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4.

4.1

Wskazanie osiggniecia wynikajacego 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. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz. U. z 2016 r.
poz. 1311.)

. Tytul osiggniecia naukowego

»Aktywnosé przeciwdepresyjna, przeciwlekowa i prokognitywna nowego antagonisty

receptoréw serotoninowych 5-HT, /5-HT7/5-HT3”

4.2. Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

H1

H2.

. Pytka K, Gawlik K, Pawlica-Gosiewska D, Witalis J, Waszkielewicz A. HBK-14 and

HBK-15 with antidepressant-like and/or memory-enhancing properties increase serotonin
levels in the hippocampus after chronic treatment in mice. Metabolic Brain Disease. 2017,
32:547-556.

(Springer; [Fgp16 = 2,297; MNiSWyg16 = 20 pkt)

Pytka K, Gluch-Lutwin M, Kotanska M, Waszkielewicz A, Kij A, Walczak M. Single
administration of HBK-15-a triple 5-HT 5, 5-HT;, and 5-HT}3 receptor antagonist-reverses
depressive-like behaviors in mouse model of depression induced by corticosterone. Molecular
Neurobiology. 2017 May 26. doi: 10.1007/s12035-017-0605-4.

(Springer; 1Fg016 = 6,190; MNiSWag16 = 40 pkt)



H3. Pytka K, Gtuch-Lutwin M, Kotanska M, Zmudzka E, Jakubczyk M, Waszkielewicz
A, Janiszewska P, Walczak M. HBK-15 protects mice from stress-induced behavioral
disturbances and changes in corticosterone, BDNF, and NGF levels. Behavioural Brain
Research. 2017, 333:54-66.

(Elsevier; [Fa016 = 3,002; MNiSWyq16 = 30 pkt)

H4. Pytka K, Socata K, Rapacz A, Nieoczym D, Pier6g M, Grybos A, Siwek A, Waszkielewicz
A, Wlaz P. HBK-14 and HBK-15, triple 5-HT 4, 5-HT; and 5-HT5 antagonists with potent
antidepressant- and anxiolytic-like properties, increase seizure threshold in various seizure
tests in mice. Progress in Neuro-Psychopharmacology € Biological Psychiatry. 2017, 79:378-
385.

(Elsevier; IFa016 = 4,187; MNiSWyg16 = 35 pkt)

H5. Pytka K, Ghuch-Lutwin M, Knutelska J, Jakubczyk M, Waszkielewicz A, Kotanska M.
HBK-14 and HBK-15 do not influence blood pressure, lipid profile, glucose level, or liver
enzymes activity after chronic treatment in rats. PLoS One. 2016, 11:¢0165495.

(PLoS One; IF9016 = 2,806; MNiSWyp16 = 35 pkt)

Sumaryczny wspoétczynnik oddziatywania impact factor publikacji stanowiacych podstawe

habilitacji wynosi IF = 18,482, co odpowiada punktacji MNiSW = 160.

We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym, a moj

$redni procentowy udzial w prezentowanych publikacjach wynosi 72%.



4.3. Prezentacja wynikéw stanowigcych podstawe habilitacji

4.3.1. Wprowadzenie

Zaburzenia depresyjne dotykaja miliony ludzi na catym $wiecie. Wedtug danych Swiatowej
Organizacji Zdrowia na depresje choruje obecnie ponad 300 milionéw oséb [1]. Niestety, okoto 30%
pacjentéw nie odpowiada na dostepna farmakoterapie [2]. Ponadto ogromnym problemem jest
opdznione dziatanie lekow przeciwdepresyjnych. Zauwazalne efekty kliniczne pojawiaja sie dopiero
po kilku tygodniach stosowania leku. Opéznione dziatanie najczesciej ttumaczy sie koniecznoscia
zajécia zmian adaptacyjnych w obrebie mechanizméw neuronalnych w osrodkowym uktadnie
nerwowym (szczegbtowo oméwione przez Harmer et al. [3]). Fenomenem, jesli chodzi o szybkosé
pojawienia sie efektu przeciwdepresyjnego, jest ketamina, lek stosowany w anestezjologii, ktorej
efekty kliniczne mozna zaobserwowac juz po kilku godzinach od podania [4]. Doktadny mechanizm
dziatania leku nie jest do konica poznany. Wiadomo natomiast, ze w przeciwienstwie do lekow
przeciwdepresyjnych, ketamina powoduje m.in. szybki wzrost poziomu neurotroficznego czynnika
pochodzenia mézgowego (BDNF) [5]. Co wiecej, BDNF ma kluczowe znaczenie w mechanizmie
dziatania leku. Wykazano bowiem, ze u myszy genetycznie pozbawionych BDNF nie obserwuje
sie szybkiego efektu przeciwdepresyjnego ketaminy [5]. Niestety, z powodu duzego ryzyka
wystapienia halucynacji, stanéw splatania, pobudzenia czy irracjonalnych zachowan, mozliwosci
zastosowania ketaminy w leczeniu zaburzen depresyjnych sg bardzo ograniczone. Istotne jest wiec
poszukiwanie nowych zwiazkow, ktére beda charakteryzowaly sie réwnie szybkim dziataniem,

lecz beda pozbawione dziatan niepozadanych.

Kolejnym problemem zwigzanym z terapia zaburzen depresyjnych jest niewatpliwie ich
wspotwystepowanie z innymi chorobami, w tym szczegdlnie z zaburzeniami lekowymi [6]. Badania
wskazuja, ze lek nalezy do objawdéw, ktére najczesciej towarzysza depresji [7]. Wspotwystepowanie
zaburzen lekowych wiaze sie m.in. z nasileniem poczucia winy czy niskiego poczucia wlasnej
wartosci chorego, co zwigksza ryzyko przerwania leczenia i podjecia proby samobéjczej [8, 9].
Ponadto wiele badan sugeruje, ze wystepowanie zaburzen lgkowych u chorujacych na depresje jest
jedna z przyczyn opornosci na leczenie [10]. Biorac to pod uwage, cecha pozadana w przypadku

zwigzkéw o dziataniu przeciwdepresyjnym, jest dodatkowe dziatanie przeciwlekowe.



Poza dobrze zdefiniowanymi objawami depresyjnymi oraz zaburzeniami lekowymi, u cho-
rych diagnozowane sa deficyty poznawcze [11]. Badania kliniczne udowodnity, ze stopien uposle-
dzenia funkcji poznawczych ma bezposredni zwiazek z wiekiem (u starszych oséb zaburzenia
sa nasilone) oraz stopniem zaawansowania depresji [12]. U chorych po pierwszym epizodzie
depresyjnym najczesciej pojawiaty zaburzenia sprawnosci psychomotorycznej, uwagi, uczenia
sie, pamieci wzrokowej oraz funkcji wykonawczych [13]. U pacjentéw w fazie remisji nastepowata
pewna poprawa, szczegblnie w zadaniach wymagajacych uwagi, lecz nie osiggali oni poziomu
sprawnosci zdrowych oséb kontrolnych [13]. Wyniki badan wykorzystujacych metody neuroobra-
zowania, jednoznacznie wskazuja, ze wraz ze wzrostem ilosci epizodow depresyjnych oraz czasem
trwania choroby, pogtebia sie atrofia hipokampa, ktory petni niezwykle istotng role w procesach
poznawczych [14]. Co ciekawe, pomimo pewnej poprawy w zakresie elastycznosci poznawczej,
stosowanie lekow przeciwdepresyjnych wigzato sie z pogorszeniem uczenia werbalnego oraz pa-
mieci [15]. Warto zauwazy¢, ze sposrod obecnie dostepnych lekéw, jedynie wortioksetyna posiada
umiarkowane dzialanie prokognitywne [16]. Ponadto istotny jest réwniez problem zaburzen
nastroju wystepujacych we wezesnym stadium demencji (70 — 90% chorych) [17]. Depresja poja-
wia sie najczedciej w zespotach otepiennych o nieznacznym nasileniu (20 — 40%) i manifestuje
sie drazliwoscia, labilnoscia emocjonalng lub dysforia [18]. W zwiazku z tym istnieje ogromna
potrzeba znalezienia nowych lekow, ktore mogltyby odwrocié deficyty poznawcze u chorych na

depresje, a takze leczy¢ zaburzenia depresyjne towarzyszace demencji.

Zaburzenia depresyjne moga wystepowac¢ samodzielnie, ale takze pojawiac si¢ w przebiegu
innych schorzen osrodkowego uktadu nerwowego. Badania udowodnity, ze depresja jest najczest-
szym zaburzeniem psychicznym rozpoznawanym u pacjentow z padaczka [19]. Wykazano, ze
okoto 30% pacjentéw cierpiacych na epilepsje w trakcie swojego zycia zachoruje na depresje [20].
Niestety, wickszos¢ obecnie stosowanych lekow przeciwdepresyjnych obniza prog drgawkowy, co
istotnie zwieksza ryzyko wystapienia napadéw padaczkowych [21]. Mechanizm tego zjawiska
nie jest jasny, lecz moze mie¢ pewien zwiazek z modulacja transmisji serotoninergicznej [22].
Wspotwystepowanie padaczki z zaburzeniami depresyjnymi, stawia zatem dodatkowe wyma-
gania potencjalnym lekom. Istotne jest wiec szukanie nowych substancji o wtasciwosciach

przeciwdepresyjnych, ktore jednoczesnie nie beda wykazywaty dziatania prodrgawkowego.



