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4. Wskazanie osiπgniÍcia wynikajπcego 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.)

4.1. Tytu≥ osiπgniÍcia naukowego

„AktywnoúÊ przeciwdepresyjna, przeciwlÍkowa i prokognitywna nowego antagonisty

receptorów serotoninowych 5-HT1A/5-HT7/5-HT3”

4.2. Publikacje wchodzπce w sk≥ad osiπgniÍcia naukowego

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; IF2016 = 2,297; MNiSW2016 = 20 pkt)

H2. Pytka K, G≥uch-Lutwin M, KotaÒska M, Waszkielewicz A, Kij A, Walczak M. Single

administration of HBK-15-a triple 5-HT1A, 5-HT7, 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; IF2016 = 6,190; MNiSW2016 = 40 pkt)
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H3. Pytka K, G≥uch-Lutwin M, KotaÒska M, Ømudzka 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; IF2016 = 3,002; MNiSW2016 = 30 pkt)

H4. Pytka K, Soca≥a K, Rapacz A, Nieoczym D, Pieróg M, Gryboú A, Siwek A, Waszkielewicz

A, Wlaü P. HBK-14 and HBK-15, triple 5-HT1A, 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; IF2016 = 4,187; MNiSW2016 = 35 pkt)

H5. Pytka K, G≥uch-Lutwin M, Knutelska J, Jakubczyk M, Waszkielewicz A, KotaÒska 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:e0165495.

(PLoS One; IF2016 = 2,806; MNiSW2016 = 35 pkt)

Sumaryczny wspó≥czynnik oddzia≥ywania impact factor publikacji stanowiπcych podstawÍ

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

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

úredni procentowy udzia≥ w prezentowanych publikacjach wynosi 72%.
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4.3. Prezentacja wyników stanowiπcych podstawÍ habilitacji

4.3.1. Wprowadzenie

Zaburzenia depresyjne dotykajπ miliony ludzi na ca≥ym úwiecie. Wed≥ug danych åwiatowej

Organizacji Zdrowia na depresjÍ choruje obecnie ponad 300 milionów osób [1]. Niestety, oko≥o 30%

pacjentów nie odpowiada na dostÍpnπ farmakoterapiÍ [2]. Ponadto ogromnym problemem jest

opóünione dzia≥anie leków przeciwdepresyjnych. Zauwaøalne efekty kliniczne pojawiajπ siÍ dopiero

po kilku tygodniach stosowania leku. Opóünione dzia≥anie najczÍúciej t≥umaczy siÍ koniecznoúciπ

zajúcia zmian adaptacyjnych w obrÍbie mechanizmów neuronalnych w oúrodkowym uk≥adnie

nerwowym (szczegó≥owo omówione przez Harmer et al. [3]). Fenomenem, jeúli chodzi o szybkoúÊ

pojawienia siÍ efektu przeciwdepresyjnego, jest ketamina, lek stosowany w anestezjologii, której

efekty kliniczne moøna zaobserwowaÊ juø po kilku godzinach od podania [4]. Dok≥adny mechanizm

dzia≥ania leku nie jest do koÒca poznany. Wiadomo natomiast, øe w przeciwieÒstwie do leków

przeciwdepresyjnych, ketamina powoduje m.in. szybki wzrost poziomu neurotroficznego czynnika

pochodzenia mózgowego (BDNF) [5]. Co wiÍcej, BDNF ma kluczowe znaczenie w mechanizmie

dzia≥ania leku. Wykazano bowiem, øe u myszy genetycznie pozbawionych BDNF nie obserwuje

siÍ szybkiego efektu przeciwdepresyjnego ketaminy [5]. Niestety, z powodu duøego ryzyka

wystπpienia halucynacji, stanów splπtania, pobudzenia czy irracjonalnych zachowaÒ, moøliwoúci

zastosowania ketaminy w leczeniu zaburzeÒ depresyjnych sπ bardzo ograniczone. Istotne jest wiÍc

poszukiwanie nowych zwiπzków, które bÍdπ charakteryzowa≥y siÍ równie szybkim dzia≥aniem,

lecz bÍdπ pozbawione dzia≥aÒ niepoøπdanych.

Kolejnym problemem zwiπzanym z terapiπ zaburzeÒ depresyjnych jest niewπtpliwie ich

wspó≥wystÍpowanie z innymi chorobami, w tym szczególnie z zaburzeniami lÍkowymi [6]. Badania

wskazujπ, øe lÍk naleøy do objawów, które najczÍúciej towarzyszπ depresji [7]. Wspó≥wystÍpowanie

zaburzeÒ lÍkowych wiπøe siÍ m.in. z nasileniem poczucia winy czy niskiego poczucia w≥asnej

wartoúci chorego, co zwiÍksza ryzyko przerwania leczenia i podjÍcia próby samobójczej [8, 9].

Ponadto wiele badaÒ sugeruje, øe wystÍpowanie zaburzeÒ lÍkowych u chorujπcych na depresjÍ jest

jednπ z przyczyn opornoúci na leczenie [10]. Biorπc to pod uwagÍ, cechπ poøπdanπ w przypadku

zwiπzków o dzia≥aniu przeciwdepresyjnym, jest dodatkowe dzia≥anie przeciwlÍkowe.
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Poza dobrze zdefiniowanymi objawami depresyjnymi oraz zaburzeniami lÍkowymi, u cho-

rych diagnozowane sπ deficyty poznawcze [11]. Badania kliniczne udowodni≥y, øe stopieÒ upoúle-

dzenia funkcji poznawczych ma bezpoúredni zwiπzek z wiekiem (u starszych osób zaburzenia

sπ nasilone) oraz stopniem zaawansowania depresji [12]. U chorych po pierwszym epizodzie

depresyjnym najczÍúciej pojawia≥y zaburzenia sprawnoúci psychomotorycznej, uwagi, uczenia

siÍ, pamiÍci wzrokowej oraz funkcji wykonawczych [13]. U pacjentów w fazie remisji nastÍpowa≥a

pewna poprawa, szczególnie w zadaniach wymagajπcych uwagi, lecz nie osiπgali oni poziomu

sprawnoúci zdrowych osób kontrolnych [13]. Wyniki badaÒ wykorzystujπcych metody neuroobra-

zowania, jednoznacznie wskazujπ, øe wraz ze wzrostem iloúci epizodów depresyjnych oraz czasem

trwania choroby, pog≥Íbia siÍ atrofia hipokampa, który pe≥ni niezwykle istotnπ rolÍ w procesach

poznawczych [14]. Co ciekawe, pomimo pewnej poprawy w zakresie elastycznoúci poznawczej,

stosowanie leków przeciwdepresyjnych wiπza≥o siÍ z pogorszeniem uczenia werbalnego oraz pa-

miÍci [15]. Warto zauwaøyÊ, øe spoúród obecnie dostÍpnych leków, jedynie wortioksetyna posiada

umiarkowane dzia≥anie prokognitywne [16]. Ponadto istotny jest równieø problem zaburzeÒ

nastroju wystÍpujπcych we wczesnym stadium demencji (70 – 90% chorych) [17]. Depresja poja-

wia siÍ najczÍúciej w zespo≥ach otÍpiennych o nieznacznym nasileniu (20 – 40%) i manifestuje

siÍ draøliwoúciπ, labilnoúciπ emocjonalnπ lub dysforiπ [18]. W zwiπzku z tym istnieje ogromna

potrzeba znalezienia nowych leków, które mog≥yby odwróciÊ deficyty poznawcze u chorych na

depresjÍ, a takøe leczyÊ zaburzenia depresyjne towarzyszπce demencji.

Zaburzenia depresyjne mogπ wystÍpowaÊ samodzielnie, ale takøe pojawiaÊ siÍ w przebiegu

innych schorzeÒ oúrodkowego uk≥adu nerwowego. Badania udowodni≥y, øe depresja jest najczÍst-

szym zaburzeniem psychicznym rozpoznawanym u pacjentów z padaczkπ [19]. Wykazano, øe

oko≥o 30% pacjentów cierpiπcych na epilepsjÍ w trakcie swojego øycia zachoruje na depresjÍ [20].

Niestety, wiÍkszoúÊ obecnie stosowanych leków przeciwdepresyjnych obniøa próg drgawkowy, co

istotnie zwiÍksza ryzyko wystπpienia napadów padaczkowych [21]. Mechanizm tego zjawiska

nie jest jasny, lecz moøe mieÊ pewien zwiπzek z modulacjπ transmisji serotoninergicznej [22].

Wspó≥wystÍpowanie padaczki z zaburzeniami depresyjnymi, stawia zatem dodatkowe wyma-

gania potencjalnym lekom. Istotne jest wiÍc szukanie nowych substancji o w≥aúciwoúciach

przeciwdepresyjnych, które jednoczeúnie nie bÍdπ wykazywa≥y dzia≥ania prodrgawkowego.
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Jak wspomniano wyøej, mechanizm dzia≥ania leków przeciwdepresyjnych nie zosta≥

do koÒca poznany. Mimo øe wiele uk≥adów neuroprzekaünikowych bierze udzia≥ w efekcie

przeciwdepresyjnym [23–25], zdecydowana wiÍkszoúÊ dostÍpnych leków wchodzi w interakcjÍ

z uk≥adem serotonergicznym. W zwiπzku z tym receptory serotoninowe stanowiπ interesujπcy

punkt uchwytu dla potencjalnych leków przeciwdepresyjnych. Udowodniono, øe z wyjπtkiem

podtypu 5-HT5, którego rola w zaburzeniach nastroju nie jest jeszcze okreúlona, wiÍkszoúÊ

receptorów dla serotoniny bierze udzia≥ w dzia≥aniu przeciwdepresyjnym [24].

