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1. IMIE I NAZWISKO.

Magdalena Jastrzebska-Wiesek

2. POSIADANE DYPLOMY, STOPNIE NAUKOWE Z PODANIEM NAZWY, MIEJSCA I ROKU ICH UZYSKANIA ORAZ
TYTUL ROZPRAWY DOKTORSKIE].

¢ doktor nauk farmaceutycznych - Katedra Farmakodynamiki Wydzialu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum, Krakéw dn. 18.12.2006 r.
Tytut rozprawy doktorskiej: ,Farmakologiczna ocena aktywno$ci os$rodkowej, miejscowo
znieczulajacej oraz krazeniowej nowych, chiralnych, aminobutanolowych pochodnych ksantonu”.
Promotor prof. dr hab. Ryszard Czarnecki

e Magister farmacji - Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w
Krakowie, w zakresie farmacji klinicznej, Krakow 13.07.1998 r.

3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

01.10.2010 i nadal - adiunkt w Zaktadzie Farmacji Klinicznej, Wydziat Farmaceutyczny U] CM
01.10.2007-30.09.2010 - adiunkt w Katedrze Farmakodynamiki, Wydziat Farmaceutyczny U] CM
01.09.1998-30.09.2010 - asystent w Katedrze Farmakodynamiki, Wydziat Farmaceutyczny U] CM

4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO, WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY

ZDNIA 14.03.2003R. 0 STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE NAUKOWYM ORAZ

0 STOPNIACH I TYTULE W ZAKRESIE SZTUKI (DZ.U. 2016 R. POZ 882 ZE ZM. W DZ. U.Z 2016 R. POZ
1311).

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

Podstawe niniejszej habilitacji stanowi cykl 7 publikacji, w tym 6 oryginalnych oraz 1
przegladowej, powiazanych tematycznie, przedstawionych jako osiagniecie naukowe w punkcie

4.2. (P-1 - P-7) o wspdllnym tytule:
~Efekty funkcjonalne czeSciowego agonisty receptorow
5-HTs w aspekcie jego potencjalnych wlasciwosci

przeciwdepresyjnych i przeciwlekowych”



4.2. WYKAZ PUBLIKAC]I BEDACYCH PODSTAWA ROZPRAWY HABILITACYJNE]
(autor/autorzy, tytut publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

[P-1.]Wesotowska A, Jastrzebska-Wiesek M. Behavioral pharmacology: potential antidepressant and
anxiolytic properties. Int Rev Neurobiol, 2011, 96: 49-71.
(Elsevier, IF2011= 2,352 MNiSWzoj_]_ =20 pkt)

[P-2.]Jastrzebska-Wiesek M, Siwek A, Kazek G, Nawiesniak B, Partyka A, Marcinkowska M,
Kotaczkowski M, Wesotowska A Partial agonist efficacy of EMD386088, a 5-HTg receptor
ligand, in functional in vitro assays. Pharmacol Rep, 2013, 65 (4): 998-1005.

(Elsevier, 1Fz013= 2,165; MNiSWoq13 = 25 pkt)

[P-3.]Jastrzebska-Wiesek M, Siwek A, Partyka A, Szewczyk B, Sowa-Kué¢ma M, Wasik A,
Kotaczkowski M, Wesotowska A Antidepressant-like activity of EMD 386088, a 5-HTjg receptor
partial agonist, following systemic acute and chronic administration to rats. Naunyn-
Schmiedeberg's Arch Pharmacol, 2015, 388(10): 1079-1088.

(Springer, 1Fz015= 2,376; MNiSW,;5 = 25 pkt)

[P-4.]Jastrzebska-Wiesek M, Siwek A, Partyka A, Antkiewicz-Michaluk L, Michaluk J, Romanska I,
Kotaczkowski M, Wesotowska A Study of a mechanism responsible for potential antidepressant
activity of EMD 386088, a 5-HTjg partial agonist in rats. Naunyn-Schmiedeberg's Arch
Pharmacol, 2016, 389(8): 839-849.

(Springer, 1F216=2,558; MNiSW 016 = 25 pkt)

[P-5.]Jastrzebska-Wiesek M, Siwek A, Partyka A, Kotaczkowski M, Walczak M, Smolik M, Latacz
G, Kie¢-Kononowicz K, Wesotowska A Study on the effect of EMD386088, a 5-HTg¢ receptor
partial agonist, in enhancing the anti-immobility action of some antidepressants in rats. Naunyn-
Schmiedeberg's Arch Pharmacol, 2018, 391(1): 37-49.

(Springer, 1F3018= 2,558; MNiSWog;5 = 25 pkt)

[P-6.]Jastrzebska-Wiesek M, Gdula-Argasinska J, Siwek A, Partyka A, Szewczyk B, Kotaczkowski M,
Wesotowska A. Chronic antidepressant-like effect of EMD386088, a partial 5-HTg receptor
agonist, in olfactory bulbectomy model may be connected with BDNF and/or CREB signalling
pathway. Pharmacol Rep, 2018, w druku https://doi.org/10.1016/j.pharep.2018.05.009
(Elsevier, 1F2018=2,587 MNiSW,q15 = 25pkt )
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[P-7.]Jastrzebska-Wiesek M, Siwek A, Partyka A, Kubacka M, Mogilski Sz, Wasik A, Kotaczkowski
M, Wesotowska A. Pharmacological evaluation of the anxiolytic-like effects of EMD386088, a
partial 5-HTs receptor agonist, in the rat elevated plus-maze and VVogel conflict tests.
Neuropharmacology, 2014, 85: 253-262.

(Elsevier, 1F5014= 5,106; MNiSWo014 = 40 pkt)

Publikacje [P-1] — [P-7] przedstawione powyzej, bedace podstawa osiagniecia habilitacyjnego
posiadaja:

* sumaryczny Impact Factor =19,702

* sume punktéow MNiSW =185

Wszystkich prac eksperymentalnych [P-2] do [P-7] jestem pierwszym autorem i autorem
korespondencyjnym. Méj sredni udzial procentowy w publikacjach cyklu jednotematycznego
stanowi 70%.



4.3. PREZENTACJA WYNIKOW I STRESZCZENIE PRAC STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITAC]I

4.3.1. WPROWADZENIE DO PRAC STANOWIACYCH PODSTAWE HABILITAC]I

Serotonina  (5-hydroksytryptamina, 5-HT) jest monoaminergicznym przekaznikiem
wystepujacym w organizmie cztowieka i zwierzat, pelnigcym istotng role w regulacji wielu
procesow, zarowno fizjologicznych, jak i patologicznych. Jej wplyw fizjologiczny zaznacza si¢ w
kontroli takich funkcji jak: sen, czuwanie, rytmy biologiczne, uczenie si¢ i pamigé, stany
emocjonalne, pobieranie pokarmu oraz bol. Rowniez zachowania seksualne, uktad krazenia, napigcie
migsni gladkich i procesy termoregulacji pozostaja pod wptywem uktadu serotoninergicznego.
Zmiany funkcjonalne w uktadzie serotoninergicznym mogg stanowi¢ podloze etiologiczne wielu
chor6b takich jak: depresja, zaburzenia Igkowe, schizofrenia, migrena, bulimia czy anoreksja oraz
choroby neurodegeneracyjne (np. choroba Parkinsona, choroba Alzheimera) [1,2]. 5-HT wywiera
swoje dzialanie poprzez aktywacje receptoroOw serotoninergicznych, wsroéd ktoérych wyrdznia si¢ 7
glownych typow, a dostgpna obecnie wiedza i techniki badawcze umozliwily sklonowanie 14
strukturalnie i farmakologicznie odrebnych podtypow tych receptorow. Sklonowane do chwili
obecnej receptory 5-HT, z wyjatkiem rodziny 5-HT3; zwigzanej bezposrednio z kanatem jonowym,
nalezg do receptorow metabotropowych, zwigzanych z biatkiem G (GPCR, ang. G-protein-coupled
receptors). Odmienny mechanizm dzialania 1 sposob przekazywania sygnalu do wnetrza komorki
wynika z r6znej budowy i funkcji receptorow 5-HT. Do receptoréw hamujacych aktywnos¢ cyklazy
adenylanowej (AC, ang. adenylyl cyclase), poprzez biatko Gij, naleza receptory rodziny 5-HT; oraz
5-HTs, a do aktywujacych ten enzym poprzez biatko Gs — receptory 5-HTa, 5-HTs i 5-HT.
Natomiast odrgbnym mechanizmem aktywacji charakteryzuja si¢ receptory 5-HT,, ktore poprzez
biatko Gy dzialaja na szlak zwiagzany z fosfolipaza C [1,2].

Receptory 5-HTg zostaty odkryte w mozgu szczura przez dwie niezalezne grupy badawcze w
1993 roku [3,4]. W 1996 roku potwierdzono ich obecnos¢ w mozgu cztowieka [5], a dopiero w 2001
roku — w moézgu mysim [6]. Receptory 5-HTs sg zlokalizowane prawie wytacznie w osrodkowym
uktadzie nerwowym ssakow, a najwieksze ich zaggszczenie wykazano w mozgu cztowieka 1
szczuréw, w takich strukturach jak: prazkowie, jadro pdtlezace przegrody, opuszki wechowe oraz
nieco nizsza ekspresje w hipokampie, ciele migdatowatym, korze mézgowej, podwzgorzu i wzgorzu.
Natomiast w mozgu myszy stwierdzono bardzo niski poziom ekspresji receptoréow 5-HTg [7] w
prazkowiu, jadrze potlezagcym i korze mozgowej [8]. U ssakow, wykryto jedynie sladowa obecnosé
receptoréw 5-HTg na obwodzie, migdzy innymi w zotadku, $ledzionie, grasicy i limfocytach szczura

oraz nadnerczach $winki morskiej [3,4,7]. Taka lokalizacja receptorow 5-HTg jest niezwykle



korzystna z punktu widzenia ograniczenia ewentualnych, obwodowych dziatan niepozadanych
ligandow tych receptorow, ktore znalaztyby zastosowanie W terapii.