Jak wspomniano wyzej, mechanizm dziatania lekow przeciwdepresyjnych nie zostat
do konca poznany. Mimo ze wiele ukltadéw neuroprzekaznikowych bierze udzial w efekcie
przeciwdepresyjnym [23-25], zdecydowana wiekszo$¢ dostepnych lekéw wchodzi w interakeje
z uktadem serotonergicznym. W zwigzku z tym receptory serotoninowe stanowia interesujacy
punkt uchwytu dla potencjalnych lekéw przeciwdepresyjnych. Udowodniono, ze z wyjatkiem
podtypu 5-HTj5, ktorego rola w zaburzeniach nastroju nie jest jeszcze okreslona, wiekszosé

receptoréw dla serotoniny bierze udzial w dziataniu przeciwdepresyjnym [24].

7 uwagi na lokalizacje i funkcje regulacyjne receptory 5-HT1a odgrywaja kluczowa role
w zaburzeniach nastroju. Aktywacja presynaptycznych autoreceptorow 5-HT 5, w jadrze szwu
(gdzie zlokalizowane sa ciata neuronéw serotoninowych), powoduje zahamowanie transmisji
serotoninergicznej. Z kolei pobudzenie receptorow postsynaptycznych zlokalizowanych w limbicz-
nych i korowych czesciach mozgu, reguluje uwalnianie innych neuroprzekaznikéow (np. kwasu
~-aminomastowego lub L-glutaminowego) [26, 27]. Badania post mortem wykazalty wzrost licz-
by autoreceptoréw 5-HT;5 w srédmodzgowiu samobdjecow [28]. Podobnie, myszy pozbawione
funkcjonalnego receptora 5-HT; 5 wykazywaly krotszy (w poréwnaniu z grupa kontrolna) czas
bezruchu w tescie wymuszonego pltywania oraz tescie zawieszania za ogon [29, 30], czyli efekt jaki
powoduje podanie lekow przeciwdepresyjnych. Co ciekawe, Richardson-Jones i wspotpracownicy
wykazali, ze zmniejszenie poziomu autoreceptora 5-HT;5 u myszy przed podaniem selektywnych
inhibitorow wychwytu zwrotnego serotoniny moze przyspieszy¢ i zwiekszy¢ efektywnosé terapii

przeciwdepresyjnej [31].

Podobne wnioski, lecz dotyczace receptorow 5-HT7, wyciagneli Mnie-Filali i wspotpracow-
nicy. Naukowcy wykazali, ze podawanie SB-269970 (selektywnego antagonisty receptora 5-HT7)
przez zaledwie 1 tydzien, powodowalto zmiany behawioralne, elektrofizjologiczne i neuroanato-
miczne, ktére zwykle wystepuja po dlugotrwatym leczeniu selektywnymi inhibitorami wychwytu
zwrotnego serotoniny [32]. Badacze wysnuli wiec wniosek, ze antagonisci receptora 5-HT7 moga
reprezentowa¢ nowa klase lekow przeciwdepresyjnych o szybszym dziataniu terapeutycznym.
Potencjal przeciwdepresyjny antagonistow receptora 5-HT7 potwierdzaja rowniez inne badania
in vivo [33, 34]. Wesotowska i wspétpracownicy zademonstrowali aktywnosé przeciwdepresyjna

zwiazku SB-269970 po podaniu jednorazowym w testach u myszy i szczuréw [35, 36]. Zasad-
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Rys. 1: Wzér chemiczny zwigzku HBK-15.

no$¢ prowadzenia badan nad zastosowaniem antagonistow receptora 5-HT7 w terapii zaburzen
depresyjnych potwierdzaja takze eksperymenty na myszach transgenicznych. Badania zade-
monstrowaty bowiem, ze myszy genetycznie pozbawione receptora 5-HT7, wykazywaty istotnie
krotszy czas bezruchu w tedcie wymuszonego ptywania w poréwnaniu do grupy kontrolnej, czyli

efekt podobny do podania lekéw przeciwdepresyjnych [37].

Zwiekszenie szybkosci pojawienia sie odpowiedzi przeciwdepresyjnej moze by¢ réwniez
mozliwe poprzez zablokowanie receptoréw 5-HT3 (szczegétowo oméwione przez Gupta et al. [38]).
Receptor 5-HT3 rozni si¢ strukturalnie i funkcjonalnie od innych receptoréw serotoninowych.
Pobudzenie tego bramkowanego ligandem kanatu jonowego, wywoluje szybka depolaryzacje
komoérek w wyniku naptywu jonéw sodu i wapnia. Eksperymenty przedkliniczne sugeruja, ze
blokada receptoréw 5-HT3 moze leze¢ u podstaw wystepowania szybszego efektu przeciwde-
presyjnego po podaniu wortioksetyny [39]. Badacze jednoznacznie stwierdzili, ze antagonizm
wzgledem receptora 5-HT3 ma istotne znaczenie dla dziatania przeciwdepresyjnego tego le-
ku [39, 40]. Podobne wyniki uzyskali Eisensamer i wspétpracownicy, ktorzy zademonstrowali,
ze rozne klasy lekow przeciwdepresyjnych dziataja jako funkcjonalni antagonisci ludzkiego
receptora 5-HTj [41]. Co wigcej, liczne badania in vivo potwierdzaja aktywnosé potencjalnie

przeciwdepresyjna antagonistéow tego receptora [42-46].

Efektem poszukiwan nowych ligandéw receptoréw serotoninowych o potencjale przeciw-
depresyjnym w grupie aroksyalkilowych pochodnych (2-metoksyfenylo)piperazyny, byto wyselek-
cjonowanie zwiazku HBK-15 (chlorowodorek 1-{2-[2-(2-chloro-6-metylofenoksy)etoksy|etylo}-4-
(2-metoksyfenylo)-piperazyny, Rys. 1) [47]. Badania radioreceptorowe wykazaly, ze zwiazek ten

posiada istotne powinowactwo do receptoréw serotoninowych 5-HTa, 5-HT5p oraz 5-HT7, a
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Rys. 2: Powinowactwo zwigzku HBK-15 do receptoréw serotoninowych, dopaminowych, adre-
nergicznych oraz transportera dla serotoniny (SERT).

takze adrenergicznych oy i dopaminowych Dy (Rys. 2) [47, 48]. Przeprowadzone w kolejnym
etapie analizy funkcjonalne, wykonane w oparciu o pomiar wewnatrzkomorkowego poziomu
wapnia zademonstrowaly, ze HBK-15 jest antagonista receptoréw 5-HTis oraz 5-HT; [48].
W przesiewowych testach in vivo wykonanych na myszach i szczurach, zwigzek po podaniu
jednorazowym wykazal istotne dziatanie przeciwdepresyjne oraz przeciwlekowe [47, 48]. HBK-15
podany w dawkach przeciwdepresyjnych i przeciwlekowych nie wywotywal sedacji u zwierzat [47].
Dalsze prace nad zwiazkiem wykazaty, ze mimo wlasciwosci ap-adrenolitycznych HBK-15 podany
jednorazowo w dawkach przeciwdepresyjnych, nie obnizal ci$nienia krwi u szczuréw [49]. Warto
podkresli¢, ze podanie zwigzku nie wptywalo réwniez negatywnie na prace serca szczuréw [49].
Co ciekawe, HBK-15 zapobiegal wystapieniu arytmii indukowanej przez adrenaline [49], co moze

mieé¢ znaczenie w przypadku zaburzen rytmu serca na tle lekowym.



4.3.2. Cel pracy

Istnieje ogromna potrzeba znalezienia szybkodziatajacych lekow przeciwdepresyjnych,
ktore moglyby by¢ stosowane w terapii zaburzen nastroju u réznych grup pacjentow. Biorac
zatem pod uwage obiecujgce wyniki wstepnych eksperymentow farmakologicznych nad HBK-15,
celem badan ktorych wynikiem jest osiagniecie naukowe, bedace przedmiotem przedtozonego

wniosku, byto:

e Potwierdzenie wtasciwosci antagonistycznych zwigzku HBK-15 wobec receptoréw serotoni-
nowych 5-HT'; s, wykorzystujac metode badania aktywnosci wewnetrznej oparta o pomiar
poziomu cAMP, a takze oznaczenie aktywnos$ci wewnetrznej wzgledem receptoréw dopa-
minowych Dy oraz serotoninowych 5-HTy5 w oparciu o pomiar wewnatrzkomoérkowego

poziomu wapnia.

e Oznaczenie wplywu na receptory serotoninowe 5-HT3, muskarynowe oraz histaminowe Hy

przy uzyciu modelu izolowanego jelita $winki morskiej.

e Zbadanie aktywnosci przeciwdepresyjnej zwiazku HBK-15 po podaniu przewlektym, wy-
korzystujac test wymuszonego pltywania u myszy, a takze ocena jego wptywu na poziom

serotoniny w hipokampie.

e Oznaczenie wptywu badanego zwiazku na funkcje poznawcze myszy w tescie biernego
unikania, a takze ocene zdolnosci odwracania deficytéw pamieci powodowanych przez

skopolamine.

e Zbadanie aktywnosci przeciwdepresyjnej oraz przeciwlgkowej zwigzku HBK-15 w mysim
modelu depresji indukowanej podaniem kortykosteronu, zaréwno po podaniu jednokrotnym,

jak i przewlektym.
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Potwierdzenie aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej zwiazku HBK-15 w modelu

nieprzewidywalnego, chronicznego tagodnego stresu u myszy po podaniu przewlektym.