Z uwagi na lokalizacjÍ i funkcje regulacyjne receptory 5-HT1A odgrywajπ kluczowπ rolÍ

w zaburzeniach nastroju. Aktywacja presynaptycznych autoreceptorów 5-HT1A w jπdrze szwu

(gdzie zlokalizowane sπ cia≥a neuronów serotoninowych), powoduje zahamowanie transmisji

serotoninergicznej. Z kolei pobudzenie receptorów postsynaptycznych zlokalizowanych w limbicz-

nych i korowych czÍúciach mózgu, reguluje uwalnianie innych neuroprzekaüników (np. kwasu

“-aminomas≥owego lub L-glutaminowego) [26, 27]. Badania post mortem wykaza≥y wzrost licz-

by autoreceptorów 5-HT1A w úródmózgowiu samobójców [28]. Podobnie, myszy pozbawione

funkcjonalnego receptora 5-HT1A wykazywa≥y krótszy (w porównaniu z grupπ kontrolnπ) czas

bezruchu w teúcie wymuszonego p≥ywania oraz teúcie zawieszania za ogon [29, 30], czyli efekt jaki

powoduje podanie leków przeciwdepresyjnych. Co ciekawe, Richardson-Jones i wspó≥pracownicy

wykazali, øe zmniejszenie poziomu autoreceptora 5-HT1A u myszy przed podaniem selektywnych

inhibitorów wychwytu zwrotnego serotoniny moøe przyspieszyÊ i zwiÍkszyÊ efektywnoúÊ terapii

przeciwdepresyjnej [31].

Podobne wnioski, lecz dotyczπce receptorów 5-HT7, wyciπgnÍli Mnie-Filali i wspó≥pracow-

nicy. Naukowcy wykazali, øe podawanie SB-269970 (selektywnego antagonisty receptora 5-HT7)

przez zaledwie 1 tydzieÒ, powodowa≥o zmiany behawioralne, elektrofizjologiczne i neuroanato-

miczne, które zwykle wystÍpujπ po d≥ugotrwa≥ym leczeniu selektywnymi inhibitorami wychwytu

zwrotnego serotoniny [32]. Badacze wysnuli wiÍc wniosek, øe antagoniúci receptora 5-HT7 mogπ

reprezentowaÊ nowπ klasÍ leków przeciwdepresyjnych o szybszym dzia≥aniu terapeutycznym.

Potencja≥ przeciwdepresyjny antagonistów receptora 5-HT7 potwierdzajπ równieø inne badania

in vivo [33, 34]. Weso≥owska i wspó≥pracownicy zademonstrowali aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ

zwiπzku SB-269970 po podaniu jednorazowym w testach u myszy i szczurów [35, 36]. Zasad-
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Rys. 1: Wzór chemiczny zwiπzku HBK-15.

noúÊ prowadzenia badaÒ nad zastosowaniem antagonistów receptora 5-HT7 w terapii zaburzeÒ

depresyjnych potwierdzajπ takøe eksperymenty na myszach transgenicznych. Badania zade-

monstrowa≥y bowiem, øe myszy genetycznie pozbawione receptora 5-HT7, wykazywa≥y istotnie

krótszy czas bezruchu w teúcie wymuszonego p≥ywania w porównaniu do grupy kontrolnej, czyli

efekt podobny do podania leków przeciwdepresyjnych [37].

ZwiÍkszenie szybkoúci pojawienia siÍ odpowiedzi przeciwdepresyjnej moøe byÊ równieø

moøliwe poprzez zablokowanie receptorów 5-HT3 (szczegó≥owo omówione przez Gupta et al. [38]).

Receptor 5-HT3 róøni siÍ strukturalnie i funkcjonalnie od innych receptorów serotoninowych.

Pobudzenie tego bramkowanego ligandem kana≥u jonowego, wywo≥uje szybkπ depolaryzacjÍ

komórek w wyniku nap≥ywu jonów sodu i wapnia. Eksperymenty przedkliniczne sugerujπ, øe

blokada receptorów 5-HT3 moøe leøeÊ u podstaw wystÍpowania szybszego efektu przeciwde-

presyjnego po podaniu wortioksetyny [39]. Badacze jednoznacznie stwierdzili, øe antagonizm

wzglÍdem receptora 5-HT3 ma istotne znaczenie dla dzia≥ania przeciwdepresyjnego tego le-

ku [39, 40]. Podobne wyniki uzyskali Eisensamer i wspó≥pracownicy, którzy zademonstrowali,

øe róøne klasy leków przeciwdepresyjnych dzia≥ajπ jako funkcjonalni antagoniúci ludzkiego

receptora 5-HT3 [41]. Co wiÍcej, liczne badania in vivo potwierdzajπ aktywnoúÊ potencjalnie

przeciwdepresyjnπ antagonistów tego receptora [42–46].

Efektem poszukiwaÒ nowych ligandów receptorów serotoninowych o potencjale przeciw-

depresyjnym w grupie aroksyalkilowych pochodnych (2-metoksyfenylo)piperazyny, by≥o wyselek-

cjonowanie zwiπzku HBK-15 (chlorowodorek 1-{2-[2-(2-chloro-6-metylofenoksy)etoksy]etylo}-4-

(2-metoksyfenylo)-piperazyny, Rys. 1) [47]. Badania radioreceptorowe wykaza≥y, øe zwiπzek ten

posiada istotne powinowactwo do receptorów serotoninowych 5-HT1A, 5-HT2A oraz 5-HT7, a
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Rys. 2: Powinowactwo zwiπzku HBK-15 do receptorów serotoninowych, dopaminowych, adre-
nergicznych oraz transportera dla serotoniny (SERT).

takøe adrenergicznych –1 i dopaminowych D2 (Rys. 2) [47, 48]. Przeprowadzone w kolejnym

etapie analizy funkcjonalne, wykonane w oparciu o pomiar wewnπtrzkomórkowego poziomu

wapnia zademonstrowa≥y, øe HBK-15 jest antagonistπ receptorów 5-HT1A oraz 5-HT7 [48].

W przesiewowych testach in vivo wykonanych na myszach i szczurach, zwiπzek po podaniu

jednorazowym wykaza≥ istotne dzia≥anie przeciwdepresyjne oraz przeciwlÍkowe [47, 48]. HBK-15

podany w dawkach przeciwdepresyjnych i przeciwlÍkowych nie wywo≥ywa≥ sedacji u zwierzπt [47].

Dalsze prace nad zwiπzkiem wykaza≥y, øe mimo w≥aúciwoúci –1-adrenolitycznych HBK-15 podany

jednorazowo w dawkach przeciwdepresyjnych, nie obniøa≥ ciúnienia krwi u szczurów [49]. Warto

podkreúliÊ, øe podanie zwiπzku nie wp≥ywa≥o równieø negatywnie na pracÍ serca szczurów [49].

Co ciekawe, HBK-15 zapobiega≥ wystπpieniu arytmii indukowanej przez adrenalinÍ [49], co moøe

mieÊ znaczenie w przypadku zaburzeÒ rytmu serca na tle lÍkowym.
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4.3.2. Cel pracy

Istnieje ogromna potrzeba znalezienia szybkodzia≥ajπcych leków przeciwdepresyjnych,

które mog≥yby byÊ stosowane w terapii zaburzeÒ nastroju u róønych grup pacjentów. Biorπc

zatem pod uwagÍ obiecujπce wyniki wstÍpnych eksperymentów farmakologicznych nad HBK-15,

celem badaÒ których wynikiem jest osiπgniÍcie naukowe, bÍdπce przedmiotem przed≥oøonego

wniosku, by≥o:

• Potwierdzenie w≥aúciwoúci antagonistycznych zwiπzku HBK-15 wobec receptorów serotoni-

nowych 5-HT1A, wykorzystujπc metodÍ badania aktywnoúci wewnÍtrznej opartπ o pomiar

poziomu cAMP, a takøe oznaczenie aktywnoúci wewnÍtrznej wzglÍdem receptorów dopa-

minowych D2 oraz serotoninowych 5-HT2A w oparciu o pomiar wewnπtrzkomórkowego

poziomu wapnia.

• Oznaczenie wp≥ywu na receptory serotoninowe 5-HT3, muskarynowe oraz histaminowe H1
przy uøyciu modelu izolowanego jelita úwinki morskiej.

• Zbadanie aktywnoúci przeciwdepresyjnej zwiπzku HBK-15 po podaniu przewlek≥ym, wy-

korzystujπc test wymuszonego p≥ywania u myszy, a takøe ocena jego wp≥ywu na poziom

serotoniny w hipokampie.

• Oznaczenie wp≥ywu badanego zwiπzku na funkcje poznawcze myszy w teúcie biernego

unikania, a takøe ocenÍ zdolnoúci odwracania deficytów pamiÍci powodowanych przez

skopolaminÍ.

• Zbadanie aktywnoúci przeciwdepresyjnej oraz przeciwlÍkowej zwiπzku HBK-15 w mysim

modelu depresji indukowanej podaniem kortykosteronu, zarówno po podaniu jednokrotnym,

jak i przewlek≥ym.
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• Potwierdzenie aktywnoúci przeciwdepresyjnej i przeciwlÍkowej zwiπzku HBK-15 w modelu

nieprzewidywalnego, chronicznego ≥agodnego stresu u myszy po podaniu przewlek≥ym.

• Oznaczenie wp≥ywu wielokrotnej i pojedynczej iniekcji zwiπzku na poziom neurotrofin,

BDNF oraz czynnika wzrostu nerwów (NGF), w hipokampie i korze przedczo≥owej w mysich

modelach depresji.

• Ocena aktywnoúci przeciwpsychotycznej HBK-15 w testach odwracania hiperlokomocji

wywo≥ywanej podaniem amfetaminy i dizocylpiny oraz tendencji zwiπzku do wywo≥ywania

katalepsji u myszy.

