty w anglojezycznej publikacji ksigzkowej wydanej przez wydawnictwo
Springer Science + Business Media (M-1 - M-2).

We wspétpracy z Pracownig Farmakologii Uzaleznien Instytutu Farmakologii
PAN w Krakowie podjetam sie realizacji zadan jako wykonawca w projekcie
grantowym NCN, prowadzonym przez Dr Matgorzate Frankowska, a dotyczgcym
roli receptorowych komplekséw heterodimerycznych mGIuR5-D2 w uzaleznieniu
od kokainy i MDMA. Projekt zostat niedawno zakonczony i prace naukowe
opisujgce wyniki tych badan sg obecnie w trakcie recenzji.

Réwnolegle, we wspétpracy z Katedrg Farmakobiologii UJCM oraz Zaktadem
Neurobiologii IF PAN w Krakowie, kontynuowatam badania nad rolg uktadu
glutaminianergicznego w patomechanizmie depresji i mechanizmie dziatania
lekdw przeciwdepresyjnych. Efektem tej pracy sg opublikowane prace (D-4 - D6 i
D9).

Bratam rowniez udziat w wieloosrodkowym miedzynarodowym projekcie
naukowym kierowanym przez Prof. Christiana Mdullera z Katedry Psychiatrii i
Psychoterapii Kliniki Uniwersyteckiej, Uniwersytetu Erlangen w Niemczech
dotyczacym uzaleznienia od alkoholu. Efektem tej pracy jest publikacja
opublikowana w tym roku w czasopismie o wysokim wspoétczynniku oddziatywania
IF=11.36 (D-12).

Bytam takze wykonawcg w projekcie grantowym dotyczgcym roli uktadu
endokanabinoidowego w patogenezie depresji i w mechanizmie dziatania lekow
przeciwdepresyjnych, ktérego kierownikiem byta Prof. dr hab. Matgorzata Filip.
Badania w ktérych wzietam udziat zostaty opublikowane w publikacji D-7.

Ponadto bratam udziat w badaniach prowadzonych przez Zaktad Biochemii
Toksykologicznej UJCM nad neurotoksycznym dziataniem eterow glikolu
etylowego pod kierownictwem Prof. dr hab. Bogustawy Budziszewskiej. Badania te
byty przedmiotem projektu grantowego, a ich wyniki zostaty opublikowane w
impaktowanych czasopismach (D-8 i D-10).

Od 2015 roku podjetam kolejny temat badawczy, rowniez zwigzany z
receptorami uktadu glutaminianergicznego. Dotyczy on wptywu diety matki w
okresie cigzy i karmienia na podatno$¢ na choroby neuropsychiatryczne u
potomstwa. Po wykonaniu wstepnych badan w ubieglym roku uzyskatam

finansowanie dwdch przygotowanych przez mnie projektéw: z Narodowego
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Centrum Nauki projektu pt. ,Wptyw diety wysokottuszczowej i wysokocukrowej

matki na powstawanie zaburzen w budowie receptorow NMDA potomstwa oraz

regulacji ich aktywnosci w kontekscie zaburzen pamieci” oraz ze $srodkéw UJCM

projektu pt. ,Zmiany w poziomie neuropeptydow i ekspresji ich receptorow w

strukturach moézgowych potomstwa matek karmionych dieta wysokottuszczowa i

wysokocukrowa w okresie cigzy”. W obu projektach petnie funkcje kierownika

projektu i najblizszych latach wokot tych tematdéw bedzie skupiata sie moja

aktywnosé naukowo-badawcza.
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