Oznaczenie wpltywu wielokrotnej i pojedynczej iniekcji zwiazku na poziom neurotrofin,
BDNF oraz czynnika wzrostu nerwéw (NGF), w hipokampie i korze przedczotowej w mysich

modelach depres;ji.

Ocena aktywnodci przeciwpsychotycznej HBK-15 w testach odwracania hiperlokomocji
wywolywanej podaniem amfetaminy i dizocylpiny oraz tendencji zwigzku do wywotywania

katalepsji u myszy.

Zbadanie wpltywu HBK-15 na prog drgawkowy w testach maksymalnego wstrzasu elek-
trycznego, drgawek wywotanych dozylnym podaniem pentylenetetrazolu i drgawek psy-
chomotorycznych wywotywanych pradem o czestotliwo$ci 6 Hz u myszy oraz okreslenie

powinowactwa do bramkowanych ligandem neuronalnych kanatéw sodowych (miejsce 2).

Wstepna ocene bezpieczenstwa, oznaczajac wpltyw przewlektego podania zwigzku HBK-15
na cisnienie tetnicze krwi, profil lipidowy, poziom glukozy oraz aktywno$¢ enzymow
watrobowych u szczuréw, a takze oznaczenie cytotoksycznosci zwiazku przy uzyciu linii

komorkowej ludzkiej hepatomy HepG2 i jego dziatania antyoksydacyjnego.

Wstepna ocena profilu farmakokinetycznego HBK-15.

11



4.3.3. Wyniki badan i dyskusja

H1. Pytka K, Gawlik K, Pawlica-Gosiewska D, Witalis J, Waszkielewicz A. HBK-14 and
HBK-15 with antidepressant-like and/or memory-enhancing properties increase serotonin
levels in the hippocampus after chronic treatment in mice. Metabolic Brain Disease. 2017,
32:547-556.

(Springer; [Fop16 = 2,297; MNiSWyg16 = 20 pkt)

Aktywnosé przeciwdepresyjna zwigzku HBK-15 do tej pory oceniana byla jedynie po
podaniu jednorazowym [47, 48]. Czesto zdarza sie, ze po wielokrotnej iniekcji dziatanie prze-
ciwdepresyjne zanika lub wrecz przeciwne, efekt pojawia sie w dawce nizszej, niz po podaniu
jednorazowym [50, 51]. Majac to na uwadze, w niniejszej pracy zbadano aktywnosé przeciwde-
presyjna zwigzku HBK-15 po podaniu przewlekltym. Zaréwno zwiazek badany jak i referencyjny
(fluoksetyna) podawane byly myszom dootrzewnowo przez 21 dni. Dawki zostaly dobrane na
podstawie wezesniej przeprowadzonych eksperymentéw [48]. 24 godziny po ostatniej iniekcji
zwiazku HBK-15 lub fluoksetyny, aktywnosé¢ przeciwdepresyjna zostata oceniona przy uzyciu
testu wymuszonego ptywania. Zaobserwowano, ze podobnie do fluoksetyny, HBK-15 utrzymy-
wal swoje dzialanie po wielokrotnej iniekcji. Co wigcej, przy podaniu przewlektym zwiazek
wykazywal aktywnosé w dawce dwukrotnie nizszej (0,625 mg/kg), niz najnizsza dawka przeciw-
depresyjna po podaniu jednorazowym (1,25 mg/kg) [48]. HBK-15 nie wptywal na aktywnosé
lokomotoryczng myszy, co potwierdzito specyficzno$¢ uzyskanych wynikéw. Warto podkredli¢, ze
w tescie wymuszonego ptywania HBK-15 istotnie wydtuzal czas ptywania myszy, nie wptywajac
przy tym na czas wspinania. Leki przeciwdepresyjne, ktérych dziatanie opiera sie na interakeji
z ukladem serotoninergicznym istotnie wydtuzaja czas ptywania gryzoni [52]. Wynik ten sugeruje

zatem udzial komponenty serotoninergicznej w mechanizmie dziatania badanego zwigzku.

Biorac pod uwage rezultaty powyzszego eksperymentu, w kolejnym etapie zbadany zostat
wplyw zwiazku na poziom serotoniny w hipokampie. Hipokamp jest struktura istotng z punktu
widzenia zaburzen nastroju i proceséw poznawczych [14]. Serotonina z kolei pelni istotna role
w regulacji jego funkeji (szczegdtowo oméwione przez Dale et al. [53]). Przeprowadzone w ramach

niniejszej pracy eksperymenty ex vivo z wykorzystaniem testéw immunoenzymatycznych (ELISA)
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wykazaly, ze wielokrotne (lecz nie pojedyncze) podanie HBK-15 w dawkach wywotujacych
efekt przeciwdepresyjny, istotnie podnosito poziom serotoniny w hipokampie. Warto zauwazy¢,
ze wiele dostepnych lekéw przeciwdepresyjnych podnosi poziom serotoniny w tej strukturze
moézgowej [53]. Uzyskane wyniki dodatkowo wspieraja hipoteze, ze HBK-15 moze mie¢ potencjat

przeciwdepresyjny.

Zaburzenia funkcji poznawczych bardzo czesto wystepuja u pacjentoéw chorujacych na
depresje [11]. Z wyjatkiem wortioksetyny, ktéra posiada umiarkowane dziatanie prokognitywne,
wiekszo$¢ obecnie stosowanych lekow przeciwdepresyjnych nie wpltywa lub wrecz uposledza
funkcje poznawcze [16]. Niejednokrotnie uposledzenie funkeji poznawczych zwiazane jest z wha-
Sciwosciami cholinolitycznymi leku (np. trojpierscieniowe leki przeciwdepresyjne). Biorac to
pod uwage, w pierwszej kolejnosci oceniono wpltyw zwigzku HBK-15 na receptory muskarynowe.
Eksperymenty przy uzyciu modelu izolowanego jelita $winki morskiej, nie wykazaly istotnej

aktywnosci cholinolitycznej badanego zwiazku (pKg = 6,01).

W nastepnym etapie, aby wykluczy¢ negatywny wplyw zwigzku HBK-15 na funkcje
poznawcze, oceniono jego aktywnos$¢ w tedcie biernego unikania u myszy. Test ten oparty jest
na nabywaniu, przechowywaniu i utrzymaniu przez zwierze awersyjnego warunkowania Paw-
towowskiego (bodziec bélowy). Reakcja biernego unikania angazuje procesy pamieci krétko-
i dtugotrwalej oraz jest powiazana z uwaga, percepcja i integracja sensomotoryczng [54]. Zatem
informacja czy zwigzek uposledza ten ztozony proces, jest niezwykle istotna w przypadku
kandydatéw na leki. Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy eksperymenty zademonstrowaty,
ze jednorazowe, dootrzewnowe podanie zwiazku HBK-15 w dawce 0,625 mg/kg wydluzato
o ok. 67% czas wejScia myszy do ciemnego pomieszczenia. Podanie pozostalych dawek (tj.
0,3 i 1,25 mg/kg) nie wplywalo istotnie na funkcje poznawcze myszy. Wynik ten sugeruje, ze
HBK-15 posiada wlasciwosci usprawniajace procesy pamieciowe w waskim zakresie dawek. Co
wiecej, podanie zwigzku w dawce 0,625 mg/kg odwracato takze zaburzenia pamieci powodowane
przez skopolamine (cholinolityk). Obserwowany efekt jest prawdopodobnie zwiazany wtasci-
wosciami antagonistycznymi zwigzku HBK-15 wzgledem receptoréw 5-HTi5. Udowodniono
bowiem, ze blokada receptorow 5-HT; 5 moze zwieksza¢ uwalnianie acetylocholiny i glutaminianu

w hipokampie, co w konsekwencji prowadzi do poprawienia funkcji poznawczych [55].
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Podsumowujac, zaprezentowane w pracy H1 badania wykazaty, ze HBK-15 utrzymy-
wal swoje dziatanie przeciwdepresyjne po podaniu przewlekltym, a efekt ten sko-
relowany byl ze wzrostem poziomu serotoniny w hipokampie. Co istotne, HBK-15

poprawial takze pamie¢ u myszy i nie posiadal istotnych wtasciwosci cholinolitycznych.

H2. Pytka K, Gluch-Lutwin M, Kotanska M, Waszkielewicz A, Kij A, Walczak M. Single
administration of HBK-15-a triple 5-HT 5, 5-HT, and 5-HT3 receptor antagonist-reverses
depressive-like behaviors in mouse model of depression induced by corticosterone. Molecular
Neurobiology. 2017 May 26. doi: 10.1007/s12035-017-0605-4.