Receptory 5-HTs wystepuja jako receptory postsynaptyczne, zlokalizowane na neuronach
nie-serotoninergicznych [3,4,9-13]. Taka postsynaptyczna lokalizacja, gléwnie na neuronach
GABAergicznych i glutaminianergicznych [14], dodatkowo czyni interesujgcymi ligandy tych
receptorow w aspekcie ich aktywnos$ci farmakologiczne;.

Jednym z pierwszych, wykazanych dla receptorow 5-HTg, szlakéw przekazywania sygnatu
wewnatrzkomorkowego, po aktywacji tego receptora, bylo pobudzenie AC poprzez biatko Gs |
wzrost poziomu cAMP. Nastepnie stwierdzono jeszcze kilka innych $ciezek przekazywania sygnatu,
miedzy innymi poprzez pobudzenie zaleznej od biatka Fyn fosforylacji kinaz tyrozynowych ERK 1/2
(ang. extracellular-signal-regulated kinases) przez $ciezki zalezne od Ras i aktywatora kinaz ERK
(ang. ERK activator kinase), MEK (ang mitogen extracellular kinase), aktywacje fosforylacji
czynnika transkrypcyjnego c-Jun poprzez bezposrednia interakcje z biatkiem taczacym domene — 1
(Jabl), a takze $ciezke zwigzana z aktywacja kinazy serynowo-treoninowej mTOR (ang. mammalian
target of rapamycin) [2,15] (Ryc. 1). Tak ztozona droga przekazywania sygnalu pozwala na udzial
tego receptora w modulacji szeregu odpowiedzi wewnatrzkomérkowych i jego udziat w regulacji
morfologii neuronéw 1 plastyczno$ci synaptycznej, szczegélnie poprzez modulacje epigenetycznych
modyfikacji [2].

Ryc. 1. Szlaki przekazywania sygnatu poprzez receptory 5-HTg wg [16]
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Od momentu odkrycia receptora 5-HTg zaczely pojawiaé si¢ prace, w ktorych opisywano
powinowactwo znanych substancji do jego miejsc wigzacych. Okazato si¢, ze niektore leki
przeciwpsychotyczne typowe i atypowe (chlorprotiksen, klozapina, olanzapina, kwetiapina) oraz leki
przeciwdepresyjne (mianseryna, amitryptylina, doksepina, klomipramina, nortryptylina) blokuja
receptory 5-HTg [17]. Dlatego zwigzki wykazujgce wysokie powinowactwo oraz antagonistyczny
profil dziatania wobec receptoréw 5-HTg zostaly uznane w pierwszej kolejnosci jako substancie,
potencjalnie mogace znalez¢ zastosowanie w terapii chorob takich jak schizofrenia czy depresja.
Dodatkowo, liczne badania farmakologiczne oraz sama lokalizacja bialka receptorowego w
prazkowiu, uktadzie limbicznym i innych strukturach o$rodkowych przemawia za zaangazowaniem
tych receptoréw w regulacj¢ nastroju, ale rowniez procesow poznawczych, zwigzanych z pamigcig i
uczeniem.

Wydaje sie, ze obecnie najbardziej zaawansowane sa badania prowadzone nad udziatem
ligandéw receptoréw 5-HTg w procesach kognitywnych, gdzie tacy antagonisci receptoréw 5-HTg
jak idalopirdyna czy intepirdyna znalazty si¢ w badaniach klinicznych [18-20]. Niestety badania te
zakonczyly si¢ niepowodzeniem zwigzanym z brakiem istotnej skutecznosci tych substancji,
stosowanych w polaczeniu z donepezilem. Jednak kolejny antagonista receptorow 5-HTg, zwigzek
SUVN-502 znajduje si¢ obecnie w badaniach klinicznych prowadzonych u pacjentow z tagodna
postacia choroby Alzheimera jako terapia dodana w leczeniu skojarzonym z donepezilem i
memantyng [18].

Wykazano réwniez, ze receptory 5-HTs odgrywaja istotng rol¢ w kontrolowaniu uczucia
sytosci oraz zachowan zywieniowych [21-23]. Natomiast ligandy receptorow 5-HTs wykazuja
wplyw anorektyczny poprzez pobudzanie osrodka syto$ci i hamowanie przyjmowania pokarmu, a
przez to zmniejszaja masg ciata gryzoni w réznych modelach otytosci [24-28]. Istotng obserwacja,
przeprowadzong przez licznych badaczy, byto zmniejszenie pobierania pokarmu indukowane przez
ligandy receptorow 5-HTs W wyniku pobudzenia naturalnych proceséw sytosci u zwierzat, CO rozni
te substancje w istotny sposéb od mechanizmu anorektycznego dziatania selektywnych inhibitorow
wychwytu zwrotnego noradrenaliny i 5-HT. Przeprowadzone oznaczenia dotyczyly wielu
antagonistow receptorow 5-HTs, miedzy innymi takich jak: Ro 04-6790, MEM 68626, SB 271046,
SB 742457, SUVN 504 czy PRX07034. Korzystne efekty wykazano rowniez dla czgsciowych
agonistow receptorow 5-HTg, zwigzkow E6837 oraz EMD 386088 [28-30].

Udzial receptoréow 5-HTg w regulacji nastroju byt po raz pierwszy udokumentowany przez
Yau 1 wsp., ktorzy zademonstrowali, ze farmakologiczna blokada syntezy endogennego
kortykosteronu przez podanie metyraponu lub aminoglutetimidu, lekéw stosowanych w opornej

depresji, skutkowata up-regulacjg ekspresji receptoréw 5-HTg w hipokampie szczuréw [31]. Badania



genetyczne u pacjentdow z chorobg afektywng dwubiegunowg wykazaty polimorfizm w pozycji 267
genu kodujgcego receptory 5-HTg [32]. W miare rozwoju badan nad ligandami tych receptoréw
pojawiato si¢ coraz wigcej doniesien o potencjalnym przeciwdepresyjnym i/lub przeciwlgkowym
dziataniu agonistow jak i antagonistow receptorow 5-HTg [8,33-35]. Takie unikalne dziatanie
wydaje si¢ tematem wyjatkowo ciekawym 1 wartym poglebionych studiow. Opracowujac materiat do
artykutu przegladowego, ktérym byt rozdzial w monografii dotyczacej udziatu receptorow 5-HTg W
réznych funkcjach fizjologicznych i patologicznych [P-1], zwrocono uwage na niska liczbe danych
dotyczacych przeciwdepresyjnych i przeciwlekowych efektow agonistow receptorow 5-HTg oraz
brak informacji na temat mechanizmow obserwowanej aktywnosci. Ponadto praca ta utatwita wybor

zwigzku EMD 386088 do badan funkcjonalnych [P-2-P-7].

Zwigzek EMD 386088 (5-chloro-2-metyl-3-(1,2,3,6-tetranydro-4-pirydynyl)-1H-indolol
(Ryc. 2) zostat zsyntetyzowany i opisany po raz pierwszy przez Mattsson i wsp. w 2005 roku jako
agonista receptoréw 5-HTg [36], a od roku 2007 jest substancja narz¢dziowa, dostepng komercyjnie
w firmie Tocris. Wedlug danych literaturowych wykazuje on wysokie powinowactwo do receptoréw
5-HTs (ICs0=7,4 nM) oraz istotne — do receptoréw 5-HT3 (IC5,=34 nM). W badaniach
przeprowadzonych przez Mattsson i wsp. wykazano istotnie nizsze powinowactwo zwigzku EMD
386088 do innych receptorow serotoninergicznych: 5-HTip (IC50=110 nM), 5-HT1 (IC50=180 nM),
5-HT2a (IC50=240 nM), 5-HT ¢ (IC50=450 nM), 5-HT, (1C50=620 nM), 5-HT1a (IC50=660 nM) i 5-
HT; (1C5=3000 nM). Na podstawie analizy funkcjonalnej in vitro, w oparciu o generacj¢ wtornego
przekaznika cAMP, wyznaczono aktywnos$¢ wewnetrzng zwigzku wynoszaca 1 nM kwalifikujac go

jako petnego agonistg receptorow 5-HTg [36].

Ryc. 2 Wz6r chemiczny zwigzku EMD 3860888
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Lokalizacja receptorow 5-HTg w strukturach osrodkowych, silnie zwigzanych z procesami
uczenia si¢ 1 zapamigtywania, takich jak hipokamp, kora czotowa czy jadro migdatowate [3,4,6],
wykazane prokognitywne efekty licznych antagonistow receptoréow 5-HTg [37—42] jak rowniez
doniesienia 0 podobnym, prokognitywnym dziataniu, innych niz EMD 386088, agonistow tych
receptorow [43,44], sktonity do przebadania wptywu zwigzku EMD 386088 na procesy pamieci i
uczenia si¢ u gryzoni [45]. Badacze wykazali aktywno$¢ zwigzku EMD 386088 po podaniu
jednorazowym w odwracaniu zaburzen pamigci indukowanych skopolaming lub MK-801 w tescie
uczenia si¢ warunkowanym strachem (ang. fear-motivated learning paradigm) [45]. Poszerzajac te
badania, Nikiforuk i wsp. wykazali jego aktywno$¢ w teScie przesunigcia uwagi (ASST, ang.
attentional set-shifting task) oraz w teécie rozpoznawania nowego obiektu (NORT, ang. novel object
recognition task) u szczurow z zaburzeniami pamigci indukowanymi podaniem ketaminy [46].
Wykonane badania pozwolily autorom na stwierdzenie, ze aktywacja receptorow 5-HTg moze by¢
skutecznym sposobem poprawy zaburzehn pamigci wystepujacych w przebiegu schizofrenii.
Kontynuujgc badania nad mozliwo$ciami zastosowania ligandéw receptorow 5-HTg w terapii chordb
zwigzanych z zaburzeniami pami¢ci skupiono si¢ takze nad potencjalnymi mozliwosciami
zastosowania zwigzku EMD 386088 w terapii choroby Alzheimera. Jak juz wczesniej wspomniano,
liczni antagonisci receptorow 5-HTs wykazali w badaniach przedklinicznych budzace nadzieje
rezultaty, ktore jednak w przypadku idalopirdyny i intepirdyny nie potwierdzily si¢ w badaniach
Klinicznych [20]. Jednak z uwagi na pozytywne wyniki eksperymentéw (modele zaburzen pamigci u
gryzoni) przeprowadzonych z uzyciem agonistow receptorow 5-HTs, postanowiono przebadac in
vitro potencjalne dziatanie neuroprotekcyjne zwigzku EMD 386088 [47]. W pracy tej zastosowano
zwalidowany model choroby Alzheimera, w ktorym indukowano podaniem B-amyloiduss.ss (AB2s-35)
toksyczno$¢ w szczurzych komorkach neuronalnych PC-12 (Pheochromocytoma). Pokazano, ze
zardbwno agonista (zwigzek EMD 386088) jak i1 antagonista (SB 399885) receptorow 5-HTg
wykazuja podobna, neuroprotekcyjng aktywno$é¢, ktory to paradoks autorzy wiaza z istnieniem
alternatywnych szlakéw biochemicznych zwigzanych z aktywacja/blokowaniem receptorow 5-HTg
[2,47].