• Zbadanie wp≥ywu HBK-15 na próg drgawkowy w testach maksymalnego wstrzπsu elek-

trycznego, drgawek wywo≥anych doøylnym podaniem pentylenetetrazolu i drgawek psy-

chomotorycznych wywo≥ywanych prπdem o czÍstotliwoúci 6 Hz u myszy oraz okreúlenie

powinowactwa do bramkowanych ligandem neuronalnych kana≥ów sodowych (miejsce 2).

• WstÍpnπ ocenÍ bezpieczeÒstwa, oznaczajπc wp≥yw przewlek≥ego podania zwiπzku HBK-15

na ciúnienie tÍtnicze krwi, profil lipidowy, poziom glukozy oraz aktywnoúÊ enzymów

wπtrobowych u szczurów, a takøe oznaczenie cytotoksycznoúci zwiπzku przy uøyciu linii

komórkowej ludzkiej hepatomy HepG2 i jego dzia≥ania antyoksydacyjnego.

• WstÍpna ocena profilu farmakokinetycznego HBK-15.
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4.3.3. Wyniki badaÒ 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; IF2016 = 2,297; MNiSW2016 = 20 pkt)

AktywnoúÊ przeciwdepresyjna zwiπzku HBK-15 do tej pory oceniana by≥a jedynie po

podaniu jednorazowym [47, 48]. CzÍsto zdarza siÍ, øe po wielokrotnej iniekcji dzia≥anie prze-

ciwdepresyjne zanika lub wrÍcz przeciwne, efekt pojawia siÍ w dawce niøszej, niø po podaniu

jednorazowym [50, 51]. Majπc to na uwadze, w niniejszej pracy zbadano aktywnoúÊ przeciwde-

presyjnπ zwiπzku HBK-15 po podaniu przewlek≥ym. Zarówno zwiπzek badany jak i referencyjny

(fluoksetyna) podawane by≥y myszom dootrzewnowo przez 21 dni. Dawki zosta≥y dobrane na

podstawie wczeúniej przeprowadzonych eksperymentów [48]. 24 godziny po ostatniej iniekcji

zwiπzku HBK-15 lub fluoksetyny, aktywnoúÊ przeciwdepresyjna zosta≥a oceniona przy uøyciu

testu wymuszonego p≥ywania. Zaobserwowano, øe podobnie do fluoksetyny, HBK-15 utrzymy-

wa≥ swoje dzia≥anie po wielokrotnej iniekcji. Co wiÍcej, przy podaniu przewlek≥ym zwiπzek

wykazywa≥ aktywnoúÊ w dawce dwukrotnie niøszej (0,625 mg/kg), niø najniøsza dawka przeciw-

depresyjna po podaniu jednorazowym (1,25 mg/kg) [48]. HBK-15 nie wp≥ywa≥ na aktywnoúÊ

lokomotorycznπ myszy, co potwierdzi≥o specyficznoúÊ uzyskanych wyników. Warto podkreúliÊ, øe

w teúcie wymuszonego p≥ywania HBK-15 istotnie wyd≥uøa≥ czas p≥ywania myszy, nie wp≥ywajπc

przy tym na czas wspinania. Leki przeciwdepresyjne, których dzia≥anie opiera siÍ na interakcji

z uk≥adem serotoninergicznym istotnie wyd≥uøajπ czas p≥ywania gryzoni [52]. Wynik ten sugeruje

zatem udzia≥ komponenty serotoninergicznej w mechanizmie dzia≥ania badanego zwiπzku.

Biorπc pod uwagÍ rezultaty powyøszego eksperymentu, w kolejnym etapie zbadany zosta≥

wp≥yw zwiπzku na poziom serotoniny w hipokampie. Hipokamp jest strukturπ istotnπ z punktu

widzenia zaburzeÒ nastroju i procesów poznawczych [14]. Serotonina z kolei pe≥ni istotnπ rolÍ

w regulacji jego funkcji (szczegó≥owo omówione przez Dale et al. [53]). Przeprowadzone w ramach

niniejszej pracy eksperymenty ex vivo z wykorzystaniem testów immunoenzymatycznych (ELISA)
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wykaza≥y, øe wielokrotne (lecz nie pojedyncze) podanie HBK-15 w dawkach wywo≥ujπcych

efekt przeciwdepresyjny, istotnie podnosi≥o poziom serotoniny w hipokampie. Warto zauwaøyÊ,

øe wiele dostÍpnych leków przeciwdepresyjnych podnosi poziom serotoniny w tej strukturze

mózgowej [53]. Uzyskane wyniki dodatkowo wspierajπ hipotezÍ, øe HBK-15 moøe mieÊ potencja≥

przeciwdepresyjny.

Zaburzenia funkcji poznawczych bardzo czÍsto wystÍpujπ u pacjentów chorujπcych na

depresjÍ [11]. Z wyjπtkiem wortioksetyny, która posiada umiarkowane dzia≥anie prokognitywne,

wiÍkszoúÊ obecnie stosowanych leków przeciwdepresyjnych nie wp≥ywa lub wrÍcz upoúledza

funkcje poznawcze [16]. Niejednokrotnie upoúledzenie funkcji poznawczych zwiπzane jest z w≥a-

úciwoúciami cholinolitycznymi leku (np. trójpierúcieniowe leki przeciwdepresyjne). Biorπc to

pod uwagÍ, w pierwszej kolejnoúci oceniono wp≥yw zwiπzku HBK-15 na receptory muskarynowe.

Eksperymenty przy uøyciu modelu izolowanego jelita úwinki morskiej, nie wykaza≥y istotnej

aktywnoúci cholinolitycznej badanego zwiπzku (pKB = 6,01).

W nastÍpnym etapie, aby wykluczyÊ negatywny wp≥yw zwiπzku HBK-15 na funkcje

poznawcze, oceniono jego aktywnoúÊ w teúcie biernego unikania u myszy. Test ten oparty jest

na nabywaniu, przechowywaniu i utrzymaniu przez zwierzÍ awersyjnego warunkowania Paw-

≥owowskiego (bodziec bólowy). Reakcja biernego unikania angaøuje procesy pamiÍci krótko-

i d≥ugotrwa≥ej oraz jest powiπzana z uwagπ, percepcjπ i integracjπ sensomotorycznπ [54]. Zatem

informacja czy zwiπzek upoúledza ten z≥oøony proces, jest niezwykle istotna w przypadku

kandydatów na leki. Przeprowadzone w ramach niniejszej pracy eksperymenty zademonstrowa≥y,

øe jednorazowe, dootrzewnowe podanie zwiπzku HBK-15 w dawce 0,625 mg/kg wyd≥uøa≥o

o ok. 67% czas wejúcia myszy do ciemnego pomieszczenia. Podanie pozosta≥ych dawek (tj.

0,3 i 1,25 mg/kg) nie wp≥ywa≥o istotnie na funkcje poznawcze myszy. Wynik ten sugeruje, øe

HBK-15 posiada w≥aúciwoúci usprawniajπce procesy pamiÍciowe w wπskim zakresie dawek. Co

wiÍcej, podanie zwiπzku w dawce 0,625 mg/kg odwraca≥o takøe zaburzenia pamiÍci powodowane

przez skopolaminÍ (cholinolityk). Obserwowany efekt jest prawdopodobnie zwiπzany w≥aúci-

woúciami antagonistycznymi zwiπzku HBK-15 wzglÍdem receptorów 5-HT1A. Udowodniono

bowiem, øe blokada receptorów 5-HT1A moøe zwiÍkszaÊ uwalnianie acetylocholiny i glutaminianu

w hipokampie, co w konsekwencji prowadzi do poprawienia funkcji poznawczych [55].
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Podsumowujπc, zaprezentowane w pracy H1 badania wykaza≥y, øe HBK-15 utrzymy-

wa≥ swoje dzia≥anie przeciwdepresyjne po podaniu przewlek≥ym, a efekt ten sko-

relowany by≥ ze wzrostem poziomu serotoniny w hipokampie. Co istotne, HBK-15

poprawia≥ takøe pamiÍÊ u myszy i nie posiada≥ istotnych w≥aúciwoúci cholinolitycznych.

H2. Pytka K, G≥uch-Lutwin M, KotaÒska M, Waszkielewicz A, Kij A, Walczak M. Single

administration of HBK-15-a triple 5-HT1A, 5-HT7, 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; IF2016 = 6,190; MNiSW2016 = 40 pkt)

AktywnoúÊ zwiπzku HBK-15 by≥a do tej pory oceniana w testach, lecz nie w modelach

depresji. Naleøy zaznaczyÊ, øe istnieje róønica miÍdzy testem a modelem depresji. W testach

behawioralnych manipulacje warunkami úrodowiskowymi zmieniajπ zachowanie zwierzπt, które to

z kolei modulowane jest przez leki przeciwdepresyjne. W odróønieniu od testów, modele depresji

próbujπ naúladowaÊ zmiany (nie tylko behawioralne, ale równieø neurochemiczne) obserwowane

u osób chorujπcych na depresjÍ, przez co efekty farmakologiczne moøna zaobserwowaÊ dla

zwiπzków z rzeczywistym potencja≥em przeciwdepresyjnym. Biorπc to pod uwagÍ, dzia≥anie prze-

ciwdepresyjne zwiπzku HBK-15 ocenione zosta≥o w modelu depresji indukowanej przewlek≥ym

podaniem kortykosteronu. Model depresji indukowanej podaniem kortykosteronu jest szeroko

stosowanym modelem w badaniach przedklinicznych [56]. Wykazano, øe wielokrotne podanie

tego glikokortykosteroidu powoduje zmiany w zachowaniu zwierzπt (np. zmniejszenie spoøycia

roztworu sacharozy lub wyd≥uøenie czasu bezruchu w teúcie wymuszonego p≥ywania [57]),

którym towarzyszπ m.in. zaburzenia neurogenezy i zmniejszenie siÍ wydzielania czynników

neurotropowych [58, 59].