(Springer; 1Fg016 = 6,190; MNiSWyg16 = 40 pkt)

Aktywnos¢ zwigzku HBK-15 byta do tej pory oceniana w testach, lecz nie w modelach
depresji. Nalezy zaznaczy¢, ze istnieje réznica miedzy testem a modelem depresji. W testach
behawioralnych manipulacje warunkami srodowiskowymi zmieniajg zachowanie zwierzat, ktore to
z kolei modulowane jest przez leki przeciwdepresyjne. W odroznieniu od testéw, modele depresji
préobuja nasladowaé zmiany (nie tylko behawioralne, ale rowniez neurochemiczne) obserwowane
u 0sOb chorujacych na depresje, przez co efekty farmakologiczne mozna zaobserwowaé¢ dla
zwiazkow z rzeczywistym potencjatem przeciwdepresyjnym. Biorac to pod uwage, dziatanie prze-
ciwdepresyjne zwiazku HBK-15 ocenione zostato w modelu depresji indukowanej przewlektym
podaniem kortykosteronu. Model depresji indukowanej podaniem kortykosteronu jest szeroko
stosowanym modelem w badaniach przedklinicznych [56]. Wykazano, ze wielokrotne podanie
tego glikokortykosteroidu powoduje zmiany w zachowaniu zwierzat (np. zmniejszenie spozycia
roztworu sacharozy lub wydluzenie czasu bezruchu w tescie wymuszonego pltywania [57]),
ktorym towarzysza m.in. zaburzenia neurogenezy i zmniejszenie si¢ wydzielania czynnikow

neurotropowych [58, 59].

W pierwszym etapie badan opisanych w niniejszej pracy, zaréwno kortykosteron jak
i badany zwiazek podawane byty codziennie przez 3 tygodnie, a testy behawioralne wykonane
po uplywie przynajmniej 24 h od ostatniej iniekcji. Jako testy oceniajace aktywnos$é¢ potencjal-
nie przeciwdepresyjng uzyto testow wymuszonego ptywania i preferencji sacharozy. Dziatanie

przeciwlekowe oceniono wykorzystujac test uniesionego labiryntu krzyzowego. Aktywnos¢ prze-
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ciwdepresyjna oraz przeciwlekowa zweryfikowano oznaczajac wpltyw zwiazku na ruchliwosé
lokomotoryczna zwierzat. HBK-15 podawany byt dootrzewnowo w dwdch dawkach (0,625 oraz
1,25 mg/kg), wybranych na podstawie wynikow opisanych w pracy H1. Po zakonczeniu wszyst-
kich eksperymentow wyizolowano hipokampy, w ktérych oznaczono poziom BDNF i NGF.
Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze myszy, ktérym podawany byt HBK-15 w dawce
1,25 mg/kg (lecz nie 0,625 mg/kg), nie wykazywaly zachowan depresyjnych (tj. zmniejszone;
preferencji wzgledem roztworu sacharozy czy wydhizonego czasu bezruchu w tescie wymuszonego
ptywania). Ponadto badany zwiazek zapobiegal obnizeniu poziomu BDNF oraz NGF w hipo-

kampie, co jest jednym z efektow obserwowanych po podaniu lekéw przeciwdepresyjnych [60].

Biorac pod uwage wyniki eksperymentu przewlektego, w kolejnym etapie oceniona zostalta
aktywnos¢ zwigzku po podaniu jednokrotnym. Podobnie jak poprzednio, kortykosteron podawa-
ny byt codziennie przez 3 tygodnie, natomiast HBK-15 jednorazowo 24 h po ostatniej iniekcji
kortykosteronu. Do badania wybrano dawke aktywna po podaniu przewlektym tj. 1,25 mg/kg.
Jako test oceniajacy aktywnos$¢ przeciwdepresyjna uzyto testu wymuszonego ptywania, a wyniki
zweryfikowano oceniajac wplyw zwiazku na ruchliwo$é¢ lokomotoryczna myszy. Przeprowadzony
eksperyment wykazal, ze jednorazowe podanie HBK-15 skracato, wydtuzony przez podanie
kortykosteronu, czas bezruchu myszy do poziomu grupy kontrolnej. Co ciekawe, jednorazowe
podanie HBK-15 regulowato takze obnizony poziom BDNF (do poziomu oznaczonego u myszy
kontrolnych, nie otrzymujacych kortykosteronu). Podobne efekty powodowato podanie ketami-
ny, lecz nie fluoksetyny. Wyniki przeprowadzonego eksperymentu sg bardzo obiecujace, gdyz
zaden z obecnie dostepnych lekéw przeciwdepresyjnych nie wykazuje aktywnosci po podaniu

jednorazowym.

Kolejnym etapem badan byto poszerzenie charakterystyki receptorowej zwigzku HBK-15.
W tym celu oznaczony zostal jego wptyw na receptory serotoninowe 5-HT3, wykorzystujac model
izolowanego jelita swinki morskiej. Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw jednoznacznie
wskazaly, ze HBK-15 jest silnym (poréwnywalnym do ondansetronu) niekompetycyjnym antago-
nista tego receptora (pKg = 7,36). Antagonisci receptoréow 5-HT5 wykazuja istotne dziatanie
przeciwdepresyjne u gryzoni [38]. Wydaje sie zatem wysoce prawdopodobne, ze blokowanie tych

receptoréw ma istotne znaczenie w mechanizmie dziatania zwigzku HBK-15.
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Ostatnim etapem badan prezentowanych w niniejszej pracy, byta ocena profilu farmako-
kinetycznego zwiazku HBK-15, podanego w dawce aktywnej w modelu depresji (1,25 mg/kg).
Wiyniki badan wykazaty, ze HBK-15 wchtaniat sie szybko, przy czym najwyzsze stezenie w mozgu
osiggal po 5 min od podania dootrzewnowego, co jest efektem korzystnym. Zwiazek charakteryzo-
wal si¢ okresem poéttrwania to 5 = 83,5 min (podanie dootrzewnowe), duzg objetoscia dystrybucji
oraz biodostepnoscig réwng 54%. Zaréwno po podaniu dootrzewnowym, jak i dozylnym zwiazek

HBK-15 dobrze przenikal przez bariere krew-mozg.

Podsumowujac, zaprezentowane w pracy H2 badania zademonstrowaty, ze HBK-15
wykazywal dzialanie przeciwdepresyjne juz po jednorazowym podaniu w modelu
depresji indukowanej podaniem kortykosteronu u myszy. W tym samym modelu aktyw-
nos¢ przeciwdepresyjna oraz przeciwlekowa obserwowana byta takze po podaniu przewlekltym.
Badania przy uzyciu modelu izolowanego jelita swinki morskiej wykazaty, ze HBK-15 jest
silnym antagonista receptoréw 5-HTj3. Badany zwiazek w dawce 1,25 mg/kg wchla-
nial sie szybko, dobrze przenikal przez bariere krew-mozg oraz charakteryzowat sie

stosunkowo wysoka biodostepnoscia.

H3. Pytka K, Gtuch-Lutwin M, Kotanska M, Zmudzka E, Jakubczyk M, Waszkielewicz
A, Janiszewska P, Walczak M. HBK-15 protects mice from stress-induced behavioral
disturbances and changes in corticosterone, BDNF, and NGF levels. Behavioural Brain
Research. 2017, 333:54-66.

(Elsevier; IFy016 = 3,002; MNiSWyg16 = 30 pkt)

Aby potwierdzi¢ potencjat przeciwdepresyjny zwiazku HBK-15, w ramach kolejnej pracy
oznaczona zostata jego aktywnosé przeciwdepresyjna w modelu nieprzewidywalnego chronicznego
tagodnego stresu u myszy. Uwaza si¢, ze model ten jest jednym z najdoskonalszych modeli
depresji tj. najlepiej obrazuje zmiany obserwowane u chorych na depresje [61]. Podobnie do
modelu depresji indukowanej podaniem kortykosteronu, nieprzewidywalny, chroniczny tagodny

stres powoduje negatywne zmiany w zachowaniu zwierzat oraz zaburzenia neurochemiczne [62].

Opisana w niniejszej pracy procedura nieprzewidywalnego, tagodnego chronicznego

stresu trwata 4 tygodnie. HBK-15 podawany byt myszom raz dziennie w dawkach 1,25 lub
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2,5 mg/kg, ktére zostaly wybranie na podstawie wynikéw otrzymanych w pracy H2. Jako
testy oceniajace aktywnosé¢ przeciwdepresyjng uzyte zostaly testy wymuszonego ptywania oraz
spozycia sacharozy. Eksperymenty wykazaly, ze w przeciwienstwie do myszy stresowanych,
ktore otrzymywaty sl fizjologiczng, u myszy ktérym podano HBK-15 w dawce 2,5 mg/kg
(lecz nie 1,25 mg/kg) nie zaobserwowano zmniejszonego spozycia roztworu sacharozy oraz
wydtuzonego czasu bezruchu. Podobne wyniki otrzymano dla zwigzku odniesienia - fluoksetyny.
Podanie HBK-15 chronito takze stresowane myszy przed obnizeniem poziomu neurotrofin
BDNF oraz NGF zaréwno w hipokampie, jak i w korze przedczotowej. Dodatkowo badany
zwiazek zapobiegatl wzrostowi poziomu kortykosteronu we krwi oraz zwigkszeniu wzglednej masy
nadnerczy. Wyniki te jednoznacznie wskazuja, ze HBK-15 chronit zwierzeta przed negatywnymi

skutkami nieprzewidywalnego, chronicznego tagodnego stresu.