Przeprowadzone przez Kotanska i wsp. badania zwigzku EMD 386088 wykazaty natomiast
jego korzystny wptyw na mase ciata i pobieranie pokarmu przez szczury. Przewlekle podawanie
EMD 386088 powodowato zaréwno spadek masy ciata jak i przyjmowania kalorii w dwoch
modelach otylosci u gryzoni. Dodatkowo korzystnym efektem wtasciwosci farmakologicznych

zwigzku EMD 386088 byt fakt, ze pomimo wzrostu dostepnosci zewnatrzkomérkowej dopaminy po
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jego podaniu, nie obserwowano dziatan niepozadanych takich jak wystepowanie nudno$ci u
zwierzat, ktore wigza si¢ z efektem dopaminomimetycznym. Uzyskane wyniki pozwolity autorom na
stwierdzenie, ze dziatanie hamujace otyto$¢ po podaniu zwigzku EMD 386088 jest istotne i warto
poszerzy¢ badania farmakologiczne z udzialem tej substancji w celu ustalenia jej potencjalnego
miejsca w terapii tego schorzenia [30].

EMD 386088 po podaniu do hipokampa szczurow [48] wykazal istotng i specyficzng
aktywnos¢ przeciwdepresyjng w zmodyfikowanym tescie wymuszonego ptywania (zmodyfikowany
FST, ang. forced swim test), jak rowniez przeciwlgkowa zaréwno w tescie wykorzystujacym bodziec
awersyjny (tescie konfliktu wg Vogla) jak i modelu wykorzystujacym naturalng nieche¢ gryzoni do
przebywania w o$wietlonych, otwartych 1 uniesionych nad podiozem przestrzeniach (test
uniesionego labiryntu krzyzowego, EPM, ang. elevated plus-maze test). Obserwowana aktywnosc¢
farmakologiczna byta $ci§le wigzana z pobudzajacym wptywem zwigzku EMD 386088 na receptory
5-HTg, obecne w hipokampie szczura [48]. Rowniez przeprowadzone badania neurobiologiczne nad
udziatem receptoréw 5-HTg w regulacji aktywnosci hipokampa, z uzyciem migdzy innymi zwigzku
EMD 386088, wskazuja, ze po jego podaniu dochodzi do spadku czgstotliwosci fal theta w
hipokampie, co koresponduje z aktywnoscia jaka wykazuja substancje o dziataniu przeciwlgkowym
[49].

Z uwagi na niewicelkg liczbe specyficznie dziatajacych agonistow receptorow
5-HTs jako substancji narzedziowych, postep wiedzy na temat funkcji tych receptorow w
oSrodkowym uktadzie nerwowym jest znacznie utrudniony. W przedstawianym osiggnigciu
naukowym podjeto probe scharakteryzowania efektow funkcjonalnych EMD 386088 w
farmakologicznych badaniach przedklinicznych. Interesujacym wydawat si¢ fakt, Zze zaréwno
agonisci jak 1 antagonisci receptorow 5-HTg wywoluja efekty prokognitywne, przeciwdepresyjne,
przeciwlekowe oraz maja podobny, hamujacy wplyw na pobieranie pokarmu. W $wietle tych
doniesien okre§lenie mechanizmu dziatania przeciwdepresyjnego czy powstawania reakcji
przeciwlekowej na przyktadzie EMD 386088 i poréwnanie jego mechanizméw z opisanymi w
literaturze mechanizmami dziatania antagonistow receptoréw 5-HTg w tych aspektach, znacznie
poszerzytoby wiedze dotyczaca ligandow receptorow 5-HTg i pozwolito na rozréznienie posrednich,

biochemicznych sposobdw dziatania agonistow i antagonistow tych receptorow.
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4.3.2. CEL BADAN HABILITACYJNYCH

Celem przedstawionych w niniejszym autoreferacie prac, stanowigcych podstawe osiggniecia
habilitacyjnego, byla proba wustalenia mechanizméw zaangazowanych w  aktywno$¢
przeciwdepresyjng i przeciwlekowa zwigzku EMD 386088, cz¢$ciowego agonisty receptoréw 5-HTs,
na podstawie farmakologicznych badan behawioralnych i biochemicznych przeprowadzonych u
szczurow. Wprowadzenie do tych badan i ich celowo$¢ wynika z pracy przegladowej [P-1], ktora
réwniez utatwita wybor substancji EMD 386088 do tych badan. Szczegotowe cele prac oryginalnych
[P-2]-[P-7] obejmuija:

e potwierdzenie powinowactwa i selektywnosci zwigzku EMD 386088 wobec receptorow
serotoninergicznych 5-HTg metoda wigzania radioligandéw in vitro, wykazanie czeSciowej
aktywnosci agonistycznej wobec receptorow 5-HTg z wykorzystaniem metod in vitro [P-2],

e ocene aktywnosci wewnetrznej] EMD 386088 wobec receptorow serotoninergicznych 5-HTs przy
uzyciu modelu izolowanego jelita kawi domowej [P-2],

e oceng in silico stabilnosci metabolicznej EMD 386088 [P-5],

e oceng in vitro potencjalnych metabolitow zwigzku EMD 386088 oraz jego wptywu na izoenzymy
CYP3A4 oraz CYP2D6 cytochromu P-450 [P-5],

e ocen¢ dzialania przeciwdepresyjnego zwigzku EMD 386088 po podaniu jednokrotnym
(zmodyfikowany test wymuszonego ptywania) [P-3],

e ustalenie udziatu receptora 5-HTg w obserwowanym efekcie przeciwdepresyjnym EMD 386088,
poprzez jednoczesne podanie EMD 386088 oraz selektywnego antagonisty receptorow 5-HTg
zwigzku SB 271046 (zmodyfikowany test wymuszonego ptywania) [P-3],

e 0znaczenie ex vivo wptywu jednokrotnego podania badanego zwigzku na poziomy monoamin
takich jak dopamina (DA), 5-HT czy noradrenalina (NA), ich szlaki metaboliczne oraz poziom
metabolitow w wybranych strukturach osrodkowego ukladu nerwowego takich jak: prazkowie,
hipokamp 1 jadro potlezace z wykorzystaniem metody HPLC oraz oznaczenie powinowactwa in
vitro EMD 386088 do transportera dopaminowego (DAT) [P-4],

e ustalenie roli uktadu dopaminergicznego w przeciwdepresyjnym dziataniu EMD 386088 poprzez
jednoczesne podanie badanej substancji z antagonistami receptoréw dopaminergicznych: Dj
(SCH-23390) i D, (sulpiryd), (zmodyfikowany test wymuszonego ptywania) [P-4],

e wykluczenie udzialu ukladu serotoninergicznego i noradrenergicznego w przeciwdepresyjnym

efekcie EMD 386088 [P-2] i [P-4],
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ocene aktywnosci przeciwdepresyjnej EMD 386088 po podaniu trzykrotnym (zmodyfikowany
test wymuszonego ptywania) oraz wielokrotnym (model bulbektomii) [P-3],

ustalenie biochemicznego mechanizmu przeciwdepresyjnego dziatania EMD 386088 po podaniu
jednorazowym i wielokrotnym poprzez oznaczenie metodg Western blot wpltywu zwigzku EMD
386088 na poziom neurotrofin takich jak BDNF i CREB, poziom biatka receptora 5-HTg oraz
cFos w korze przedczotowej i hipokampie [P-6],

ocene parametrow farmakokinetycznych zwigzku EMD 386088 po jego podaniu jednorazowym w
dawce aktywnej przeciwdepresyjnie [P-5],

ocen¢ mozliwosci wykorzystania EMD 386088 w terapii addytywnej poprzez zbadanie wptywu
jednoczesnego podania badanego zwiazku ze stosowanymi w klinice lekami przeciwdepresyjnymi
0 réznych mechanizmach dziatania: imipraming, reboksetyng, s-citalopramem, bupropionem i
moklobemidem  (zmodyfikowany test wymuszonego plywania) oraz = parametrOw
farmakokinetycznych dla tacznego podania EMD 386088 i imipraminy [P-5],

oceng dziatania przeciwlgkowego zwigzku EMD 386088 (test konfliktu wg Vogla, test EPM) [P-
71,

ustalenie roli receptora 5-HTg w przeciwlgkowym dziataniu zwigzku EMD 386088, poprzez
jednoczesne podanie EMD 386088 oraz selektywnego antagonisty receptoréw 5-HTg zwigzku SB
271046 (test EPM) [P-7],

wykluczenie interakcji czynnoSciowej pomiedzy aktywacja receptorow 5-HTg a kompleksem
receptora  GABAAa/benzodiazepiny oraz udzialu receptora serotoninergicznego 5-HTs; w
przeciwlgkowym dziataniu EMD 386088 [P-7].
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4.3.3. WYNIKI BADAN, DYSKUSJA I PODSUMOWANIE

4.3.3.1. Badania poszerzone in vitro powinowactwa zwigzku EMD 386088 do
receptorow serotoninergicznych, adrenergicznych, dopaminergicznych,
GABAergicznych i opioidowych. Ocena aktywnosci wewnetrznej wobec receptorow
5-HTs.