W pierwszym etapie badaÒ opisanych w niniejszej pracy, zarówno kortykosteron jak

i badany zwiπzek podawane by≥y codziennie przez 3 tygodnie, a testy behawioralne wykonane

po up≥ywie przynajmniej 24 h od ostatniej iniekcji. Jako testy oceniajπce aktywnoúÊ potencjal-

nie przeciwdepresyjnπ uøyto testów wymuszonego p≥ywania i preferencji sacharozy. Dzia≥anie

przeciwlÍkowe oceniono wykorzystujπc test uniesionego labiryntu krzyøowego. AktywnoúÊ prze-
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ciwdepresyjnπ oraz przeciwlÍkowπ zweryfikowano oznaczajπc wp≥yw zwiπzku na ruchliwoúÊ

lokomotorycznπ zwierzπt. HBK-15 podawany by≥ dootrzewnowo w dwóch dawkach (0,625 oraz

1,25 mg/kg), wybranych na podstawie wyników opisanych w pracy H1. Po zakoÒczeniu wszyst-

kich eksperymentów wyizolowano hipokampy, w których oznaczono poziom BDNF i NGF.

Przeprowadzone eksperymenty wykaza≥y, øe myszy, którym podawany by≥ HBK-15 w dawce

1,25 mg/kg (lecz nie 0,625 mg/kg), nie wykazywa≥y zachowaÒ depresyjnych (tj. zmniejszonej

preferencji wzglÍdem roztworu sacharozy czy wyd≥uøonego czasu bezruchu w teúcie wymuszonego

p≥ywania). Ponadto badany zwiπzek zapobiega≥ obniøeniu poziomu BDNF oraz NGF w hipo-

kampie, co jest jednym z efektów obserwowanych po podaniu leków przeciwdepresyjnych [60].

Biorπc pod uwagÍ wyniki eksperymentu przewlek≥ego, w kolejnym etapie oceniona zosta≥a

aktywnoúÊ zwiπzku po podaniu jednokrotnym. Podobnie jak poprzednio, kortykosteron podawa-

ny by≥ codziennie przez 3 tygodnie, natomiast HBK-15 jednorazowo 24 h po ostatniej iniekcji

kortykosteronu. Do badania wybrano dawkÍ aktywnπ po podaniu przewlek≥ym tj. 1,25 mg/kg.

Jako test oceniajπcy aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ uøyto testu wymuszonego p≥ywania, a wyniki

zweryfikowano oceniajπc wp≥yw zwiπzku na ruchliwoúÊ lokomotorycznπ myszy. Przeprowadzony

eksperyment wykaza≥, øe jednorazowe podanie HBK-15 skraca≥o, wyd≥uøony przez podanie

kortykosteronu, czas bezruchu myszy do poziomu grupy kontrolnej. Co ciekawe, jednorazowe

podanie HBK-15 regulowa≥o takøe obniøony poziom BDNF (do poziomu oznaczonego u myszy

kontrolnych, nie otrzymujπcych kortykosteronu). Podobne efekty powodowa≥o podanie ketami-

ny, lecz nie fluoksetyny. Wyniki przeprowadzonego eksperymentu sπ bardzo obiecujπce, gdyø

øaden z obecnie dostÍpnych leków przeciwdepresyjnych nie wykazuje aktywnoúci po podaniu

jednorazowym.

Kolejnym etapem badaÒ by≥o poszerzenie charakterystyki receptorowej zwiπzku HBK-15.

W tym celu oznaczony zosta≥ jego wp≥yw na receptory serotoninowe 5-HT3, wykorzystujπc model

izolowanego jelita úwinki morskiej. Wyniki przeprowadzonych eksperymentów jednoznacznie

wskaza≥y, øe HBK-15 jest silnym (porównywalnym do ondansetronu) niekompetycyjnym antago-

nistπ tego receptora (pKB = 7,36). Antagoniúci receptorów 5-HT3 wykazujπ istotne dzia≥anie

przeciwdepresyjne u gryzoni [38]. Wydaje siÍ zatem wysoce prawdopodobne, øe blokowanie tych

receptorów ma istotne znaczenie w mechanizmie dzia≥ania zwiπzku HBK-15.
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Ostatnim etapem badaÒ prezentowanych w niniejszej pracy, by≥a ocena profilu farmako-

kinetycznego zwiπzku HBK-15, podanego w dawce aktywnej w modelu depresji (1,25 mg/kg).

Wyniki badaÒ wykaza≥y, øe HBK-15 wch≥ania≥ siÍ szybko, przy czym najwyøsze stÍøenie w mózgu

osiπga≥ po 5 min od podania dootrzewnowego, co jest efektem korzystnym. Zwiπzek charakteryzo-

wa≥ siÍ okresem pó≥trwania t0,5 = 83,5 min (podanie dootrzewnowe), duøπ objÍtoúciπ dystrybucji

oraz biodostÍpnoúciπ równπ 54%. Zarówno po podaniu dootrzewnowym, jak i doøylnym zwiπzek

HBK-15 dobrze przenika≥ przez barierÍ krew-mózg.

Podsumowujπc, zaprezentowane w pracy H2 badania zademonstrowa≥y, øe HBK-15

wykazywa≥ dzia≥anie przeciwdepresyjne juø po jednorazowym podaniu w modelu

depresji indukowanej podaniem kortykosteronu u myszy. W tym samym modelu aktyw-

noúÊ przeciwdepresyjna oraz przeciwlÍkowa obserwowana by≥a takøe po podaniu przewlek≥ym.

Badania przy uøyciu modelu izolowanego jelita úwinki morskiej wykaza≥y, øe HBK-15 jest

silnym antagonistπ receptorów 5-HT3. Badany zwiπzek w dawce 1,25 mg/kg wch≥a-

nia≥ siÍ szybko, dobrze przenika≥ przez barierÍ krew-mózg oraz charakteryzowa≥ siÍ

stosunkowo wysokπ biodostÍpnoúciπ.

H3. Pytka K, G≥uch-Lutwin M, KotaÒska M, Ømudzka 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; IF2016 = 3,002; MNiSW2016 = 30 pkt)

Aby potwierdziÊ potencja≥ przeciwdepresyjny zwiπzku HBK-15, w ramach kolejnej pracy

oznaczona zosta≥a jego aktywnoúÊ przeciwdepresyjna w modelu nieprzewidywalnego chronicznego

≥agodnego stresu u myszy. Uwaøa siÍ, øe model ten jest jednym z najdoskonalszych modeli

depresji tj. najlepiej obrazuje zmiany obserwowane u chorych na depresjÍ [61]. Podobnie do

modelu depresji indukowanej podaniem kortykosteronu, nieprzewidywalny, chroniczny ≥agodny

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

Opisana w niniejszej pracy procedura nieprzewidywalnego, ≥agodnego chronicznego

stresu trwa≥a 4 tygodnie. HBK-15 podawany by≥ myszom raz dziennie w dawkach 1,25 lub
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2,5 mg/kg, które zosta≥y wybranie na podstawie wyników otrzymanych w pracy H2. Jako

testy oceniajπce aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ uøyte zosta≥y testy wymuszonego p≥ywania oraz

spoøycia sacharozy. Eksperymenty wykaza≥y, øe w przeciwieÒstwie do myszy stresowanych,

które otrzymywa≥y sól fizjologicznπ, u myszy którym podano HBK-15 w dawce 2,5 mg/kg

(lecz nie 1,25 mg/kg) nie zaobserwowano zmniejszonego spoøycia roztworu sacharozy oraz

wyd≥uøonego czasu bezruchu. Podobne wyniki otrzymano dla zwiπzku odniesienia - fluoksetyny.

Podanie HBK-15 chroni≥o takøe stresowane myszy przed obniøeniem poziomu neurotrofin

BDNF oraz NGF zarówno w hipokampie, jak i w korze przedczo≥owej. Dodatkowo badany

zwiπzek zapobiega≥ wzrostowi poziomu kortykosteronu we krwi oraz zwiÍkszeniu wzglÍdnej masy

nadnerczy. Wyniki te jednoznacznie wskazujπ, øe HBK-15 chroni≥ zwierzÍta przed negatywnymi

skutkami nieprzewidywalnego, chronicznego ≥agodnego stresu.

Jak wspomniano w punkcie 4.1.3, w poprzednich badaniach aktywnoúci wewnÍtrznej

stwierdzono w≥aúciwoúci antagonistyczne zwiπzku wobec receptora 5-HT1A stosujπc metodÍ

opartπ o pomiar wewnπtrzkomórkowego poziomu wapnia [48]. Opisane w niniejszej pracy analizy

funkcjonalne, wykonane w oparciu o pomiar poziomu cAMP, potwierdzi≥y, øe badany zwiπzek jest

antagonistπ tego receptora. W≥aúciwoúci antagonistyczne zwiπzku HBK-15 wzglÍdem receptora

5-HT1A zosta≥y zatem potwierdzone w dwóch niezaleønych metodach oceniajπcych poziom

wtórnych przekaüników, które biorπ udzia≥ w procesie transdukcji sygna≥u. Ponadto w pracy

H3 zademonstrowano, øe HBK-15 posiada w≥aúciwoúci antagonistyczne wzglÍdem receptorów

dopaminowych D2 (IC50 = 68 nM) oraz bardzo s≥abe, pomijalne, w stosunku do receptorów

5-HT2A (IC50 = 4450 nM).