Jak wspomniano w punkcie 4.1.3, w poprzednich badaniach aktywnosci wewnetrznej
stwierdzono wtlasciwosci antagonistyczne zwiazku wobec receptora 5-HT s stosujac metode
oparta o pomiar wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia [48]. Opisane w niniejszej pracy analizy
funkcjonalne, wykonane w oparciu o pomiar poziomu cAMP, potwierdzity, ze badany zwiazek jest
antagonista tego receptora. Wtlasciwosci antagonistyczne zwiazku HBK-15 wzgledem receptora
5-HT;s zostaly zatem potwierdzone w dwdch niezaleznych metodach oceniajacych poziom
wtornych przekaznikow, ktore biorg udziat w procesie transdukcji sygnatu. Ponadto w pracy
H3 zademonstrowano, ze HBK-15 posiada wlasciwosci antagonistyczne wzgledem receptoréw
dopaminowych Dy (IC50 = 68 nM) oraz bardzo stabe, pomijalne, w stosunku do receptoréow

5—HT2A (1050 = 4450 DM)

Antagonisci receptoréw Dy mogg wykazywaé aktywnosé przeciwpsychotyczng, ale tez
powodowaé¢ dziatania niepozadane, takie jak katalepsja. W zwigzku z tym ocenie poddano
potencjalne dziatanie przeciwpsychotyczne HBK-15, wykorzystujac dwa powszechnie stosowane
testy u myszy — test odwracania hiperlokomocji wywotywanej podaniem amfetaminy oraz
dizocylpiny (niekompetycyjny antagonista receptoréw NMDA). HBK-15 podany w szerokim
zakresie dawek (1,25 - 20 mg/kg), nie wykazal aktywnosci w powyzszych testach, co sugeruje
brak aktywnosci przeciwpsychotycznej. Podobnie, nie zaobserwowano tendencji zwigzku do

wywolywania katalepsji. W zwiazku z tym mozna przypuszczaé, ze badany zwiazek nie bedzie
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wywolywat zaburzen pozapiramidowych, takich jak dyskinezy.

Ostatnim etapem badan prezentowanych w niniejszej pracy byta ocena profilu farmako-
kinetycznego badanego zwigzku, podanego w dawce aktywnej w powyzszym modelu depres;ji,
tj. 2,5 mg/kg. Wyniki eksperymentéw wykazaly, ze HBK-15 wchlanial sie szybko, przy czym
najwyzsze stezenie w mozgu osiagal po 15 min od podania dootrzewnowego. Zwiazek charak-
teryzowal si¢ okresem poéttrwania tos = 63,7 min (podanie dootrzewnowe), duza objetoscia
dystrybucji i biodostepnoscia réwng 25%. Zaréwno po podaniu dootrzewnowym jak i dozylnym

dobrze przenikal bariere przez krew-mozg.

Warto zwréci¢ uwage na réznice w biodostepnosci pomiedzy dawka 1,25 mg/kg (54%),
opisana w pracy H2, a dawka 2,5 mg/kg (25%). Jest kilka mozliwych przyczyn tego zjawiska.
Zwiazki o charakterze zasadowym, do ktérych nalezy HBK-15, moga ulega¢ zjawisku lizoso-
motropizmu [63]. Tkanki bogate w lizosomy (np. ptuca, watroba, nerki czy $ledziona) tworza
wewnatrzkomorkowy subkompartment o charakterze kwasnym, co stanowi putapke dla lekow
zasadowych i sprzyja ich kumulacji [64]. Zwiazek HBK-15 moze by¢ takze substratem dla
P-glikoproteiny, ktora aktywnie usuwa ksenobiotyki z wnetrza komorek, zapobiegajac ich kumu-
lacji i utrudniajac osigganie miejsc docelowych. Kolejng mozliwoscia jest zjawisko autoinduke;ji,
w efekcie ktorej przyspiesza sie metabolizm zwigzku. Zaobserwowane réznice w biodostepnosci
moga takze wynikaé¢ z kinetyki wysycenia, ktora to z kolei moze wskazywaé¢ na nieliniowos¢

w procesie farmakokinetyki.

Podsumowujac, zaprezentowane w pracy H3 badania wykazaly, ze HBK-15 chronit
myszy przed negatywnym wplywem nieprzewidywalnego, tagodnego chroniczne-
go stresu. Eksperymenty potwierdzily, ze badany zwigzek jest antagonista receptoréow
5-HT; . Pomimo wtasciwosci antagonistycznych wzgledem receptorow Do, zwiazek nie wy-
kazat dziatania potencjalnie przeciwpsychotycznego oraz nie powodowal katalepsji. HBK-15

w dawce 2,5 mg/kg szybko sie wchlanial i dobrze przenikal bariere krew-moézg.
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H4. Pytka K, Socata K, Rapacz A, Nieoczym D, Pierog M, Grybos A, Siwek A, Waszkielewicz
A, Wlaz P. HBK-14 and HBK-15, triple 5-HT A, 5-HT7 and 5-HT3 antagonists with potent
antidepressant- and anxiolytic-like properties, increase seizure threshold in various seizure
tests in mice. Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry. 2017, 79:378-
385.

(Elsevier; [Fyp16 = 4,187; MNiSWyq16 = 35 pkt)

Depresja jest najczestszym zaburzeniem psychicznym rozpoznawanym u pacjentéw z pa-
daczka [19]. Niestety, wiekszo$¢ lekéw przeciwdepresyjnych obniza prog drgawkowy [21]. Majac
to na uwadze, przeprowadzone w niniejszej pracy eksperymenty mialy na celu ocene wpltywu
HBK-15 na prég drgawkowy u myszy. Do tego celu uzyto trzech powszechnie stosowanych testow:
testu maksymalnego wstrzasu elektrycznego, testu drgawek wywotanych dozylnym podaniem
pentylenetetrazolu i testu drgawek psychomotorycznych wywotywanych pradem o czestotliwosci

6 Hz. We wszystkich eksperymentach HBK-15 podawany byt dootrzewnowo.

W pierwszej kolejnosci oznaczony zostat wpltyw HBK-15 na prog drgawkowy w tescie
drgawek wywotanych podaniem pentylenetetrazolu. Pentylenetetrazol, nieckompetycyjny antago-
nista receptora GABA A, wywoluje u zwierzat drgawki nasladujace mioklonie oraz uogdlnione
napady toniczno-kloniczne u ludzi [65]. HBK-15 nie wptywal na prog drgawkowy w tym tescie,
lecz znaczaco zmniejszal $miertelnos¢ myszy. Otrzymane wyniki sugeruja, ze badany zwiazek

nie wplywa istotnie na transmisje GABA-egiczna.

Kolejnym etapem byta ocena aktywnosci zwigzku w tescie maksymalnego wstrzasu
elektrycznego, ktéry nasladuje uogélnione napady toniczno-kloniczne (grand mal) u ludzi [66].
Co ciekawe, HBK-15 istotnie podwyzszal prog drgawkowy w tym tescie. Poniewaz badany
zwigzek wykazal wysokie powinowactwo do bramkowanych napieciem neuronalnych kanatéw
sodowych (miejsce 2; ICs59 = 1.4 uM), jego dzialanie w teScie maksymalnego wstrzasu elektrycz-
nego mogto by¢ zwigzane z blokowaniem tych kanatow. Z drugiej strony, nalezy podkresli¢, ze
zwigzki, ktore silnie wigza sie z neuronalnymi kanatami sodowymi, mogg takze wptywaé¢ na
kanaty sodowe obecne w mie$niu sercowym. To z kolei moze prowadzi¢ do zaburzen rytmu serca.

Warto zatem podkredli¢, ze w poprzednich badaniach nie zaobserwowano niepokojacych zmian
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w elektrokardiogramie po podaniu zwiazku HBK-15 u szczuréw [49].

Niektore leki przeciwpadaczkowe (np. lewetiracetam) sa nieaktywne w opisanych powyzej
testach, ale wykazuja dziatanie w tescie drgawek psychomotorycznych wywotywanych pradem
o czestotliwodei 6 Hz [67]. W zwiazku z tym kolejnym krokiem byto oznaczenie potencjalne;
aktywnosci przeciwdrgawkowej HBK-15 w tescie drgawek psychomotorycznych wywotywanych
pradem o czestotliwosci 6 Hz. Drgawki psychomotoryczne wywolywane pradem o czestotliwosci
6 Hz stanowia model napadéw cze$ciowych i potencjalny model padaczki lekoopornej [68].
Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wykazaly, ze zwigazek HBK-15 istotnie podwyzszat
prog drgawkowy w powyzszym tescie. Biorac pod uwage, ze test drgawek psychomotorycznych
wywolywanych pradem o czestotliwosci 6 Hz uwazany jest za model napadéw lekoopornych,

otrzymane wyniki sg bardzo obiecujace.

Leki wplywajace na o$rodkowy uktad nerwowy moga powodowaé utrate koordynacji oraz
sity miesniowej, stad ostatnim etapem badan byto okreslenie wpltywu badanego zwigzku na
wytrzymalos¢ migsni szkieletowych i koordynacje ruchowa u myszy. Eksperymenty wykazaty, ze
HBK-15 w dawkach stosowanych w testach drgawkowych, nie wykazal negatywnego wptywu na

koordynacje ruchowa czy sile miesni gryzoni, co wskazuje na jego bezpieczenstwo.