Zwigzek EMD 386088 =zostal opisany po raz pierwszy przez Mattsson i wsp. [36], |

sklasyfikowany jako agonista receptoréw 5-HTg 0 istotnym powinowactwie rowniez do receptorow
5-HT3. Postanowiono poszerzy¢ badania in vitro dla tego zwiazku o inne, mozliwe i istotne, dla
aktywnosci osrodkowej nowych substancji, punkty uchwytu, a takze powtornie oznaczono profil
aktywnosci wewngtrznej zwigzku EMD 386088 wobec receptora 5-HTg (praca [P-2]).

Metodami radioreceptorowymi in vitro oznaczono powinowactwo wobec receptorow
serotoninergicznych: 5-HTia, 5-HT2a, 5-HTe 1 5HT,;, adrenergicznych: oy, o2 1 P,
dopaminergicznych: D; i D3, opioidowych p oraz GABAergicznych GABAa. Uzyskane w pracy [P-
2] wyniki powinowactwa receptorowego sa zgodne z zaprezentowanymi przez Mattsson i wsp. i
potwierdzaja wysokie oraz selektywne powinowactwo zwigzku EMD 386088 wobec receptorow 5-
HTes, a takze umiarkowane powinowactwo wobec receptoréw 5-HT;. Poszerzajac profil
powinowactwa receptorowego dla zwigzku EMD 386088 w pracy [P-2] wykazano rowniez, ze nie
posiada on istotnego powinowactwa wobec receptorow serotoninergicznych 5-HTia, 5-HToa i 5-
HT,, adrenergicznych oy, o, i B, dopaminowych D; i D3, opioidowych u oraz GABAA (Tab.1 w
pracy [P-2]).

Nastepnie oznaczono aktywno$¢ wewnetrzng zwigzku EMD 386088 wobec receptoréw 5-HTgz
uzyciem metod in vitro: poprzez pomiar poziomu cAMP (w dwoch laboratoriach: metodg TR-FRET
(ang. time-resolved fluorescence resonance energy transfer) w komorkach hSHTe/1321IN1 (w
Zaktadzie Radioligandow Katedry Farmakobiologii UJ CM) oraz w laboratorium CEREP (Le Bois
I’EVeque, 86600 Celle L’Evescault, France) z uzyciem komérek CHO w standardowym protokole
stosowanym przez to laboratorium), a takze poprzez pomiar wewnatrzkomorkowego stezenia wapnia
metoda Aequorin  w komorkach h5HTg/CHO-K1 =z ekspresja mitochondrialng biatka
sygnalizacyjnego apoekworyny, Gal6 oraz ludzkiego receptora 5-HTg (PerkinElmer). Metoda ta
bazuje na mobilizacji jonow wapnia w komorce po zaktywowaniu receptora metabotropowego i
uruchomieniu $ciezki sygnalizacyjnej, zwigzanej z fosfolipazg C. We wszystkich przeprowadzonych
testach aktywno$ci wewnetrznej (Tab. 2 i Ryc. 1 w pracy [P-2]) uzyskano wyniki wskazujace na
cze$ciowo agonistyczne wilasciwosci zwigzku EMD 386088 wobec receptorow 5-HTg. Uzyskane
wyniki roznig si¢ od zaprezentowanych przez Mattsson i wsp., ktorzy to badacze wskazywali na

pelne wlasno$ci agonistyczne EMD 386088 wobec receptoréw 5-HTg. Powstata rozbieznos¢ mozna
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thumaczy¢ migdzy innymi réznicami w metodyce zastosowanych oznaczen, a w szczegdlnosci
rodzajem linii komérkowych wykorzystanych w oznaczeniach poziomu cAMP i zaleznego od
apoekworyny przeptywu wapnia. Dodatkowo, podobne rozbieznosci byly obserwowane przez innych
autoré6w W przypadku oznaczania aktywnosci wewnetrznej innych agonistow receptora 5-HTg np.
WAY181187 i WAY208466 [50,51] czy E-6801 [52,53]. Wydaje sie¢, ze na podstawie uzyskanych
wynikow zaprezentowanych w pracy [P-2] mozna stwierdzi¢, ze zwigzek EMD 386088 wykazuje
wysokie, selektywne powinowactwo do receptorow 5-HTs i1 jedynie nieznaczne do receptorow 5-
HT;. Uzyskane in vitro wyniki badan aktywnosci wewnetrznej dla EMD 386088, po raz pierwszy
wskazuja na jego czg¢Sciowg agonistyczng aktywno$¢ wewnetrzng, co w istotny sposob moze

wplywac na interpretacj¢ uzyskanych in vivo wynikéw badan farmakologicznych.

4.3.3.2. Ocena stabilnosci metabolicznej, potencjalnych metabolitow i wpltywu na
izoenzymy cytochromu P-450 zwigzku EMD 386088

Dla zwiazku EMD 386088 nie oznaczono do tej pory jego szlakow metabolicznych, wplywu na
izoenzymy cytochromu P-450 oraz stabilno$ci metabolicznej, ktore sg istotnymi czynnikami
warunkujgcymi potencjalne mozliwo$ci stosowania nowo-syntetyzowanych struktur. W publikacjach
stanowigcych podstawe niniejszego osiagniecia habilitacyjnego wykonano powyzsze oznaczenia dla
zwigzku EMD 386088 po podaniu jednorazowym z wykorzystaniem metod in silico i in vitro (praca
[P-5]). W oznaczeniach in silico, przy pomocy programu MetaSite, zidentyfikowano najbardziej
prawdopodobne: miejsca metabolizmu czgsteczki oraz struktury dziesigciu metabolitow zwigzku
EMD 386088 (Ryc. 3, 4 i 5 w pracy [P-5]). W oznaczeniach metabolizmu in vitro, z uzyciem
szczurzych mikrosoméw watrobowych, otrzymano pelne chromatogramy mieszaniny reakcyjnej po
30 1 120 min inkubacji ze zwigzkiem EMD 386088. Po 30 minutach wyodrgbniono metabolit M-I,
natomiast po 120 min obecne byly metabolity M I-1V (Ryc. 6 w pracy [P-5]). Wydaje si¢, ze
zwigzek EMD 386088 podlega dos¢ szybkiemu metabolizmowi, poniewaz po 120 min testu uleglo
przemianom ponad 40% zwigzku. Nastgpnie w analizie LC/MS wyznaczono molekularne masy
metabolitow EMD 386088 (Ryc. 7 w pracy [P-5]), a nast¢gpnie poréwnano je z najbardziej
prawdopodobnymi strukturami metabolitow uzyskanymi w oznaczeniach in silico. Pozwolito to na
stwierdzenie, ze proponowanej in vitro, jako gldéwny metabolit zwigzku EMD 386088, strukturze M-
| odpowiada masa czasteczkowa struktury zaproponowanej w oznaczeniu in silico jako M5,
powstajacej w wyniku reakcji dehydrogenacji czasteczki tetrahydropirydyny w zwiazku EMD
386088. Podobniec masy czgsteczkowe metabolitow M-Il i M-IV odpowiadajg przedstawionym in

silico zwigzkom M1, M6 1 M10, ktére to moga powstawaé w procesie utleniania podstawnika
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metylowego lub uktadu tetrahydropirydyny. Nie znaleziono w badaniach in silico masy
czgsteczkowej, ktora odpowiadataby zwigzkowi M-II, jednak wydaje si¢, ze ta struktura moze
powstawa¢ w wyniku dehydrogenacji metabolitu M-I (Ryc. 4 i 8 w pracy [P-5]). Nalezy
rownoczes$nie pamigtaé, ze uzyskane tu wyniki przedstawiajg jedynie badania prawdopodobienstwa
mozliwych reakcji i ich korelacji z wygenerowanymi przez program MetaSite strukturami
chemicznymi.

Kontynuujac badania zwigzku EMD 386088 (praca [P-5]), oznaczono wpltyw tej substancji na
system izoenzymo6w cytochromu P-450 takich jak CYP3A4 i CYP2D6. Podtypy izoenzymow
cytochromu P-450 zostaly wybrane z uwagi na ich zaangazowanie w metabolizm znanych lekow
przeciwdepresyjnych [54] oraz potencjalny przeciwdepresyjny efekt ligandow receptorow 5-HTg.
Badania zostaly wykonane w warunkach in vitro z wykorzystaniem ludzkich rekombinowanych
izoenzymow CYP3A4 i CYP2D6 cytochromu P-450. Nie wykazano wpltywu zwigzku EMD 386088
na izoenzym CYP3A4 oraz bardzo niska, nieistotng pod wzgledem efektow farmakologicznych,
aktywnos$¢ hamujaca (1Cs50=2.25 uM) wobec CYP2D6 (praca [P-5]). Uzyskane wyniki pozwalajg na
stwierdzenie, ze zwigzek EMD 386088 w warunkach in vitro nie wplywa na prace takich
izoenzymow cytochromu P-450 jak CYP3A4 i CYP2D6, co zmniejsza mozliwo$¢ niekorzystnych
interakcji farmakokinetycznych przy jednoczesnym stosowaniu EMD 386088 z induktorami lub

inhibitorami enzyméw mikrosomalnych.