Antagoniúci receptorów D2 mogπ wykazywaÊ aktywnoúÊ przeciwpsychotycznπ, ale teø

powodowaÊ dzia≥ania niepoøπdane, takie jak katalepsja. W zwiπzku z tym ocenie poddano

potencjalne dzia≥anie przeciwpsychotyczne HBK-15, wykorzystujπc dwa powszechnie stosowane

testy u myszy – test odwracania hiperlokomocji wywo≥ywanej podaniem amfetaminy oraz

dizocylpiny (niekompetycyjny antagonista receptorów NMDA). HBK-15 podany w szerokim

zakresie dawek (1,25 - 20 mg/kg), nie wykaza≥ aktywnoúci w powyøszych testach, co sugeruje

brak aktywnoúci przeciwpsychotycznej. Podobnie, nie zaobserwowano tendencji zwiπzku do

wywo≥ywania katalepsji. W zwiπzku z tym moøna przypuszczaÊ, øe badany zwiπzek nie bÍdzie
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wywo≥ywa≥ zaburzeÒ pozapiramidowych, takich jak dyskinezy.

Ostatnim etapem badaÒ prezentowanych w niniejszej pracy by≥a ocena profilu farmako-

kinetycznego badanego zwiπzku, podanego w dawce aktywnej w powyøszym modelu depresji,

tj. 2,5 mg/kg. Wyniki eksperymentów wykaza≥y, øe HBK-15 wch≥ania≥ siÍ szybko, przy czym

najwyøsze stÍøenie w mózgu osiπga≥ po 15 min od podania dootrzewnowego. Zwiπzek charak-

teryzowa≥ siÍ okresem pó≥trwania t0,5 = 63,7 min (podanie dootrzewnowe), duøπ objÍtoúciπ

dystrybucji i biodostÍpnoúciπ równπ 25%. Zarówno po podaniu dootrzewnowym jak i doøylnym

dobrze przenika≥ barierÍ przez krew-mózg.

Warto zwróciÊ uwagÍ na róønice w biodostÍpnoúci pomiÍdzy dawkπ 1,25 mg/kg (54%),

opisanπ w pracy H2, a dawkπ 2,5 mg/kg (25%). Jest kilka moøliwych przyczyn tego zjawiska.

Zwiπzki o charakterze zasadowym, do których naleøy HBK-15, mogπ ulegaÊ zjawisku lizoso-

motropizmu [63]. Tkanki bogate w lizosomy (np. p≥uca, wπtroba, nerki czy úledziona) tworzπ

wewnπtrzkomórkowy subkompartment o charakterze kwaúnym, co stanowi pu≥apkÍ dla leków

zasadowych i sprzyja ich kumulacji [64]. Zwiπzek HBK-15 moøe byÊ takøe substratem dla

P-glikoproteiny, która aktywnie usuwa ksenobiotyki z wnÍtrza komórek, zapobiegajπc ich kumu-

lacji i utrudniajπc osiπganie miejsc docelowych. Kolejnπ moøliwoúciπ jest zjawisko autoindukcji,

w efekcie której przyspiesza siÍ metabolizm zwiπzku. Zaobserwowane róønice w biodostÍpnoúci

mogπ takøe wynikaÊ z kinetyki wysycenia, która to z kolei moøe wskazywaÊ na nieliniowoúÊ

w procesie farmakokinetyki.

Podsumowujπc, zaprezentowane w pracy H3 badania wykaza≥y, øe HBK-15 chroni≥

myszy przed negatywnym wp≥ywem nieprzewidywalnego, ≥agodnego chroniczne-

go stresu. Eksperymenty potwierdzi≥y, øe badany zwiπzek jest antagonistπ receptorów

5-HT1A. Pomimo w≥aúciwoúci antagonistycznych wzglÍdem receptorów D2, zwiπzek nie wy-

kaza≥ dzia≥ania potencjalnie przeciwpsychotycznego oraz nie powodowa≥ katalepsji. HBK-15

w dawce 2,5 mg/kg szybko siÍ wch≥ania≥ i dobrze przenika≥ barierÍ krew-mózg.
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tests in mice. Progress in Neuro-Psychopharmacology & Biological Psychiatry. 2017, 79:378-

385.

(Elsevier; IF2016 = 4,187; MNiSW2016 = 35 pkt)

Depresja jest najczÍstszym zaburzeniem psychicznym rozpoznawanym u pacjentów z pa-

daczkπ [19]. Niestety, wiÍkszoúÊ leków przeciwdepresyjnych obniøa próg drgawkowy [21]. Majπc

to na uwadze, przeprowadzone w niniejszej pracy eksperymenty mia≥y na celu ocenÍ wp≥ywu

HBK-15 na próg drgawkowy u myszy. Do tego celu uøyto trzech powszechnie stosowanych testów:

testu maksymalnego wstrzπsu elektrycznego, testu drgawek wywo≥anych doøylnym podaniem

pentylenetetrazolu i testu drgawek psychomotorycznych wywo≥ywanych prπdem o czÍstotliwoúci

6 Hz. We wszystkich eksperymentach HBK-15 podawany by≥ dootrzewnowo.

W pierwszej kolejnoúci oznaczony zosta≥ wp≥yw HBK-15 na próg drgawkowy w teúcie

drgawek wywo≥anych podaniem pentylenetetrazolu. Pentylenetetrazol, niekompetycyjny antago-

nista receptora GABAA, wywo≥uje u zwierzπt drgawki naúladujπce mioklonie oraz uogólnione

napady toniczno-kloniczne u ludzi [65]. HBK-15 nie wp≥ywa≥ na próg drgawkowy w tym teúcie,

lecz znaczπco zmniejsza≥ úmiertelnoúÊ myszy. Otrzymane wyniki sugerujπ, øe badany zwiπzek

nie wp≥ywa istotnie na transmisjÍ GABA-egicznπ.

Kolejnym etapem by≥a ocena aktywnoúci zwiπzku w teúcie maksymalnego wstrzπsu

elektrycznego, który naúladuje uogólnione napady toniczno-kloniczne (grand mal) u ludzi [66].

Co ciekawe, HBK-15 istotnie podwyøsza≥ próg drgawkowy w tym teúcie. Poniewaø badany

zwiπzek wykaza≥ wysokie powinowactwo do bramkowanych napiÍciem neuronalnych kana≥ów

sodowych (miejsce 2; IC50 = 1.4 µM), jego dzia≥anie w teúcie maksymalnego wstrzπsu elektrycz-

nego mog≥o byÊ zwiπzane z blokowaniem tych kana≥ów. Z drugiej strony, naleøy podkreúliÊ, øe

zwiπzki, które silnie wiπøπ siÍ z neuronalnymi kana≥ami sodowymi, mogπ takøe wp≥ywaÊ na

kana≥y sodowe obecne w miÍúniu sercowym. To z kolei moøe prowadziÊ do zaburzeÒ rytmu serca.

Warto zatem podkreúliÊ, øe w poprzednich badaniach nie zaobserwowano niepokojπcych zmian
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w elektrokardiogramie po podaniu zwiπzku HBK-15 u szczurów [49].

Niektóre leki przeciwpadaczkowe (np. lewetiracetam) sπ nieaktywne w opisanych powyøej

testach, ale wykazujπ dzia≥anie w teúcie drgawek psychomotorycznych wywo≥ywanych prπdem

o czÍstotliwoúci 6 Hz [67]. W zwiπzku z tym kolejnym krokiem by≥o oznaczenie potencjalnej

aktywnoúci przeciwdrgawkowej HBK-15 w teúcie drgawek psychomotorycznych wywo≥ywanych

prπdem o czÍstotliwoúci 6 Hz. Drgawki psychomotoryczne wywo≥ywane prπdem o czÍstotliwoúci

6 Hz stanowiπ model napadów czÍúciowych i potencjalny model padaczki lekoopornej [68].

Przeprowadzone w niniejszej pracy badania wykaza≥y, øe zwiπzek HBK-15 istotnie podwyøsza≥

próg drgawkowy w powyøszym teúcie. Biorπc pod uwagÍ, øe test drgawek psychomotorycznych

wywo≥ywanych prπdem o czÍstotliwoúci 6 Hz uwaøany jest za model napadów lekoopornych,

otrzymane wyniki sπ bardzo obiecujπce.

Leki wp≥ywajπce na oúrodkowy uk≥ad nerwowy mogπ powodowaÊ utratÍ koordynacji oraz

si≥y miÍúniowej, stπd ostatnim etapem badaÒ by≥o okreúlenie wp≥ywu badanego zwiπzku na

wytrzyma≥oúÊ miÍúni szkieletowych i koordynacjÍ ruchowπ u myszy. Eksperymenty wykaza≥y, øe

HBK-15 w dawkach stosowanych w testach drgawkowych, nie wykaza≥ negatywnego wp≥ywu na

koordynacjÍ ruchowπ czy si≥Í miÍúni gryzoni, co wskazuje na jego bezpieczeÒstwo.

Podsumowujπc, zaprezentowane w pracy H4 badania wykaza≥y, øe w zaleønoúci od za-

stosowanego testu HBK-15 podwyøsza≥ lub nie obniøa≥ progu drgawkowego u myszy.

Ponadto badany zwiπzek istotnie zmniejsza≥ úmiertelnoúÊ zwierzπt w teúcie drgawek in-

dukowanych doøylnπ iniekcjπ pentylenetetrazolu. Powyøsze w≥aúciwoúci mogπ wynikaÊ z silnego

powinowactwa badanego zwiπzku do bramkowanych napiÍciem neuronalnych kana-

≥ów sodowych (miejsce 2). HBK-15 nie upoúledza≥ koordynacji ruchowej lub si≥y miÍúniowej

gryzoni, co wskazuje na jego bezpieczeÒstwo.
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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:e0165495.

(PLoS One; IF2016 = 2,806; MNiSW2016 = 35 pkt)

Ostatnim etapem badaÒ nad zwiπzkiem HBK-15 by≥a wstÍpna ocena jego bezpieczeÒstwa.