Podsumowujac, zaprezentowane w pracy H4 badania wykazaly, ze w zaleznosci od za-
stosowanego testu HBK-15 podwyzszal lub nie obnizal progu drgawkowego u myszy.
Ponadto badany zwiagzek istotnie zmniejszal Smiertelnosé zwierzat w tescie drgawek in-
dukowanych dozylna iniekcja pentylenetetrazolu. Powyzsze wlasciwosci moga wynikaé z silnego
powinowactwa badanego zwigzku do bramkowanych napieciem neuronalnych kana-
6w sodowych (miejsce 2). HBK-15 nie uposledzal koordynacji ruchowej lub sity miesniowej

gryzoni, co wskazuje na jego bezpieczenstwo.
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H5. Pytka K, Gtuch-Lutwin M, Knutelska J, Jakubczyk M, Waszkielewicz A, Kotanska M.
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enzymes activity after chronic treatment in rats. PLoS One. 2016, 11:e0165495.

(PLoS One; IF9016 = 2,806; MNiSWyp16 = 35 pkt)

Ostatnim etapem badan nad zwigzkiem HBK-15 byta wstepna ocena jego bezpieczenstwa.
W poprzednich eksperymentach HBK-15 wykazal istotne dziatanie antagonistyczne w stosunku
do receptoréw adrenergicznych g, a takze aktywnos¢ hipotensyjna po podaniu jednorazo-
wym [49]. Mimo ze dzialanie hipotensyjne wystepowato w dawkach wyzszych niz przeciwde-
presyjne, przewlekte stosowanie HBK-15 mogtoby powodowaé obnizenie ci$nienia tetniczego.
Biorac to pod uwage pierwszym etapem badan opisanych w niniejszej pracy byta ocena wptywu
HBK-15 na cis$nienie tetnicze krwi po podaniu przewlekltym. Zwiazek podawany byt szczurom
dootrzewnowo przez dwa tygodnie w dawkach 1,25 1 2,5 mg/kg, a ci$nienie tetnicze mierzono
3 razy w tygodniu. Przeprowadzony eksperyment nie wykazat istotnego dziatania hipotensyjnego

zwiazku HBK-15 u gryzoni.

Leki przeciwdepresyjne moga wplywaé negatywnie na profil lipidowy [69-73] oraz gospo-
darke weglowodanowsa [74], a takze zaburza¢ funkcjonowanie watroby [75]. W zwiazku z tym
kolejnym krokiem byto oznaczenie wptywu przewlektego podania zwigzku HBK-15 na poziom
triglicerydow, cholesterolu catkowitego, HDL, LDL, glukozy, aminotransferazy alaninowej, amino-
transferazy asparaginowej i y-glutamylotransferazy we krwi. Analiza biochemiczna probek krwi
nie wykazata negatywnego wptywu HBK-15 na profil lipidowy, poziom glukozy czy aktywnosé¢
enzymow watrobowych. Podobnie, w eksperymentach oceniajacych potencjalng cytotoksycznosé
badanego zwiazku przy uzyciu linii komérkowej ludzkiej hepatomy HepG2, nie stwierdzono
dziatania cytotoksycznego HBK-15 w stezeniu 1 uM. Ponadto w przeprowadzonych testach
oceniajacych wpltyw osocza na zdolnos$é redukeji zelaza, poziom tioli niebiatkowych oraz zdolnosé
do neutralizacji wolnych rodnikéw 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH), zwiazek nie wykazat

dziatania antyoksydacyjnego.

Blokada receptoréw histaminowych H; w o$rodkowym uktadzie nerwowym moze powo-

dowaé rozne niepozadane efekty, w tym zawroty glowy, leki lub nasilony apetyt, prowadzacy
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do zwiekszenia masy ciata. Biorac to pod uwage zbadany zostal wptyw zwigzku HBK-15 na
receptory H; przy uzyciu modelu izolowanego jelita swinki morskiej. Badania wykazaty, ze

HBK-15 posiadat bardzo stabe, pomijalne, wlasciwosci przeciwhistaminowe (pKg = 6,19).

Podsumowujac, zaprezentowane w pracy H5 badania wykazaly, ze przewlekle podanie
HBK-15 nie wplywalo istotnie na ci$nienie tetnicze krwi, profil lipidowy, poziom
glukozy oraz nie zmienialo aktywnosci enzymoéw watrobowych u szczuréw. HBK-15

nie wykazatl takze istotnych wtasciwosci przeciwhistaminowych czy antyoksydacyjnych.

4.3.4. Podsumowanie

Na podstawie wynikow badan, ktéorych rezultatem jest osiagniecie naukowe, bedace
podstawg ubiegania o nadanie stopnia doktora habilitowanego, mozna wyciggnaé nastepujace

wnioski:

e Przeprowadzone badania potwierdzity, ze HBK-15 jest antagonista receptora 5-HTx.
Ponadto zwiazek silnie blokowat receptory 5-HT5. HBK-15 wykazal takze wtasciwosci an-
tagonistyczne wzgledem receptora dopaminowego Do oraz posiadat wysokie powinowactwo
do bramkowanych napieciem neuronalnych kanatéw sodowych (miejsce 2). Zwiazek nie

wykazal znaczacych wtasciwosci cholinolitycznych czy przeciwhistaminowych.

e Badany zwiazek utrzymywal aktywnos¢ przeciwdepresyjna po podaniu przewleklym

u myszy, ktora skorelowana byta z podniesieniem poziomu serotoniny w hipokampie.

e HBK-15 wykazal dzialanie przeciwdepresyjne juz po jednorazowym podaniu w mysim
modelu depresji indukowanej podaniem kortykosteronu. W tym samym modelu wykazat
aktywno$¢ przeciwdepresyjna i przeciwlekowa po podaniu przewleklym. Ponadto zwigzek
przeciwdziatal obnizeniu poziomu neurotrofin BDNF i NGF w hipokampie u myszy

z wyindukowanym modelem depresji.

e HBK-15 wykazal aktywnos¢ przeciwdepresyjng oraz przeciwlekows po podaniu przewle-

ktym w modelu nieprzewidywalnego, przewleklego tagodnego stresu u myszy. Podanie
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zwiagzku zapobiegalto obnizeniu poziomu BDNF i NGF w hipokampie oraz korze przedczo-
towej, a takze przeciwdziatalo podniesieniu si¢ poziomu kortykosteronu i wzglednej masy

nadnerczy.

e HBK-15 wykazal dodatkowe wtasciwosci prokognitywne, a takze odwracal deficyty pamieci

powodowane przez skopolamine u myszy.

e Badany zwiazek podany w szerokim zakresie dawek nie wykazal dziatania przeciwpsycho-

tycznego oraz nie powodowat katalepsji u myszy.

e HBK-15 nie wptywal lub nawet podwyzszat préog drgawkowy w testach drgawkowych
u myszy. Dodatkowo istotnie zmniejszal Smiertelnos¢ gryzoni w teécie drgawek indukowa-
nych dozylna iniekcja pentylenetetrazolu. Zwiazek nie uposledzat koordynacji ruchowe;j

czy sity miesniowej myszy.

e Pomimo wtlasciwosci aj-adrenolitycznych, przewlekte podanie HBK-15 nie wplywato istot-
nie na cisnienie tetnicze krwi u szczurow. Badany zwigzek nie zaburzal takze profilu
lipidowego, poziomu glukozy oraz nie zwickszat aktywnosci enzyméw watrobowych. Po-

nadto zwiazek nie dziatal cytotoksycznie i nie wykazal aktywnosci antyoksydacyjnej.

e 7 uwagi na szybkie wchtanianie zwiazek HBK-15 moze postuzy¢ jako struktura modelowa

do dalszych modyfikacji, majacych na celu poprawienie wlasciwosci farmakokinetycznych.

Poszerzone badania farmakologiczne pozwolily okresli¢ interesujacg aktywnosé prze-
ciwdepresyjna zwigzku HBK-15 z dodatkowa komponentg przeciwlekowa i proko-
gnitywng. Zwigzek ten mozna traktowac jako strukture modelowa w procesie poszu-
kiwania nowych lekéw mogacych znalezé zastosowanie w terapii zaburzen nastroju

u réznych grup pacjentéow.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnieé¢ naukowo-badawczych

5.1. Aktywnos$¢é naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie studiéw farmaceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM zainte-
resowatam si¢ tematyka poszukiwania zwigzkow biologicznie aktywnych oraz okreslaniem ich
mechanizmoéw dziatania. Na IV roku studiow zapisatam sie do Kota Farmakologicznego dziata-
jacego przy Katedrze Farmakodynamiki UJ CM, gdzie zapoznawatam sie z metodyka badan na
zwierzetach. Moje prace w ramach Kota Farmakologicznego zostaly dwukrotnie wyrdznione na
konferencjach polskich i miedzynarodowych. W 2007 r. zdobytam wyréznienie za komunikat
naukowy na International Medical Student’s Conference w Krakowie za prace pt.:
,Ocena dziatania analgetycznego nowych a-aminopodstawionych ~-butyrolaktonéw i produktow
ich aminolizy w wybranych testach przeciwboélowych” oraz drugie miejsce na II Ogélno-
polskim Kongresie Mlodych Farmaceutéw w Poznaniu za prace pt.: ,,Ocena dziatania
przeciwhistaminowego monoterpenowych pochodnych propranololu w modelu izolowanego jelita

Swinki morskie;j”.