4.3.3.3. Ocena dzialania przeciwdepresyjnego zwiazku EMD 386088 u szczurow

Dla zwigzku EMD 386088 wykazano dziatanie przeciwdepresyjne po podaniu dohipokampalnym
[48], istotnym zatem wydawala si¢ ocena czy powyzszy efekt bedzie rowniez wystepowal po
jednokrotnym podaniu systemowym, w postaci iniekcji dootrzewnowej 30 minut przed testem.
Aktywnos$¢ przeciwdepresyjng zwigzku EMD 386088 po podaniu dootrzewnowym oceniano w
zmodyfikowanym FST; [55,56] (praca [P-3]). W pracy postuzono si¢ zmodyfikowanym FST,
analogicznie do eksperymentow wykonanych uprzednio przez Nikiforuk 1 wsp. Analizujac wyniki
uzyskane w zmodyfikowanym FST wykazano, ze zwigzek EMD 386088 podany jednorazowo (w
dawce 5 mg/kg, ale nie 1.25 i 2.5 mg/kg; Ryc. 1a w pracy [P-3]) wykazat istotng i specyficzng (brak
wplywu na aktywno$¢ eksploracyjng zwierzat; Tab. 1 w pracy [P-3]) aktywno$¢ przeciwdepresyjna
poprzez skrocenie czasu bezruchu i1 wydtuzenie czasu ptywania w poroéwnaniu z grupg kontrolng. Za
najnizsza, aktywna przeciwdepresyjnie dawke zwigzku EMD 386088 po podaniu jednokrotnym
uznano 5 mg/kg (praca [P-3]).
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W celu sprawdzenia udziatu receptorow 5-HTg w obserwowanym efekcie przeciwdepresyjnym
powtorzono zmodyfikowany FST w grupie zwierzat, ktorym jednoczesnie podano zwigzek EMD
386088 (5 mg/kg) oraz SB 271046 (antagoniste receptorow 5-HTg, w dawce 3 mg/kg).
Zaobserwowano zniesienie efektu przeciwdepresyjnego (wydtuzenie czasu bezruchu) w tej grupie
zwierzat w poroOwnaniu z szczurami otrzymujacymi jedynie aktywna dawke EMD 386088 (Ryc. 1c
w pracy [P-3]). Uzyskane wyniki pozwalajg na stwierdzenie, ze aktywnos$¢ przeciwdepresyjna
zwigzku EMD 386088 jest zwigzana z pobudzaniem receptora 5-HTg (Ryc. 1b i 1c w pracy [P-3]) i
wystepuje po podaniu systemowym (praca [P-3]).

Nastepnym etapem badan nad aktywnoscig przeciwdepresyjng zwigzku EMD 386088 byta
proba znalezienia biochemicznych mechanizméw tego behawioralnego efektu obserwowanego u
szczuréw, a zaprezentowanego w pracy [P-3]. W tym celu u zwierzat, u ktorych wykonano
zmodyfikowany FST po jednorazowym podaniu zwiazku EMD 386088 zaréwno w dawce aktywnej
przeciwdepresyjnie (5 mg/kg) jak i nieaktywnej (2.5 mg/kg), przeprowadzono ex vivo oznaczenia
neurochemiczne metodga HPLC w Zaktadzie Neurochemii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie
(praca [P-4]). Badania te zostaly przeprowadzone w wybranych strukturach mézgu (hipokampie,
prazkowiu i jadrze potlezacym). Wybrane do badan struktury mozgu zwigzane sg ze szlakami
monoaminergicznymi oraz charakteryzuja si¢ wysoka ekspresja mRNA dla receptora 5-HTg. W
badaniach starano si¢ odpowiedzie¢ na pytanie czy i w jaki sposob ewentualne zmiany w poziomie
monoamin (NA, 5-HT i DA) oraz ich metabolitow (dla NA: 3-metoksy-4-hydroksyfenyloglikolu
(MOPEG), normetanefryny (NMN); dla 5-HT: kwasu 5-hydroksyindolooctowego (5-HIAA); dla
DA: kwasu homowanilinowego (HVA), kwasu 3,4-dihydroksyfenylooctowego (DOPAC) i 3-
metoksytyraminy (3-MT)), a takze szybkosci metabolizmu tych neuroprzekaznikow wplywaja na
obserwowany in vivo, w zmodyfikowanym FST, efekt przeciwdepresyjny zwigzku EMD 386088. Na
podstawie badan opisanych w pracy [P-4] mozna wysnu¢ wniosek, ze obserwowany efekt
przeciwdepresyjny zwigzku EMD 386088 zwigzany jest z aktywacja uktadu dopaminergicznego we
wszystkich badanych strukturach moézgu szczura. Po podaniu EMD 386088 (2.5 i 5 mg/kg)
obserwowano istotny spadek metabolitéw DA: wewnatrzneuronalnego DOPAC 1 finalnego HVA w
jadrze potlezacym 1 prazkowiu, a takze catkowitego poziomu metabolizmu DA ([HVA]/[DA]) oraz
wewnatrzkomorkowego szlaku metabolizmu DA na drodze oksydacji ([DOPA]/[DA]) (Tab. 2 w
pracy [P-4]). Wyniki te pozwalaja na stwierdzenie, ze¢ EMD 386088 wykazuje réwniez pewne
dziatanie antyoksydacyjne, ktore moze korelowaé z jego dziataniem przeciwdepresyjnym [57-59].
Jednoczes$nie obserwowano istotny wzrost ilorazu [3-MT]/[DOPAC], ktory wskazuje na hamowanie
wychwytu DA. Zatem obserwowane, biochemiczne efekty wskazuja na pobudzenie receptorow

dopaminowych poprzez hamowanie wychwytu zwrotnego DA wystepujacego po podaniu zwigzku
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EMD 386088. W celu potwierdzenia tej roboczej hipotezy, w nastepnym etapie badan, wykonano
oznaczenie powinowactwa EMD 386088 do transportera dopaminy (DAT) metodg in vitro z
uzyciem ludzkich rekombinowanych komorek CHO wg standardowego, dla tego oznaczenia,
protokotu w laboratorium CEREP (Francja). Otrzymany wynik potwierdzit istotne powinowactwo
EMD 386088 do DAT (Ki=41 nM) (praca [P-4]).

W przeprowadzonych w pracy [P-4] badaniach wykazano rowniez brak wplywu zwigzku
EMD 386088 na poziom takich monoamin jak 5-HT oraz NA, a takze stezenie ich odpowiednich
metabolitow: 5-HIAA i NM (Tab. 3 i 4 w pracy [P-4]). Mozna przyja¢, ze w efekcie
przeciwdepresyjnym zwigzku EMD 386088 po podaniu jednorazowym, systemowym nie
uczestniczy uktad serotoninergiczny jak i noradrenergiczny, co dodatkowo potwierdzity wyniki
badan in vitro (praca [P-2]), a mianowicie brak powinowactwa badanej substancji do transportera
serotoniny (SERT; Ki=4.75 uM, 1C5,=9.95 uM).

W celu uscislenia udziatu uktadu dopaminowego w przeciwdepresyjnej aktywnosci zwigzku
EMD 386088 zbadano wptyw jednoczesnego podania zwigzku EMD 386088 (w dawce aktywnej
przeciwdepresyjnie 5 mg/kg, w zmodyfikowanym FST) z antagonistg receptoréw dopaminowych D
- zwigzkiem SCH 23390 (0.063 mg/kg) oraz antagonistg receptorow dopaminowych D, — sulpirydem
(10 mg/kg) (praca [P-4]). Zaobserwowano zniesienie dziatania przeciwdepresyjnego zwigzku EMD
386088 (5 mg/kg) po jednoczesnym podaniu go z SCH 23390 (Ryc. 2a w pracy [P-4]), a takze z
sulpirydem (Ryc. 2b w pracy [P-4]). Wykazany efekt przeciwdepresyjny byt specyficzny, gdyz nie
obserwowano zmiany w aktywnosci ruchowej zwierzat badanej w tescie otwartego pola, w zadnej
kombinacji stosowanych substancji (Tab. 5 w pracy [P-4]). Uzyskane wyniki wykluczyty udziat
uktadu serotoninergicznego i noradrenergicznego w przeciwdepresyjnym efekcie EMD 386088 [P-2,
P-4] i sugerujg inny, posredni mechanizm aktywnosci przeciwdepresyjnej czg¢sciowego agonisty
receptora 5-HTg, zwigzku EMD 386088, niz opisany w literaturze mechanizm przeciwdepresyjnego
dziatania dla antagonistow tego receptora [60—62].