W poprzednich eksperymentach HBK-15 wykaza≥ istotne dzia≥anie antagonistyczne w stosunku

do receptorów adrenergicznych –1, a takøe aktywnoúÊ hipotensyjnπ po podaniu jednorazo-

wym [49]. Mimo øe dzia≥anie hipotensyjne wystÍpowa≥o w dawkach wyøszych niø przeciwde-

presyjne, przewlek≥e stosowanie HBK-15 mog≥oby powodowaÊ obniøenie ciúnienia tÍtniczego.

Biorπc to pod uwagÍ pierwszym etapem badaÒ opisanych w niniejszej pracy by≥a ocena wp≥ywu

HBK-15 na ciúnienie tÍtnicze krwi po podaniu przewlek≥ym. Zwiπzek podawany by≥ szczurom

dootrzewnowo przez dwa tygodnie w dawkach 1,25 i 2,5 mg/kg, a ciúnienie tÍtnicze mierzono

3 razy w tygodniu. Przeprowadzony eksperyment nie wykaza≥ istotnego dzia≥ania hipotensyjnego

zwiπzku HBK-15 u gryzoni.

Leki przeciwdepresyjne mogπ wp≥ywaÊ negatywnie na profil lipidowy [69–73] oraz gospo-

darkÍ wÍglowodanowπ [74], a takøe zaburzaÊ funkcjonowanie wπtroby [75]. W zwiπzku z tym

kolejnym krokiem by≥o oznaczenie wp≥ywu przewlek≥ego podania zwiπzku HBK-15 na poziom

triglicerydów, cholesterolu ca≥kowitego, HDL, LDL, glukozy, aminotransferazy alaninowej, amino-

transferazy asparaginowej i “-glutamylotransferazy we krwi. Analiza biochemiczna próbek krwi

nie wykaza≥a negatywnego wp≥ywu HBK-15 na profil lipidowy, poziom glukozy czy aktywnoúÊ

enzymów wπtrobowych. Podobnie, w eksperymentach oceniajπcych potencjalnπ cytotoksycznoúÊ

badanego zwiπzku przy uøyciu linii komórkowej ludzkiej hepatomy HepG2, nie stwierdzono

dzia≥ania cytotoksycznego HBK-15 w stÍøeniu 1 µM. Ponadto w przeprowadzonych testach

oceniajπcych wp≥yw osocza na zdolnoúÊ redukcji øelaza, poziom tioli niebia≥kowych oraz zdolnoúÊ

do neutralizacji wolnych rodników 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylu (DPPH), zwiπzek nie wykaza≥

dzia≥ania antyoksydacyjnego.

Blokada receptorów histaminowych H1 w oúrodkowym uk≥adzie nerwowym moøe powo-

dowaÊ róøne niepoøπdane efekty, w tym zawroty g≥owy, lÍki lub nasilony apetyt, prowadzπcy
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do zwiÍkszenia masy cia≥a. Biorπc to pod uwagÍ zbadany zosta≥ wp≥yw zwiπzku HBK-15 na

receptory H1 przy uøyciu modelu izolowanego jelita úwinki morskiej. Badania wykaza≥y, øe

HBK-15 posiada≥ bardzo s≥abe, pomijalne, w≥aúciwoúci przeciwhistaminowe (pKB = 6,19).

Podsumowujπc, zaprezentowane w pracy H5 badania wykaza≥y, øe przewlek≥e podanie

HBK-15 nie wp≥ywa≥o istotnie na ciúnienie tÍtnicze krwi, profil lipidowy, poziom

glukozy oraz nie zmienia≥o aktywnoúci enzymów wπtrobowych u szczurów. HBK-15

nie wykaza≥ takøe istotnych w≥aúciwoúci przeciwhistaminowych czy antyoksydacyjnych.

4.3.4. Podsumowanie

Na podstawie wyników badaÒ, których rezultatem jest osiπgniÍcie naukowe, bÍdπce

podstawπ ubiegania o nadanie stopnia doktora habilitowanego, moøna wyciπgnπÊ nastÍpujπce

wnioski:

• Przeprowadzone badania potwierdzi≥y, øe HBK-15 jest antagonistπ receptora 5-HT1A.

Ponadto zwiπzek silnie blokowa≥ receptory 5-HT3. HBK-15 wykaza≥ takøe w≥aúciwoúci an-

tagonistyczne wzglÍdem receptora dopaminowego D2 oraz posiada≥ wysokie powinowactwo

do bramkowanych napiÍciem neuronalnych kana≥ów sodowych (miejsce 2). Zwiπzek nie

wykaza≥ znaczπcych w≥aúciwoúci cholinolitycznych czy przeciwhistaminowych.

• Badany zwiπzek utrzymywa≥ aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ po podaniu przewlek≥ym

u myszy, która skorelowana by≥a z podniesieniem poziomu serotoniny w hipokampie.

• HBK-15 wykaza≥ dzia≥anie przeciwdepresyjne juø po jednorazowym podaniu w mysim

modelu depresji indukowanej podaniem kortykosteronu. W tym samym modelu wykaza≥

aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ i przeciwlÍkowπ po podaniu przewlek≥ym. Ponadto zwiπzek

przeciwdzia≥a≥ obniøeniu poziomu neurotrofin BDNF i NGF w hipokampie u myszy

z wyindukowanym modelem depresji.

• HBK-15 wykaza≥ aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ oraz przeciwlÍkowπ po podaniu przewle-

k≥ym w modelu nieprzewidywalnego, przewlek≥ego ≥agodnego stresu u myszy. Podanie
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zwiπzku zapobiega≥o obniøeniu poziomu BDNF i NGF w hipokampie oraz korze przedczo-

≥owej, a takøe przeciwdzia≥a≥o podniesieniu siÍ poziomu kortykosteronu i wzglÍdnej masy

nadnerczy.

• HBK-15 wykaza≥ dodatkowe w≥aúciwoúci prokognitywne, a takøe odwraca≥ deficyty pamiÍci

powodowane przez skopolaminÍ u myszy.

• Badany zwiπzek podany w szerokim zakresie dawek nie wykaza≥ dzia≥ania przeciwpsycho-

tycznego oraz nie powodowa≥ katalepsji u myszy.

• HBK-15 nie wp≥ywa≥ lub nawet podwyøsza≥ próg drgawkowy w testach drgawkowych

u myszy. Dodatkowo istotnie zmniejsza≥ úmiertelnoúÊ gryzoni w teúcie drgawek indukowa-

nych doøylnπ iniekcjπ pentylenetetrazolu. Zwiπzek nie upoúledza≥ koordynacji ruchowej

czy si≥y miÍúniowej myszy.

• Pomimo w≥aúciwoúci –1-adrenolitycznych, przewlek≥e podanie HBK-15 nie wp≥ywa≥o istot-

nie na ciúnienie tÍtnicze krwi u szczurów. Badany zwiπzek nie zaburza≥ takøe profilu

lipidowego, poziomu glukozy oraz nie zwiÍksza≥ aktywnoúci enzymów wπtrobowych. Po-

nadto zwiπzek nie dzia≥a≥ cytotoksycznie i nie wykaza≥ aktywnoúci antyoksydacyjnej.

• Z uwagi na szybkie wch≥anianie zwiπzek HBK-15 moøe pos≥uøyÊ jako struktura modelowa

do dalszych modyfikacji, majπcych na celu poprawienie w≥aúciwoúci farmakokinetycznych.

Poszerzone badania farmakologiczne pozwoli≥y okreúliÊ interesujπcπ aktywnoúÊ prze-

ciwdepresyjnπ zwiπzku HBK-15 z dodatkowπ komponentπ przeciwlÍkowπ i proko-

gnitywnπ. Zwiπzek ten moøna traktowaÊ jako strukturÍmodelowπ w procesie poszu-

kiwania nowych leków mogπcych znaleüÊ zastosowanie w terapii zaburzeÒ nastroju

u róønych grup pacjentów.
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5. Omówienie pozosta≥ych osiπgniÍÊ naukowo-badawczych

5.1. AktywnoúÊ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

W trakcie studiów farmaceutycznych na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM zainte-

resowa≥am siÍ tematykπ poszukiwania zwiπzków biologicznie aktywnych oraz okreúlaniem ich

mechanizmów dzia≥ania. Na IV roku studiów zapisa≥am siÍ do Ko≥a Farmakologicznego dzia≥a-

jπcego przy Katedrze Farmakodynamiki UJ CM, gdzie zapoznawa≥am siÍ z metodykπ badaÒ na

zwierzÍtach. Moje prace w ramach Ko≥a Farmakologicznego zosta≥y dwukrotnie wyróønione na

konferencjach polskich i miÍdzynarodowych. W 2007 r. zdoby≥am wyróønienie za komunikat

naukowy na International Medical Student’s Conference w Krakowie za pracÍ pt.:

„Ocena dzia≥ania analgetycznego nowych –-aminopodstawionych “-butyrolaktonów i produktów

ich aminolizy w wybranych testach przeciwbólowych” oraz drugie miejsce na II Ogólno-

polskim Kongresie M≥odych Farmaceutów w Poznaniu za pracÍ pt.: „Ocena dzia≥ania

przeciwhistaminowego monoterpenowych pochodnych propranololu w modelu izolowanego jelita

úwinki morskiej”.

Moje zainteresowanie badaniami farmakologicznymi spowodowa≥o, øe w 2008 r. zde-

cydowa≥am siÍ na 5-miesiÍczny 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 staøu uczy≥am siÍ technik immunohistochemicz-

nych oraz Western blot, dziÍki czemu poszerzy≥am mój warsztat badawczy o metody in vitro.

Po powrocie do Polski, w tym samym roku obroni≥am pracÍ magisterskπ pod kierunkiem dr hab.