Moje zainteresowanie badaniami farmakologicznymi spowodowato, ze w 2008 r. zde-
cydowatam sie na 5-miesieczny wyjazd do laboartorium dr. Trevora Bushell’a oraz
dr. Andrew Paul’a na University of Strathclyde (Glasgow, Wielka Brytania) w ramach
wymiany studenckiej Erasmus. W czasie mojego stazu uczytam si¢ technik immunohistochemicz-
nych oraz Western blot, dzieki czemu poszerzytam moj warsztat badawczy o metody in vitro.
Po powrocie do Polski, w tym samym roku obronitam prac¢ magisterska pod kierunkiem dr hab.
Tadeusza Librowskiego, prof. UJ. Po odbyciu obowigzkowej praktyki zawodowej, w 2009 r.
rozpoczetam studia doktoranckie na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM. W tym samym roku

ukazata sie publikacja P1, bedaca wynikiem moich prac w ramach Kota Farmakologicznego.

Badania farmakologiczne w ramach mojej pracy doktorskiej prowadzitam w Katedrze Far-
makodynamiki UJ CM. Eksperymenty wykonywaltam na dwoch grupach zwigzkow tj. pochodnych
ksantonu oraz aroksyalkilowych pochodnych N-(2-metoksyfenylo)piperazyny, zsyntezowanych
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w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJ CM, kierowanym przez
prof. dr. hab. Henryka Marone. Moje badania miaty na celu znalezienie zwiazkéw o potencjalnej
aktywnosci przeciwdepresyjnej, ktore beda wykazywa¢ dodatkowo dziatanie przeciwlekowe. Prze-
prowadzone eksperymenty zaowocowaly wyselekcjonowaniem najbardziej aktywnych struktur
z obu grup. Wyniki moich badan zaprezentowatam w 2012 r. na VI Kopernikanskim Se-
minarium Doktoranckim w Toruniu oraz I Ogélnopolskiej Konferencji Doktorantéw

i Mlodych Naukowcéw. Na obu konferencjach moje badania zostaly wyréznione.

W latach 2011-2013 kierowatam projektem dla mlodych naukowcéw pt.: Ocena
dziatania o$rodkowego nowych piperazynowych pochodnych ksantonu” finansowanym przez
Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego. Ponadto w tym czasie pod opieka prof. dr hab. Bar-
bary Filipek poszerzalam swoja wiedze przygotowujac publikacje przegladowe (prace P7 - P12).
Bratam takze udziat w eksperymentach prowadzonych w Katedrze Farmakodynamiki, co zaowo-

cowalo wspétautorstwem w kilku publikacjach oryginalnych (prace P2 - P5).

W 2013 r. obronitam z wyréznieniem prace doktorska pod kierunkiem prof. dr hab.
Barbary Filipek. W tym samym roku ukazata sie publikacja P6, bedaca wynikiem wspotpracy
z dr Anng Rapacz z Katedry Farmakodynamiki UJ CM, w ktérej zademonstrowana zostata
aktywnos¢ przeciwarytmiczna oraz hipotensyjna nowych pochodnych ksantonu, zsyntezowanych

w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJ CM.

Podsumowanie dorobku naukowego przed otrzymaniem stopnia doktora:
Liczba publikacji: 12

Laczny impact factor: 5,037

Laczna liczba punktow MNiSW: 94
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5.2. Aktywnos$é naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych prowadzitam badania farmako-
logiczne w Katedrze Farmakodynamiki UJ CM. Moja dziatalnos¢ naukowa koncentrowata sie
gtéownie wokot poszukiwania nowych substancji o aktywnosci osrodkowej. Kontynuowatam ekspe-
rymenty na najbardziej aktywnych zwigzkach wyselekcjonowanych w ramach pracy doktorskiej.
W badanich wykorzystywatam testy i modele zwierzece, stuzace do oceny dziatania przeciw-
depresyjnego, przeciwlekowego oraz wptywu na procesy pamieciowe. Badania farmakologiczne
na grupie aroksyalkilowych pochodnych (2-metoksyfenylo)piperazyny wykonywatam w ramach
dwoch grantow dla mtodych naukowcow, finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa

Wyzszego, pt.:

e  Wplyw nowych aroksyalkilowych pochodnych 2-metoksyfenylopiperazyny na osrodkowy
uktad nerwowy i uktad krazenia” (2014-2016)

e _Ocena potencjalnej aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwlekowej nowych aroksyalkilo-

wych pochodnych 2-metoksyfenylopiperazyny w mysich modelach depresji” (2017-2019)

Badania przeprowadzone w ramach powyzszych projektéow oraz wspotpracy z Zaktadem
Farmacji Klinicznej UJ CM, kierowanym przez prof. dr hab. Anne Wesotowska, pozwolily na
wyselekcjonowanie zwiazkow o dziataniu przeciwdepresyjnym oraz przeciwleckowym, w tym
najaktywniejszej (2-aroksyetoksy)etylowej pochodnej 2-metoksyfenylopiperazyny - zwiazku
HBK-15 (prace D3, D10 oraz D11). Ponadto dla tej grupy zwiazkow wykonatam badania na
izolowanej aorcie i tetnicy ogonowej szczura oraz sledzionie myszy. Przeprowadzone eksperymenty
wykazatly wyrazne réznice pomiedzy zwiazkami w blokowaniu poszczegélnych podtypéw receptora
aq-adrenergicznego. To z kolei miato swoje odzwierciedlenie w aktywnosci przeciwarytmicznej, tj.
zwiazki ktore silniej blokowaly podtyp aia, wykazywaly silniejsze dziatanie przeciwarytmiczne

(praca D15).

Poszerzone badania farmakologiczne nad zwigzkiem HBK-15 staly sie podstawg ubiegania

o nadanie stopnia doktora habilitowanego. Wyniki eksperymentow zostalty szczegdtowo opisane

33



w punkcie 4.3 (prace habilitacyjne H1 - H5). Wykonane przeze mnie badania na izolowanych
tkankach zwierzecych pozwolity na poszerzenie charakterystyki zwigzku HBK-15 o receptory
5-HT3, M i H; (prace H1, H2 i H5). Dzigki wspotpracy z Zaktadem Radioligandow Katedry
Farmakobiologii UJ CM, kierowanym przez dr. hab. Tadeusza Librowskiego, prof. UJ, oznaczono
takze aktywnosé wewnetrzna badanego zwiazku wzgledem receptoréw 5-HT;, (praca H3). Wy-
niki powyzszych eksperymentéw potwierdzity, ze zwiazek HBK-15 jest antagonista receptoréow
5-HT14, a takze silnie blokuje receptory 5-HT3. To sktonito mnie do przygotowania publikacji
przegladowych D24 - D26, w ktérych oméwiono m.in. udzial poszczegdlnych podtypéw recep-
toréw serotoninowych w dziataniu przeciwdepresyjnym. Ponadto, w wyniku wspétpracy z dr
hab. Katarzyna Mtyniec, prof. UJ, bralam udzial w przygotowaniu publikacji omawiajacych

znaczenie poszczegélnych pierwiastkéw w zaburzeniach nastroju (prace D22 i D23).

W kolejnym etapie badan nad HBK-15, wykorzystujac modele in vivo tj. model depresji
indukowanej podaniem kortykosteronu oraz model nieprzewidywalnego, chronicznego tagodnego
stresu, wykazalam istotng aktywnos¢ przeciwdepresyjng i przeciwlekowa badanego zwiazku
(prace H1 - H3). Wlasciwosci poprawiajace pamieé¢ posiadane przez HBK-15, oznaczylam
w oparciu o test biernego unikania (praca H1). Z kolei wplyw zwiazku na prég drgawkowy
u myszy (praca H4) ocenitam we wspélpracy z Zaktadem Fizjologii Zwierzat, Wydziatu Biologii
i Biotechnologii, Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie, kierowanym przez prof. dr.
hab. Piotra Wlazia. Ponadto dzieki wspotpracy z Katedra Toksykologii UJ CM, kierowang przez
dr hab. Mari¢ Walczak, przeprowadzono badania oceniajace profil farmakokinetyczny zwiazku
HBK-15 (prace H2 i H3), a takze wyselekcjonowanej struktury z grupy pochodnych ksantonu
(praca D5).

Eksperymenty farmakologiczne przeprowadzone w drugiej grupie badanych zwigzkow, t;.
pochodnych ksantonu, rowniez pozwolity na wyselekcjonowanie struktur o istotnym dziataniu
przeciwdepresyjnym, ale pozbawionych aktywnosci przeciwlekowej. Pomimo niskiego powinowac-
twa do receptoréw serotoninowych czy transportera serotoniny, dziatanie najbardziej aktywnych
struktur zwiazane byto z aktywacja uktadu serotoninowego. Wyniki poszerzonych badan nad

pochodnymi ksantonu zostaly opisane w pracach D1, D4, D5, D12 oraz D13.
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Kolejnym kierunkiem moich zainteresowan byto poszukiwanie zwigzkéw o wiadciwosciach
przeciwarytmicznych wsroéd antagonistéw receptora aq-adrenergicznego. Eksperymenty prowa-
dzitam wraz ze wspélpracownikami Katedry Farmakodynamiki UJ CM, (w tym z dr Anna
Rapacz), w grupie pochodnych ksantonu, ktére zostaty zsyntetyzowane w Zaktadzie Chemii
Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej. Rezultatem naszych badan byto wyselekcjonowanie
kilku pochodnych ksantonu o wtasciwosciach aq-adrenolitycznych. Zwiazki wykazaly istotna
aktywno$¢ przeciwarytmiczna w réznych modelach arytmii (prace D2, D6 - D8). Moja wsp6t-
praca z dr Annag Rapacz pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Filipek zaowocowata réwniez
powstaniem kilku publikacji przegladowych (prace D27-29), w ktérych poruszane byty aktualne

tematy z dziedziny farmakologii i farmakoterapii.