Jednoczesnie wiadomo, Ze terapia depresji wymaga wielokrotnego podawania substancji
leczniczych. Istotnym zatem jest, aby juz na wczesnym etapie oceny dziatania przeciwdepresyjnego
nowych substancji, weryfikowa¢ ich zdolno$¢ do wykazywania powyzszego efektu rowniez po
podaniach wielokrotnych. W tym celu oceniono aktywno$¢ przeciwdepresyjna zwiazku EMD
386088 po podaniu systemowym trzykrotnym (24h, 5h i 30 min przed testem) w zmodyfikowanym
FST oraz po podaniu wiclokrotnym (jednorazowo w ciggu dnia, przez 14 dni) w modelu usuniecia
opuszek wechowych (bulbektomii; OB ang. olfactory bulbectomy) u szczuréw (praca [P-3]).
Przedstawiono, ze zwigzek EMD 386088 podany trzykrotnie w ciggu 24 h przed testem (w dawce
2.5 mg/kg; Ryc. 2 w pracy [P-3]) wykazatl istotng i specyficzng (brak wpltywu na aktywnos$¢
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eksploracyjng zwierzat; Tab. 2 w pracy [P-3]) aktywno$¢ przeciwdepresyjng poprzez skrocenie
czasu bezruchu 1 wydtuzenie czasu wspinania w porownaniu z grupg kontrolng. Nastepnie, W pracy
[P-3], oceniono potencjalne dziatanie przeciwdepresyjne zwigzku EMD 386088 po podaniu
wielokrotnym w modelu OB u szczur6w. Model OB jest szeroko stosowanym narzedziem w celu
indukcji u gryzoni catego szeregu zaburzen afektywnych wynikajacych ze zmian o podiozu
neurochemicznym, immunologicznym oraz endokrynnym, zwigzanych z lezjg opuszek wechowych
[63-66]. Wykazano, ze podawane przewlekle leki przeciwdepresyjne, mogg odwraca¢ wspomniane
zaburzenia [67,65,68]. W Dbadaniach, stanowigcych podstawe powyzszego osiggnigcia
habilitacyjnego, oceniano zachowanie zwierzat, uprzednio poddanych procedurze OB, z
wykorzystaniem testu biernego unikania oraz otwartego pola, zar6wno po podaniu jednorazowym
jak 1 wielokrotnym zwigzku EMD 386088. Uzyskane wyniki porownywano z aktywnoS$cig
referencyjnego leku przeciwdepresyjnego — amitryptyliny, ktéra rowniez wykazuje powinowactwo
do receptora 5-HTs [3], a takze z grupa zwierzat u ktorych wykonano jedynie pozorowang lezj¢
opuszek wechowych (grupa Shame, SH). Uwaza si¢, ze nadruchliwo$¢ bulbektomizowanych
zwierzat, obserwowana w tescie otwartego pola, moze by¢ odwracana przez przewlekle podawanie
lekow przeciwdepresyjnych [66,69] natomiast zmiany w odpowiedzi na test biernego unikania sg
pomocne w detekcji aktywnosci przeciwdepresyjnej substancji podawanych jednokrotnie [67,70].
Zwigzek EMD 386088 podawany przewlekle (w dawce 2.5 mg/kg) wykazal aktywno$¢
przeciwdepresyjng w modelu OB skracajac faze¢ nabywania w tescie biernego unikania (Ryc. 4 w
pracy [P-3]) oraz zmniejszajac nadruchliwo$¢ zwierzat w tescie otwartego pola (Ryc. 6 w pracy [P-
3]). Natomiast nie obserwowano dziatania przeciwdepresyjnego u bulbektomizowanych zwierzat po
podaniu wielokrotnym zwigzku EMD 386088 w dawce 1.25 mg/kg (dawka nieaktywna
przeciwdepresyjnie rowniez w tescie zmodyfikowanego FST, wyniki przedstawione w pracy [P-4]).
U bulbektomizowanych szczuréw wykazano réwniez, ze zwigzek EMD 386088 podany jednokrotnie
(zarbwno w dawce 1.25 jak i 2.5 mg/kg) nie wykazat efektu przeciwdepresyjnego u zwierzat,
podobnie jak amitryptylina, bedaca lekiem odniesienia w tym tescie (Ryc. 5 w pracy [P-3]).
Uzyskane wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze zwigzek EMD 386088 wykazuje aktywnos¢
przeciwdepresyjng rowniez po podaniu wielokrotnym, podobnie jak zarejestrowane w terapii u ludzi
leki przeciwdepresyjne.

Monoaminergiczna teoria powstawania depresji, obowigzujaca od lat 60-tych XX wieku, juz od
Kilkunastu lat jest niewystarczajaca dla pelnego wytlumaczenia mechanizméw dziatania lekow
przeciwdepresyjnych. Obecnie wiadomo, ze istotne dla aktywnosci przeciwdepresyjnej sg
powstajace, podczas wielokrotnych podan lekow przeciwdepresyjnych, tzw. zmiany adaptacyjne na

poziomie aktywnosci receptorowej wywotujace zmiany ich gestosci/funkcji, ale réwniez zmiany
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wynikajace z wplywu stosowanych lekéw na czynniki neurotroficzne takie jak czynnik wzrostu
pochodzenia moézgowego (BDNF, ang. brain-derived neurotrophic factor,) czy zalezny od cAMP
czynnik transkrypcyjny (CREB, ang. cAMP-response element binding protein) [71,72]. Zatem
kontynuujac badania zmierzajace do ustalenia mechanizméw zaangazowanych w przeciwdepresyjne
dziatanie zwigzku EMD 386088 po podaniu systemowym, zaréwno jednokrotnym jak i
wielokrotnym, opisano w publikacji [P-6], wptyw EMD 386088 na poziom ckspresji biatka dla
BDNF, CREB, cFos oraz receptoréw 5-HTg u szczuréow, ktore zostaty poddane procedurze OB.
Poziomy ekspresji biatka dla BDNF, CREB, cFos oraz receptorow 5-HTg zostaly oznaczone w
wybranych strukturach mézgu bioragcych udziat w regulacji nastroju oraz charakteryzujacych sig
wysoka ekspresja receptorow 5-HTs, takich jak hipokamp (Hp) oraz kora przedczotowa (PFC, ang.
prefrontal cortex). Badania mialy na celu ustalenie czy obserwowany efekt przeciwdepresyjny w tym
modelu (opisany w pracy [P-3]), po przewleklym podaniu zwigzku EMD 386088, jest by¢ moze
zwigzany z podwyzszeniem poziomu neurotrofin takich jak BDNF czy catkowity poziom CREB, a
takze jak wyglada ekspresja receptorow 5-HTg oraz biatka cFos, ktore zwigzane jest z aktywnos$cia
neuronalng jak i dziataniem lekow przeciwdepresyjnych [73-75]. Zatem 24 godziny po zakonczeniu
badan behawioralnych u szczuré6w poddanych procedurze OB (wlasciwej: OB jak i pozorowanej:
SH) i wielokrotnie nastrzykiwanych badanymi substancjami pobrano Hp i PFC oraz wykonano
oznaczenia biochemiczne metoda Western blot. Zwigzek EMD 386088 (1.25 1 2.5 mg/kg) podany
jednorazowo powodowat istotny wzrost poziomu biatka dla BDNF i CREB w PFC (Rycina 1 b, d, e
w pracy [P-6]), natomiast w Hp obserwowano jedynie wzrost poziomu biatka dla BDNF (Ryc. 2 b,
d, e w pracy [P-6]), ktore to badania byty zgodne z wynikami otrzymanymi przez innych badaczy dla
agonisty receptora 5-HTg, zwigzku LY 586713 [72,76]. Co wazne, wykazany po raz pierwszy dla
agonisty receptora 5-HTg, podwyzszony poziom BDNF i CREB utrzymywat si¢ rowniez po podaniu
wielokrotnym zwigzku EMD 386088 zaréwno w PFC jak i w Hp (Ryc. 3b, d, e i Ryc. 4 b, d, e w
pracy [P-6]). Takie efekty obserwowane sa takze po wielokrotnych podaniach lekow
przeciwdepresyjnych i wlasnie z takim oddzialywaniem, poprzez neurotrofiny, wiagzany jest miedzy
innymi ich mechanizm dzialania przeciwdepresyjnego [77,78]. Nastepnie wykazano, ze podanie
zwigzku EMD 386088 powoduje wzrost poziomu biatka dla receptora 5-HTg w PFC i HP i zmiana ta
nie podlega down-regulacji po podaniu przewlektym (Ryc. laie; Ryc. 2aie, Ryc. 3 ai e oraz Ryc.
4.aie w pracy [P-6]). W pracy [P-6] oznaczono rowniez poziom biatka cFos, ktorego poziom
wzrasta miedzy innymi podczas stymulacji czynnikami transkrypcyjnymi, neurotransmiterami czy
zmianami st¢zenia jondw wapnia w neuronach, ale jednoczes$nie jest wigzane z niekorzystnymi
dziataniami w osrodkowym ukladzie nerwowym, w tym z procesami zapalnymi [73,75].

Jednorazowe podanie zwigzku EMD 386088 powodowato rozne, zalezne od dawki zmiany w
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poziomie biatka cFos w PFC oraz brak wptywu w Hp (Ryc. 2 ¢ i e w pracy [P-6]), ale co istotne
aktywna przeciwdepresyjnie dawka zwigzku EMD 386088 (2.5 mg/kg) powodowata przywrocenie
poziomu biatka cFos do porownywalnego z grupa kontrolng w PFC (Ryc. 1c i e w pracy [P-6]).
Podobne efekty obserwowano takze dla leku przeciwdepresyjnego fluoksetyny [73], natomiast inny
agonista receptora 5-HTg, zwigzek EMDT, powodowat wzrost ekspresji mMRNA dla cFos. Dyskutujac
jednak te rozbiezne wyniki nalezy zwroci¢ uwage, ze byty to obserwacje prowadzone u myszy i w
innych strukturach mézgu takich jak prazkowie czy kora moézdzku [8]. Przewlekle podawanie
zwigzku EMD 386088 powodowato podobne zmiany w poziomie biatka dla cFos jak po jego
jednorazowym podaniu w PFC (Ryc. 3 ¢ i e w pracy [P-6]), natomiast w Hp obserwowano
niezalezny od dawki wzrost poziomu cFos (Ryc. 4 ¢ i e w pracy [P-6]). Wykonane oznaczenia w
pracy [P-6] wskazuja, ze efekt przeciwdepresyjny zwigzku EMD 386088 utrzymujacy si¢ po podaniu
przewleklym moze by¢ cze¢$ciowo wigzany ze wzrostem poziomu neurotrofin takich jak BDNF czy
CREB w badanych strukturach osrodkowego uktadu nerwowego, co istotnie odrdznia ten zwigzek od
innych agonistow receptora 5-HTs, dla ktérych podwyzszenie poziomu neurotrofin obserwowano po
podaniu ostrym, ale jego brak po podaniu przewlektym.