Tadeusza Librowskiego, prof. UJ. Po odbyciu obowiπzkowej praktyki zawodowej, w 2009 r.

rozpoczÍ≥am studia doktoranckie na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM. W tym samym roku

ukaza≥a siÍ publikacja P1, bÍdπca wynikiem moich prac w ramach Ko≥a Farmakologicznego.

Badania farmakologiczne w ramach mojej pracy doktorskiej prowadzi≥am w Katedrze Far-

makodynamiki UJ CM. Eksperymenty wykonywa≥am na dwóch grupach zwiπzków tj. pochodnych

ksantonu oraz aroksyalkilowych pochodnych N -(2-metoksyfenylo)piperazyny, zsyntezowanych
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w Zak≥adzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJ CM, kierowanym przez

prof. dr. hab. Henryka MaronÍ. Moje badania mia≥y na celu znalezienie zwiπzków o potencjalnej

aktywnoúci przeciwdepresyjnej, które bÍdπ wykazywaÊ dodatkowo dzia≥anie przeciwlÍkowe. Prze-

prowadzone eksperymenty zaowocowa≥y wyselekcjonowaniem najbardziej aktywnych struktur

z obu grup. Wyniki moich badaÒ zaprezentowa≥am w 2012 r. na VI KopernikaÒskim Se-

minarium Doktoranckim w Toruniu oraz I Ogólnopolskiej Konferencji Doktorantów

i M≥odych Naukowców. Na obu konferencjach moje badania zosta≥y wyróønione.

W latach 2011-2013 kierowa≥am projektem dla m≥odych naukowców pt.: „Ocena

dzia≥ania oúrodkowego nowych piperazynowych pochodnych ksantonu” finansowanym przez

Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyøszego. Ponadto w tym czasie pod opiekπ prof. dr hab. Bar-

bary Filipek poszerza≥am swojπ wiedzÍ przygotowujπc publikacje przeglπdowe (prace P7 - P12).

Bra≥am takøe udzia≥ w eksperymentach prowadzonych w Katedrze Farmakodynamiki, co zaowo-

cowa≥o wspó≥autorstwem w kilku publikacjach oryginalnych (prace P2 - P5).

W 2013 r. obroni≥am z wyróønieniem pracÍ doktorskπ pod kierunkiem prof. dr hab.

Barbary Filipek. W tym samym roku ukaza≥a siÍ publikacja P6, bÍdπca wynikiem wspó≥pracy

z dr Annπ Rapacz z Katedry Farmakodynamiki UJ CM, w której zademonstrowana zosta≥a

aktywnoúÊ przeciwarytmiczna oraz hipotensyjna nowych pochodnych ksantonu, zsyntezowanych

w Zak≥adzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJ CM.

Podsumowanie dorobku naukowego przed otrzymaniem stopnia doktora:

Liczba publikacji: 12

£πczny impact factor : 5,037

£πczna liczba punktów MNiSW: 94
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5.2. AktywnoúÊ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych prowadzi≥am badania farmako-

logiczne w Katedrze Farmakodynamiki UJ CM. Moja dzia≥alnoúÊ naukowa koncentrowa≥a siÍ

g≥ównie wokó≥ poszukiwania nowych substancji o aktywnoúci oúrodkowej. Kontynuowa≥am ekspe-

rymenty na najbardziej aktywnych zwiπzkach wyselekcjonowanych w ramach pracy doktorskiej.

W badanich wykorzystywa≥am testy i modele zwierzÍce, s≥uøπce do oceny dzia≥ania przeciw-

depresyjnego, przeciwlÍkowego oraz wp≥ywu na procesy pamiÍciowe. Badania farmakologiczne

na grupie aroksyalkilowych pochodnych (2-metoksyfenylo)piperazyny wykonywa≥am w ramach

dwóch grantów dla m≥odych naukowców, finansowanych przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa

Wyøszego, pt.:

• „Wp≥yw nowych aroksyalkilowych pochodnych 2-metoksyfenylopiperazyny na oúrodkowy

uk≥ad nerwowy i uk≥ad krπøenia” (2014-2016)

• „Ocena potencjalnej aktywnoúci przeciwdepresyjnej i przeciwlÍkowej nowych aroksyalkilo-

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

Badania przeprowadzone w ramach powyøszych projektów oraz wspó≥pracy z Zak≥adem

Farmacji Klinicznej UJ CM, kierowanym przez prof. dr hab. AnnÍ Weso≥owskπ, pozwoli≥y na

wyselekcjonowanie zwiπzków o dzia≥aniu przeciwdepresyjnym oraz przeciwlÍkowym, w tym

najaktywniejszej (2-aroksyetoksy)etylowej pochodnej 2-metoksyfenylopiperazyny - zwiπzku

HBK-15 (prace D3, D10 oraz D11). Ponadto dla tej grupy zwiπzków wykona≥am badania na

izolowanej aorcie i tÍtnicy ogonowej szczura oraz úledzionie myszy. Przeprowadzone eksperymenty

wykaza≥y wyraüne róønice pomiÍdzy zwiπzkami w blokowaniu poszczególnych podtypów receptora

–1-adrenergicznego. To z kolei mia≥o swoje odzwierciedlenie w aktywnoúci przeciwarytmicznej, tj.

zwiπzki które silniej blokowa≥y podtyp –1A, wykazywa≥y silniejsze dzia≥anie przeciwarytmiczne

(praca D15).

Poszerzone badania farmakologiczne nad zwiπzkiem HBK-15 sta≥y siÍ podstawπ ubiegania

o nadanie stopnia doktora habilitowanego. Wyniki eksperymentów zosta≥y szczegó≥owo opisane
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w punkcie 4.3 (prace habilitacyjne H1 - H5). Wykonane przeze mnie badania na izolowanych

tkankach zwierzÍcych pozwoli≥y na poszerzenie charakterystyki zwiπzku HBK-15 o receptory

5-HT3, M i H1 (prace H1, H2 i H5). DziÍki wspó≥pracy z Zak≥adem Radioligandów Katedry

Farmakobiologii UJ CM, kierowanym przez dr. hab. Tadeusza Librowskiego, prof. UJ, oznaczono

takøe aktywnoúÊ wewnÍtrznπ badanego zwiπzku wzglÍdem receptorów 5-HT1A (praca H3). Wy-

niki powyøszych eksperymentów potwierdzi≥y, øe zwiπzek HBK-15 jest antagonistπ receptorów

5-HT1A, a takøe silnie blokuje receptory 5-HT3. To sk≥oni≥o mnie do przygotowania publikacji

przeglπdowych D24 - D26, w których omówiono m.in. udzia≥ poszczególnych podtypów recep-

torów serotoninowych w dzia≥aniu przeciwdepresyjnym. Ponadto, w wyniku wspó≥pracy z dr

hab. Katarzynπ M≥yniec, prof. UJ, bra≥am udzia≥ w przygotowaniu publikacji omawiajπcych

znaczenie poszczególnych pierwiastków w zaburzeniach nastroju (prace D22 i D23).

W kolejnym etapie badaÒ nad HBK-15, wykorzystujπc modele in vivo tj. model depresji

indukowanej podaniem kortykosteronu oraz model nieprzewidywalnego, chronicznego ≥agodnego

stresu, wykaza≥am istotnπ aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ i przeciwlekowπ badanego zwiπzku

(prace H1 - H3). W≥aúciwoúci poprawiajπce pamiÍÊ posiadane przez HBK-15, oznaczy≥am

w oparciu o test biernego unikania (praca H1). Z kolei wp≥yw zwiπzku na próg drgawkowy

u myszy (praca H4) oceni≥am we wspó≥pracy z Zak≥adem Fizjologii Zwierzπt, Wydzia≥u Biologii

i Biotechnologii, Uniwersytetu Marii Curie-Sk≥odowskiej w Lublinie, kierowanym przez prof. dr.

hab. Piotra Wlazia. Ponadto dziÍki wspó≥pracy z Katedrπ Toksykologii UJ CM, kierowanπ przez

dr hab. MariÍ Walczak, przeprowadzono badania oceniajπce profil farmakokinetyczny zwiπzku

HBK-15 (prace H2 i H3), a takøe wyselekcjonowanej struktury z grupy pochodnych ksantonu

(praca D5).

Eksperymenty farmakologiczne przeprowadzone w drugiej grupie badanych zwiπzków, tj.

pochodnych ksantonu, równieø pozwoli≥y na wyselekcjonowanie struktur o istotnym dzia≥aniu

przeciwdepresyjnym, ale pozbawionych aktywnoúci przeciwlÍkowej. Pomimo niskiego powinowac-

twa do receptorów serotoninowych czy transportera serotoniny, dzia≥anie najbardziej aktywnych

struktur zwiπzane by≥o z aktywacjπ uk≥adu serotoninowego. Wyniki poszerzonych badaÒ nad

pochodnymi ksantonu zosta≥y opisane w pracach D1, D4, D5, D12 oraz D13.
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Kolejnym kierunkiem moich zainteresowaÒ by≥o poszukiwanie zwiπzków o w≥aúciwoúciach

przeciwarytmicznych wúród antagonistów receptora –1-adrenergicznego. Eksperymenty prowa-

dzi≥am wraz ze wspó≥pracownikami Katedry Farmakodynamiki UJ CM, (w tym z dr Annπ

Rapacz), w grupie pochodnych ksantonu, które zosta≥y zsyntetyzowane w Zak≥adzie Chemii

Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej. Rezultatem naszych badaÒ by≥o wyselekcjonowanie

kilku pochodnych ksantonu o w≥aúciwoúciach –1-adrenolitycznych. Zwiπzki wykaza≥y istotnπ

aktywnoúÊ przeciwarytmicznπ w róønych modelach arytmii (prace D2, D6 - D8). Moja wspó≥-

praca z dr Annπ Rapacz pod kierunkiem prof. dr hab. Barbary Filipek zaowocowa≥a równieø

powstaniem kilku publikacji przeglπdowych (prace D27-29), w których poruszane by≥y aktualne

tematy z dziedziny farmakologii i farmakoterapii.