W ramach projektéw badawczych prowadzonych ze wspotpracownikami Katedry Farma-
kodynamiki UJ CM, w 2014 r. rozpoczetam eksperymenty majace na celu znalezienie zwigzkdéw
skutecznie i bezpiecznie zmniejszajacych mase ciata oraz korzystnie wplywajacych na metabolizm.
Wraz z dr Magdaleng Kotanska poszukiwaty$my nowych struktur o potencjale anorektycznym
oraz nowych punktow uchwytu dla zwigzkéw o dziataniu zmniejszajacym mase ciata. Efektem
naszej wspolpracy sa prace D9, D16 oraz D19, w ktérych zademonstrowane zostaty zwigzki
aktywne w zwierzecych modelach otytosci. Ponadto powstata takze praca przegladowa D30
poruszajaca problem otyltosci wsrdéd osob chorych na schizofrenie. Nawigzatam réwniez wspot-
prace z dr hab. Malgorzatag Zygmunt, w wyniku ktorej powstata praca D17, demonstrujaca
aktywnos¢ przeciwdepresyjna i przeciwlekowa ligandéw receptoréw adenozynowych Asy, a takze

publikacja przegladowa D21, omawiajaca postepy w leczeniu choroby Parkinsona.

W latach 2012-2016 bytam wykonawca czesci badan farmakologicznych w dwdch grantach
OPUS, finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, otrzymanych przez wspoétpracownikdow

Katedry Farmakodynamiki UJ CM pt.:

o ,Czesciowi agonisci receptoréw alfa; s p-adrenergicznych jako potencjalne zwigzki popra-
wiajace parametry urodynamiczne w tagodnym przeroscie gruczotu krokowego”

(DEC-2011/03/B/NZ7/00724), kierownik: dr hab. Jacek Sapa, prof. UlJ,
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e Badanie aktywnosci farmakologicznej nowych, nieselektywnych inhibitoréw transportu
zwrotnego kwasu y-aminomastowego (GABA) w wybranych modelach behawioralnych
z wykorzystaniem sztucznej inteligencji jako metody analizy i klasyfikacji zachowan oraz
predykeji efektywnych i toksycznych przedziatéw dawkowania”
(DEC-2012/05/B/NZ7/02705), kierownik: dr hab. Kinga Satat, prof. UJ.

W obu projektach moje zadanie badawcze obejmowato oznaczenia na izolowanych tkankach

zwierzecych.

W latach 2014-2017 bytam wykonawca cze$ci badan farmakologicznych w projekcie
OPUS pt.: ,,Poszukiwanie zwiazkéw o dziataniu osrodkowym” (DEC-2013/11/B/NZ7/04834)
finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki i kierowanym przez dr hab. Anne Waszkielewicz
z Zaktadu Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJ CM. Rezultatem badan
przeprowadzonych w ramach grantu byta praca D18, w ktérej opisano nowe zwiazki o aktywnosci
przeciwdrgawkowej oraz analgetycznej w grupie pochodnych aminoalkanoli. Ponadto w 2017 r.
praca pt.: ,Synthesis and in vivo evaluation of the activity of some xanthone derivatives on
the central nervous system”, ktéra powstata w ramach wyzej wspomnianego projektu, zdobyta
nagrode za najlepsza prezentacje na 19th International Conference on Medicinal
Chemistry and Drug Design w Londynie (Wielka Brytania). Kontynuujac wspéipra-
ce w Zaktadem Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej, wykonatam poszerzone
eksperymenty farmakologiczne dla amidoalkanolowych pochodnych kwasu cynamonowego. Prze-
prowadzone badania zaowocowaly wyselekcjonowaniem zwigzku o aktywnosci przeciwdepresyjne;j

oraz przeciwlekowej, ktéry zostatl opisany w pracy D14.

W 2016 r. rozpoczetam badania nad nowymi selektywnymi funkcjonalnie agonistami
receptora 5-HT;o w ramach grantu OPUS pt.: ,Poszukiwanie selektywnych funkcjonalnie agoni-
stow receptora 5-HT;a jako nowych narzedzi farmakologicznych w opracowaniu terapii schorzen
psychiatrycznych i neurodegeneracyjnych” (DEC-2015/19/B/NZ7/03543) finansowanego przez
Narodowe Centrum Nauki i kierowanego przez dr. hab. Marcina Kotaczkowskiego, prof. UJ
z Katedry Chemii Lekéw UJ CM. W ramach wspoélpracy realizowany jest doktorat mgr Moniki

Ghuch-Lutwin, w ktérym jestem promotorem pomocniczym.
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Ponadto w 2017 r. bratam udzial w drugim projekcie kierowanym przez dr. hab. Marcina
Kotaczkowskiego, prof. UJ i realizowanym przy wspotpracy z firmag Adamed Sp. z o.0. pt.:
,Opracowanie nowych kandydatéow na leki w terapii behawioralnych i psychologicznych sympto-
méw demencji (BPSD)”. Wspétpraca badawcza z zespotem dr. hab. Marcina Kotaczkowskiego,
prof. UJ zaowocowala powstaniem pracy D20, w ktérej zademonstrowano nowy zwiazek o dzia-
taniu multireceptorowym, wykazujacy aktywnos¢ przeciwpsychotyczng, modulujaca nastréj oraz

poprawiajgca pamiec.

Celem poszerzenia warsztatu badawczego o nowe metody in vitro, w 2017 r. odbytam
miesieczny staz naukowy w Katedrze Farmakologii na Wydziale Farmakologii, Tok-
sykologii i Farmacji, University of Veterinary Medicine w Hanowerze (Niemcy). Pod
opieka naukowsa prof. dr. med. Wolfganga Loschera i dr Birthe Gericke uczytam sie wykonywaé
eksperymenty z wykorzystaniem hodowli komérkowych, stosujac metody immunohistochemiczne
oraz Western blot. W tym samym roku otrzymatam finansowanie projektu MINIATURA
(Narodowe Centrum Nauki) pt.: ,Poszukiwanie mechanizméw wewnatrzkomoérkowych, odpo-
wiedzialnych za szybki potencjalnie przeciwdepresyjny efekt zwigzku HBK-15, antagonisty
receptoréw 5-HT 5, 5-HT7 1 5-HT3” (DEC-2017/01/B/X/00818). Celem grantu jest wyjasnienie

mechanizmu wewnatrzkomorkowego dziatania zwigzku HBK-15 w oparciu o metode ELISA.

Jestem promotorem pomocniczym w 3 przewodach doktorskich. W latach 2014-
2016 doktoranci, ktorymi sie opiekuje, zdobyli tacznie 4 nagrody na konferencjach krajo-
wych i miedzynarodowych. W latach 2014-2017 opiekowalam sie 5 magistrantami, sposrod
ktorych praca pt.: ,Aktywnos¢ farmakologiczna zwigzku HBK-10 po podaniu przewlektym” zdo-
byla drugie miejsce w Wydzialowym Konkursie Prac Magisterskich w 2015 roku. Od
2013 r. opiekuje sie studentami Farmakologicznego Kota Naukowego dziatajacego przy Katedrze
Farmakodynamiki Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM, w ramach ktérego przygotowuje studen-
tow do prowadzenia badan naukowych oraz wystapien publicznych. Studenci pod moja opieka
zdobyli tacznie 7 nagréd na konferencjach krajowych i miedzynarodowych. Ponadto
w latach 2013-2017 sprawowatam opieke naukowg nad 5 laureatami Grantéw Studenckiego

Towarzystwa Naukowego UJ CM.
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Moje osiggniecia naukowe zostaly dwukrotnie wyréznione nagroda Dziekana Wy-
dzialu Farmaceutycznego UJ CM w roku 2016 oraz 2017. Ponadto w 2017 r. zostatam
laureatka programu Mobilno$é Plus finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnic-
twa Wyzszego, w ramach ktorego sfinansowany zostanie moj udzial w badaniach naukowych
prowadzonych na Uniwersytecie Strathclyde w Glasgow (Wielka Brytania). Podczas mojego
rocznego wyjazdu bede wykonywaé eksperymenty elektrofizjologiczne technika patch-clamp, co

znaczaco poszerzy moj warsztat badawczy.

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora (wytaczajac publikacje
stanowiace osiagniecie naukowe):

Liczba publikacji: 30

Laczny impact factor: 67,354

Laczna liczba punktéw MNiSW: 711

5.3. Podsumowanie catego dorobku naukowego

Laczna liczba publikacji: 47, w tym:
- publikacje znajdujace sie w bazie Journal Citation Reports: 37
- pozostale publikacje: 10
Laczny impact factor: 90,873
Laczna liczba punktow MNiSW: 965
Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 210
Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 9
Liczba projektow badawczych: 9, w tym:
- kierownik projektu: 4
- wykonawca: 5
FLaczna ilos¢ streszezen ze zjazdow: 73, w tym:

- miedzynarodowych: 39 %/0 QL’LLQ__ - “ ) /7 3
5&,4@

- krajowych: 34

38