Dla pelnego obrazu aktywnosci farmakologicznej zwigzku istotna jest rdwniez ocena jego
parametrow  farmakokinetycznych. Dla zwigzku EMD 386088 wykonano oznaczenia
farmakokinetyczne w takim samym schemacie podania i dawkowania (po 30 minutach od jego
podania dootrzewnowego, w dawkach 5 i 2.5 mg/kg) jak badania behawioralne po podaniu
jednokrotnym. Przeprowadzone oznaczenia farmakokinetyczne dla zwigzku EMD 386088, pokazaty
jego szybkie wchtanianie i duza objetos¢ dystrybucji, sugerujaca przenikanie zwigzku EMD 386088
do obwodowych kompartmentow po podaniu dootrzewnowym (Tab. 2 w pracy [P-5]), a takze jego
znaczng przenikalno$¢ przez bariere¢ krew-moézg, chrakteryzujaca si¢ wysokim wspodtczynnikiem
mozg/osocze, szczegblnie dla aktywnej przeciwdepresyjnie dawki 5 mg/kg (Tab. 3 w pracy [P-5]).
Zwiazek EMD 386088 charakteryzowal si¢ relatywnie szybka eliminacja z organizmu szczura,
wskazujac na biologiczny okres pottrwania ok. 70 minut (Tab. 2 w pracy [P-5]).

W przeprowadzonych przez Wesotowska 1 Nikiforuk badaniach zwigzku SB 399885,
selektywnego antagonisty receptorow 5-HTg, wykazano zdolno$¢ ligandow receptorow 5-HTg do
ulatwiania ujawniania si¢ efektu farmakologicznego lekow przeciwdepresyjnych. Zalezno$¢ ta byta
szczegblnie zaznaczona dla substancji o noradrenergicznym i dopaminergicznym mechanizmie
dziatania, podczas jednoczesnego stosowania sub-terapeutycznych dawek tych lekow z podprogowa
dawka przeciwdepresyjng zwigzku SB 399885 [79]. Z uwagi na wspominane juz wczesniej podobne
efekty behawioralne obserwowane dla agonistow i antagonistow receptorow 5-HTg oraz istotna

aktywno$¢ przeciwdepresyjng zwigzku EMD 386088 (w zmodyfikowanym FST), oznaczono jego
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wplyw na ujawnianie si¢ efektu przeciwdepresyjnego lekéw przeciwdepresyjnych (praca [P-5]). Do
badan wybrano przedstawicieli: trojpierscieniowych lekow przeciwdepresyjnych, nieselektywnie
hamujacych wychwyt zwrotny NA i 5-HT — imipraming (15 mg/kg); selektywnych inhibitorow
wychwytu zwrotnego NA — reboksetyne (5 mg/kg); selektywnych inhibitorow wychwytu zwrotnego
5-HT — s-citalopram (10 mg/kg); inhibitorow wychwytu zwrotnego DA — bupropion (10 mg/kg) oraz
selektywnych inhibitorow monoaminooksydazy-A — moklobemid (10 mg/kg). W przeprowadzonych
badaniach pokazano, ze zwigzek EMD 386088 (2.5 mg/kg) wykazat specyficzng (Tab. 1 w pracy [P-
5]) 1 pozytywna interakcje z nieaktywnymi dawkami: imipraminy (Ryc. la w pracy [P-5]),
reboksetyny (Ryc. 1b w pracy [P-5]), moklobemidu (Ryc. 1c w pracy [P-5]) oraz bupropionu (Ryc.
1d w pracy [P-5]) manifestujacg si¢ skroceniem czasu immobilizacji i wydtuzeniem czasu wspinania
lub plywania w poréwnaniu z grupg zwierzat kontrolnych. Jedynie podczas jednoczesnego podania
EMD 386088 i s-citalopramu nie obserwowano tej pozytywnej interakcji (Ryc. 1e w pracy [P-5]).
Wyniki te pozostaja w zgodzie z uprzednio uzyskanymi danymi dla zwigzku EMD 386088, ktore
wigzg przciwdepresyjny efekt jego dziatania z wptywem na transmisje dopaminergiczng (praca [P-
4]) oraz danymi wskazujacymi na fakt, ze receptory 5-HTg sa zlokalizowane postsynaptycznie na
neuronach innych niz serotoninergiczne [12,14]. Poniewaz najsilniejsze wzmocnienie dzialania
przeciwdepresyjnego obserwowano podczas jednoczesnego podania imipraminy i zwigzku EMD
386088, ktore nie znajdowalo pelnego uzasadnienia w procesach farmakodynamicznych,
postanowiono sprawdzi¢ wptyw tej interakcji na parametry farmakokinetyczne. W takim schemacie
podawania substancji zaobserwowano wolniejsze wchlanianie 1 spadek objetosci dystrybucji dla
zwigzku EMD 386088 (Tab. 2 i Ryc. 2 w pracy [P-5]) jak rowniez okoto dwu i pot-krotny spadek
jego przechodzenia przez bariere krew-mozg (Tab. 3 w pracy [P-5]). W $wietle otrzymanych
wynikow, obserwowane istotne dziatanie przeciwdepresyjne po jednoczesnym podaniu EMD
386088 i imipraminy moze wynika¢ lipofilowych wlasnosci oraz charakterystyki amfifilowo-
zasadowej EMD 386088 (pKa>8). Czasteczka badanego zwigzku, podlegajac metabolizmowi, jest
wychwytywana przez kwasne kompartmenty takie jak lizosomy jako niezjonizowana staba zasada.
W lizosomach dochodzi do jonizacji tej czgsteczki i uniemozliwienia jej zwrotnej dyfuzji do
cytozolu, co powoduje jej akumulacje w tych organellach [80]. Proces tropizmu lizosomalnego jest
energozalezny, wymaga integralnosci komorkowej oraz podlega wysyceniu, natomiast imipramina
jest substancja, ktéra hamuje tropizm lizosomalny substancji [81]. Wydaje si¢, zatem mozliwym do
przyjecia wythumaczeniem, ze obserwowany in vivo, w zmodyfikowanym FST, wzrost aktywnosci
przeciwdepresyjnej po jednoczesnym podaniu nieaktywnych dawek imipraminy i zwigzku EMD
386088 moze wynika¢ ze zmniejszenia stgzenia zwigzku EMD 386088 w lizosomach (jako formy

depot), co prowadzi do wzrostu jego st¢zenia w 0soczu oraz zmniejszenia jego objetosci dystrybucji
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(Tab. 2 w pracy [P-5]). Wydaje si¢ natomiast, ze mozna raczej wykluczy¢, jako czynnik
odpowiedzialny za wzrost aktywnosci przeciwdepresyjnej po jednoczesnym podaniu EMD 386088
oraz imipraminy, interakcje farmakokinetyczng z izoenzymami cytochromu P-450 z uwagi na
wykazang dla zwigzku EMD 386088 bardzo niska aktywno$¢ hamujaca (I1Cs0=2.25 uM) wobec
CYP2D6 i brak wptywu na CYP3A4 (Ryc. 9 w pracy [P-5]).

4.3.3.4. Ocena dzialania przeciwlekowego zwiazku EMD 386088 u szczurow

Wielu autorow wykazato, ze ligandy receptora 5-HTs mogg wykazywaé aktywno$¢
przeciwlgkowa. Co ciekawe efekty takie obserwowane byly zarowno dla selektywnych antagonistow
[34,79,82,33] jak i agonistow receptora 5-HTg [48,50,83]. Dla zwigzku EMD 386088 wykazano
uprzednio aktywnos¢ przeciwlekowg po podaniu dohipokamapalnym [48]. Kontynuujgc badania nad
aktywnoscig farmakologiczng EMD 386088 po podaniu systemowym o0znaczono jego aktywno$é
przeciwlgkowa w dwoch, dobrze zwalidowanych testach: konfliktu wg Vogla oraz EPM. Test
konfliktu wg Vogla, nalezy do grupy testow, w ktorej zachowanie lekowe u zwierzat wywotywane
jest nieprzyjemnym bodzcem zewngtrznym (w tym wypadku jest to krotkotrwaly (1s) bodziec
elektryczny o natezeniu 0.5 mA) [84]. Natomiast w tesScie EPM wykorzystuje si¢ naturalng niechec¢
zwierzat do przebywania na uniesionych i otwartych przestrzeniach [85]. Zwigzek EMD 386088
wykazal istotng aktywnos$¢ przeciwlgkowa w obydwu testach. Podany w dawce 2.5 mg/kg (ale nie
1.25 mg/kg 1 5 mg/kg) zwigkszat: czas i procent czasu przebywania w ramionach otwartych jak i
liczbg¢ i procent liczby wejs¢ do ramion otwartych, w porownaniu z grupa kontrolng, ktore to
parametry zwigzane sg z aktywnoscig przeciwlekowa substancji (Ryc. 1 w pracy [P-7]). Natomiast
nie obserwowano wzrostu aktywnos$ci eksploracyjnej u zwierzat (Tab. 1 w pracy [P-7]). Pozwala to
na przyjecie tezy, ze w tescie EPM u szczurow obserwowano specyficzne, przeciwlgkowe dziatanie
zwigzku EMD 386088 podanego jednorazowo, dootrzewnowo w dawce 2.5 mg/kg (Ryc. 1 w pracy
[P-7]). W tescie konfliktu wg Vogla, aktywnos$¢ przeciwlgkowa wykazata rowniez dawka 2.5 mg/kg
zwigzku EMD 386088, po podaniu ktorej obserwowano istotny wzrost liczby liznigé 1
akceptowanych szokéw w poréwnaniu z grupa kontrolng (Ryc. 3 w pracy [P-7]). Uzyskane wyniki
zweryfikowano pod katem ich specyficzno$ci przeciwlekowej w tym teScie oceniajac wpltyw
zwigzku EMD 386088 na pobieranie wody oraz odczuwanie bolu w tescie goracej phytki (Tab. 3 w
pracy [P-7]). Otrzymane w pracy [P-7] wyniki pozwalaja na stwierdzenie, ze zwigzek EMD 386088
wykazuje specyficzng aktywnos$¢ przeciwlekowa w przeprowadzonych testach behawioralnych u

szczuréw. Dodatkowo warto zauwazy¢, ze obserwowany efekt farmakologiczny dla zwigzku EMD
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386088 wykazuje charakterystyczng dla zwigzkow oddziatujgcych z receptorami serotoninowymi U-
ksztaltng zalezno$¢ dawka-efekt [86-91].