W ramach projektów badawczych prowadzonych ze wspó≥pracownikami Katedry Farma-

kodynamiki UJ CM, w 2014 r. rozpoczÍ≥am eksperymenty majπce na celu znalezienie zwiπzków

skutecznie i bezpiecznie zmniejszajπcych masÍ cia≥a oraz korzystnie wp≥ywajπcych na metabolizm.

Wraz z dr Magdalenπ KotaÒskπ poszukiwa≥yúmy nowych struktur o potencjale anorektycznym

oraz nowych punktów uchwytu dla zwiπzków o dzia≥aniu zmniejszajπcym masÍ cia≥a. Efektem

naszej wspó≥pracy sπ prace D9, D16 oraz D19, w których zademonstrowane zosta≥y zwiπzki

aktywne w zwierzÍcych modelach oty≥oúci. Ponadto powsta≥a takøe praca przeglπdowa D30

poruszajπca problem oty≥oúci wúród osób chorych na schizofreniÍ. Nawiπza≥am równieø wspó≥-

pracÍ z dr hab. Ma≥gorzatπ Zygmunt, w wyniku której powsta≥a praca D17, demonstrujπca

aktywnoúÊ przeciwdepresyjnπ i przeciwlÍkowπ ligandów receptorów adenozynowych A2A, a takøe

publikacja przeglπdowa D21, omawiajπca postÍpy w leczeniu choroby Parkinsona.

W latach 2012-2016 by≥am wykonawcπ czÍúci badaÒ farmakologicznych w dwóch grantach

OPUS, finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki, otrzymanych przez wspó≥pracowników

Katedry Farmakodynamiki UJ CM pt.:

• „CzÍúciowi agoniúci receptorów alfa1A/D-adrenergicznych jako potencjalne zwiπzki popra-

wiajπce parametry urodynamiczne w ≥agodnym przeroúcie gruczo≥u krokowego”

(DEC-2011/03/B/NZ7/00724), kierownik: dr hab. Jacek Sapa, prof. UJ,
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• „Badanie aktywnoúci farmakologicznej nowych, nieselektywnych inhibitorów transportu

zwrotnego kwasu “-aminomas≥owego (GABA) w wybranych modelach behawioralnych

z wykorzystaniem sztucznej inteligencji jako metody analizy i klasyfikacji zachowaÒ oraz

predykcji efektywnych i toksycznych przedzia≥ów dawkowania”

(DEC-2012/05/B/NZ7/02705), kierownik: dr hab. Kinga Sa≥at, prof. UJ.

W obu projektach moje zadanie badawcze obejmowa≥o oznaczenia na izolowanych tkankach

zwierzÍcych.

W latach 2014-2017 by≥am wykonawcπ czÍúci badaÒ farmakologicznych w projekcie

OPUS pt.: „Poszukiwanie zwiπzków o dzia≥aniu oúrodkowym” (DEC-2013/11/B/NZ7/04834)

finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki i kierowanym przez dr hab. AnnÍ Waszkielewicz

z Zak≥adu Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej UJ CM. Rezultatem badaÒ

przeprowadzonych w ramach grantu by≥a pracaD18, w której opisano nowe zwiπzki o aktywnoúci

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”, która powsta≥a w ramach wyøej wspomnianego projektu, zdoby≥a

nagrodÍ za najlepszπ prezentacjÍ na 19th International Conference on Medicinal

Chemistry and Drug Design w Londynie (Wielka Brytania). Kontynuujπc wspó≥pra-

cÍ w Zak≥adem Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej, wykona≥am poszerzone

eksperymenty farmakologiczne dla amidoalkanolowych pochodnych kwasu cynamonowego. Prze-

prowadzone badania zaowocowa≥y wyselekcjonowaniem zwiπzku o aktywnoúci przeciwdepresyjnej

oraz przeciwlÍkowej, który zosta≥ opisany w pracy D14.

W 2016 r. rozpoczÍ≥am badania nad nowymi selektywnymi funkcjonalnie agonistami

receptora 5-HT1A w ramach grantu OPUS pt.: „Poszukiwanie selektywnych funkcjonalnie agoni-

stów receptora 5-HT1A jako nowych narzÍdzi farmakologicznych w opracowaniu terapii schorzeÒ

psychiatrycznych i neurodegeneracyjnych” (DEC-2015/19/B/NZ7/03543) finansowanego przez

Narodowe Centrum Nauki i kierowanego przez dr. hab. Marcina Ko≥aczkowskiego, prof. UJ

z Katedry Chemii Leków UJ CM. W ramach wspó≥pracy realizowany jest doktorat mgr Moniki

G≥uch-Lutwin, w którym jestem promotorem pomocniczym.
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Ponadto w 2017 r. bra≥am udzia≥ w drugim projekcie kierowanym przez dr. hab. Marcina

Ko≥aczkowskiego, prof. UJ i realizowanym przy wspó≥pracy z firmπ Adamed Sp. z o.o. pt.:

„Opracowanie nowych kandydatów na leki w terapii behawioralnych i psychologicznych sympto-

mów demencji (BPSD)”. Wspó≥praca badawcza z zespo≥em dr. hab. Marcina Ko≥aczkowskiego,

prof. UJ zaowocowa≥a powstaniem pracy D20, w której zademonstrowano nowy zwiπzek o dzia-

≥aniu multireceptorowym, wykazujπcy aktywnoúÊ przeciwpsychotycznπ, modulujπcπ nastrój oraz

poprawiajπcπ pamiÍÊ.

Celem poszerzenia warsztatu badawczego o nowe metody in vitro, w 2017 r. odby≥am

miesiÍczny staø naukowy w Katedrze Farmakologii na Wydziale Farmakologii, Tok-

sykologii i Farmacji, University of Veterinary Medicine w Hanowerze (Niemcy). Pod

opiekπ naukowπ prof. dr. med. Wolfganga Löschera i dr Birthe Gericke uczy≥am siÍ wykonywaÊ

eksperymenty z wykorzystaniem hodowli komórkowych, stosujπc metody immunohistochemiczne

oraz Western blot. W tym samym roku otrzyma≥am finansowanie projektu MINIATURA

(Narodowe Centrum Nauki) pt.: „Poszukiwanie mechanizmów wewnπtrzkomórkowych, odpo-

wiedzialnych za szybki potencjalnie przeciwdepresyjny efekt zwiπzku HBK-15, antagonisty

receptorów 5-HT1A, 5-HT7 i 5-HT3” (DEC-2017/01/B/X/00818). Celem grantu jest wyjaúnienie

mechanizmu wewnπtrzkomórkowego dzia≥ania zwiπzku HBK-15 w oparciu o metodÍ ELISA.

Jestem promotorem pomocniczym w 3 przewodach doktorskich. W latach 2014-

2016 doktoranci, którymi siÍ opiekujÍ, zdobyli ≥πcznie 4 nagrody na konferencjach krajo-

wych i miÍdzynarodowych. W latach 2014-2017 opiekowa≥am siÍ 5 magistrantami, spoúród

których praca pt.: „AktywnoúÊ farmakologiczna zwiπzku HBK-10 po podaniu przewlek≥ym” zdo-

by≥a drugie miejsce w Wydzia≥owym Konkursie Prac Magisterskich w 2015 roku. Od

2013 r. opiekujÍ siÍ studentami Farmakologicznego Ko≥a Naukowego dzia≥ajπcego przy Katedrze

Farmakodynamiki Wydzia≥u Farmaceutycznego UJ CM, w ramach którego przygotowujÍ studen-

tów do prowadzenia badaÒ naukowych oraz wystπpieÒ publicznych. Studenci pod mojπ opiekπ

zdobyli ≥πcznie 7 nagród na konferencjach krajowych i miÍdzynarodowych. Ponadto

w latach 2013-2017 sprawowa≥am opiekÍ naukowπ nad 5 laureatami Grantów Studenckiego

Towarzystwa Naukowego UJ CM.
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Moje osiπgniÍcia naukowe zosta≥y dwukrotnie wyróønione nagrodπ Dziekana Wy-

dzia≥u Farmaceutycznego UJ CM w roku 2016 oraz 2017. Ponadto w 2017 r. zosta≥am

laureatkπ programu MobilnoúÊ Plus finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnic-

twa Wyøszego, w ramach którego sfinansowany zostanie mój udzia≥ w badaniach naukowych

prowadzonych na Uniwersytecie Strathclyde w Glasgow (Wielka Brytania). Podczas mojego

rocznego wyjazdu bÍdÍ wykonywaÊ eksperymenty elektrofizjologiczne technikπ patch-clamp, co

znaczπco poszerzy mój warsztat badawczy.

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora (wy≥πczajπc publikacje

stanowiπce osiπgniÍcie naukowe):

Liczba publikacji: 30

£πczny impact factor : 67,354

£πczna liczba punktów MNiSW: 711

5.3. Podsumowanie ca≥ego dorobku naukowego

£πczna liczba publikacji: 47, w tym:

- publikacje znajdujπce siÍ w bazie Journal Citation Reports: 37

- pozosta≥e publikacje: 10

£πczny impact factor : 90,873

£πczna liczba punktów MNiSW: 965

Liczba cytowaÒ publikacji wed≥ug bazy Web of Science: 210

Indeks Hirscha wed≥ug bazy Web of Science: 9

Liczba projektów badawczych: 9, w tym:

- kierownik projektu: 4

- wykonawca: 5

£πczna iloúÊ streszczeÒ ze zjazdów: 73, w tym:

- miÍdzynarodowych: 39

- krajowych: 34
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