Poniewaz zwigzek EMD 386088 zostal opisany jako cze$ciowy agonista receptorow 5-HTg (praca
[P-2]) interesujacym byto sprawdzenie czy obserwowany efekt przeciwlgkowy zalezy od pobudzenia
czy blokady receptoréw 5-HTg, w zwigzku z tym w dalszej czesci pracy [P-7] wykonano testy
interakcji polegajace na jednoczesnym podaniu EMD 386088 (2.5 mg/kg) i selektywnego
antagonisty receptorow 5-HTs, zwigzku SB 271046 (w nieaktywnej przeciwlekowo dawce 1 mg/kg,
Ryc. 1 w pracy [P-7]) w tescie EPM. W takiej konfiguracji podan uzyskano catkowite zniesienie
obserwowanego uprzednio dziatania przeciwlgkowego EMD 386088 (Ryc. 2 w pracy [P-7]) oraz
brak wplywu na aktywnos¢ eksploracyjng u szczurow (Tab. 2 w pracy [P-7]). Zatem mozna wysnu¢
wniosek, ze obserwowane dziatanie przeciwlekowe zwigzku EMD 386088 w tescie EPM jest
bezposrednio zwigzane z pobudzeniem receptora 5-HTg.

Analizowano takze, czy aktywno$¢ przeciwlekowa zwigzku EMD 386088 nie wynika z mozliwe;j
potencjalnej czynno$ciowej interakcji pomigdzy agonista/cze§ciowym agonistg receptora 5-HTg, a
uktadem receptora GABAA oraz miejscem wigzgcym benzodiazepiny w tym kompleksie [14,92], jak
ma to miejsce w przypadku antagonistow receptorow 5-HTg [34], ktére to rozwazania opisano w
pracy [P-1]. Przeprowadzone oznaczenia w tescie EPM jednoznaczne wskazaty, ze aktywnos¢
przeciwlekowa zwigzku EMD 386088 nie jest zwigzana z powyzszg czynnosciowg interakcja (Ryc. 2
w pracy [P-7]), co dodatkowo zostalo potwierdzone w 0znaczeniach in vitro, ktoére wskazywaty na
brak powinowactwa zwigzku EMD 386088 do receptora GABAA (Tab. 1 w pracy [P-2]). Uzyskane
wyniki wskazuja na inne mechanizmy zaangazowane w efekt przeciwlgkowy agonistow niz
mechanizm wykazany dla antagonistow receptorow 5-HTs.

Poniewaz dostgpne dane literaturowe sugerujg, ze antagonisci receptora 5-HT3 wykazuja wptyw
na zachowanie zwierzat w testach behawioralnych, a szczegdlnie dziatanie przeciwlekowe w
r6znych modelach Igku [93-96], a zwigzek EMD 386088 posiada umiarkowane powinowactwo do
tego receptora przeprowadzono oznaczenia ex vivo na izolowanym jelicie kawii domowej w celu
oceny potencjalnej aktywnosci antagonistycznej zwigzku EMD 386088 wobec receptora 5-HTs.
Uzyskane wyniki wskazuja na brak aktywno$ci antagonistycznej zwigzku EMD 386088 wobec
receptora 5-HT3 (Ryc. 4 w pracy [P-7]), a obserwowane przesuniccie krzywej dawka-odpowiedz
jedynie w maksymalnym stosowanym ste¢zeniu zwigzku EMD 386088 (10 uM) moze $wiadczy¢ o
dziataniu niespecyficznym lub dodatkowych, innych, najprawdopodobniej nie zwigzanych z uktadem
serotoninowym miejscach interakcji [97]. Wyniki te pozwalajg na stwierdzenie, ze zwigzek EMD
386088 nie jest antagonistg receptoréw 5-HT3, a zatem jego obserwowana aktywno$¢ przeciwlekowa

nie moze by¢ wigzana z blokowaniem tych receptorow.
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Poniewaz zmniejszenie nadruchliwosci bulbektomizowanych zwierzat w tescie otwartego pola

wigzane jest rOwniez z reakcja stresowg i/lub Igkowg rozwijajaca sie u zwierzat [69], zatem mozna

przyja¢ rowniez, ze uzyskane wyniki w pracy [P-3] (Ryc. 6 w pracy [P-3]) potwierdzaja takze

aktywno$¢ przeciwlekowa zwigzku EMD 386088 po podaniu przewlektym.

4.3.4.PODSUMOWANIE

Na podstawie uzyskanych wynikéw badan, ktorych rezultatem jest osiggniecie naukowe, b¢dace

podstawa ubiegania si¢ o nadanie stopnia doktora habilitowanego, mozna wysnu¢ nast¢pujace

wnioski odno$nie zwigzku EMD 386088:

Przeprowadzone badania potwierdzily, ze zwigzek EMD 386088 jest selektywnym ligandem
receptorow 5-HTg, charakteryzujacym si¢ wysokim powinowactwem wobec tych receptoréw oraz
nieznacznym wigzaniem do receptorow 5-HTs. Analizujgc, réznymi metodami i w roéznych
laboratoriach, aktywno$¢ wewngtrzng zwigzku EMD 386088 wykazano, ze jest on czeSciowym
agonista receptorow 5-HTs.

Wydaje si¢, ze zwigzek EMD 386088 podlega dos¢ szybkiemu metabolizmowi,
najprawdopodobniej w wyniku reakcji dehydrogenacji uktadu tetrahydropirydyny, a takze w
procesie utleniania podstawnika metylowego lub uktadu tetrahydropirydyny.

Zwigzek EMD 386088 nie wptywa na aktywnos$¢ izoenzymow takich jak CYP3A4 i CYP2D6
cytochromu P-450 w badaniach in vitro, ktore sg zwigzane z metabolizmem wielu lekow
przeciwdepresyjnych. Pozwala to na wykluczenie interakcji farmakokinetycznych zwigzku EMD
386088 z lekami przeciwdepresyjnymi.

Zwiazek EMD 386088 wykazuje aktywno$¢ przeciwdepresyjng 1 przeciwlgkowa po podaniu
systemowym (dootrzewnowym), zaréwno jednokrotnym jak i wielokrotnym, w rdéznych
eksperymentalnych testach i modelach, a ten obserwowany efekt zwigzany jest bezposrednio z
pobudzeniem receptorow 5-HTs.

Dziatanie przeciwdepresyjne zwigzku EMD 386088 wigzane jest posrednio z aktywacja ukladu
dopaminergicznego poprzez receptory D; i D, oraz inhibicje¢ wychwytu zwrotnego DA. Uktad
serotoninergiczny i noradrenergiczny nie jest zaangazowany w efekt przeciwdepresyjny EMD
386088. W uzyskanym efekcie przeciwdepresyjnym zwigzku EMD 386088, po jego podaniu
przewlektym, istotnym wydaje si¢ réwniez obserwowany wzrost poziomu biatka dla takich
neurotrofin jak BDNF czy CREB w PFC i Hp u szczuréw z wyindukowanym modelem depresji.
Zwiazek EMD 386088, po podaniu dootrzewnowym, charakteryzuje si¢ szybka przenikalnos$cia
przez bariere krew-mozg z kompartmentéw obwodowych, duza objetoscia dystrybucji,

lipofilnoscia, tropizmem lizosomalnym oraz do$¢ krétkim biologicznym okresem pottrwania.
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na

Zwigzek EMD 386088 ulatwia ujawnienie si¢ efektu przeciwdepresyjnego lekow
przeciwdepresyjnych oddziatujgcych poprzez szlaki dopaminergiczne i noradrenergiczne.
Nasilanie dziatania przeciwdepresyjnego imipraminy przez zwigzek EMD 386088 zwigzane jest z
jego tropizmem lizosomalnym.

Przeciwlgkowe dzialanie zwigzku EMD 386088 zwigzane jest z bezposrednig aktywacja
receptorow 5-HTg, natomiast mozna wykluczy¢ w tym efekcie udziat kompleksu receptora
GABAA / bezodiazepinowego.

Z uwagi na brak dziatania antagonistycznego zwigzku EMD 386088 wobec receptorow 5-HTj
mozna wykluczy¢ wudziat tych receptorow z mechanizmu obserwowanego efektu
przeciwlgkowego EMD 386088.

Prezentowane wyniki badan doswiadczalnych, zawarte w pracach [P-2]-[P-7], poszerzaja wiedz¢

temat roli receptoréw 5-HTg w zaburzeniach afektywnych, rozwazanych w pracy [P-1]. Stanowia

one réowniez wktad w badania nad ustaleniem funkcjonalnego znaczenia czg$ciowego agonizmu

wobec receptorow 5-HTs, szczegdlnie w obserwowanych efektach przeciwdepresyjnych. Zwigzek

EMD 386088 wydaje si¢ interesujaca substancja o charakterze narzedziowym, ktérej poznanie

réznych aspektow aktywnosci farmakologicznej jest bardzo istotne w kontekscie nie tylko jego

wpltywu na nastrdj] (badanego w niniejszym osiggni¢ciu), ale rowniez prowadzonych w innych

o$rodkach badan nad wykorzystaniem ligandow receptorow 5-HTg (w tym zwigzku EMD 386088) w

terapii zaburzen kognitywnych w przebiegu choroby Alzheimera czy wplywie na masg ciata.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH
5.1. DzIALALNOSC NAUKOWA PRZED UZYSKANIEM STOPNIA DOKTORA

Moje zainteresowania farmakologia, a szczegdlnie badaniami farmakologicznymi nowych
substancji, rozpoczely si¢ juz podczas studidow na kierunku farmacja prowadzonych na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM, gdy jako studentka IV roku zapisalam si¢ do Studenckiego Kota
Naukowego przy Katedrze Farmakodynamiki UJ CM. Tam miatam mozliwo$¢ poznania szeregu
metod badawczych stosowanych w farmakologii eksperymentalnej. Przeprowadzone, w ramach
pracy w kole naukowym, doswiadczenia staty si¢ podstawag mojej pracy magisterskiej, wykonanej w
1998 roku, w Katedrze Farmakodynamiki UJ CM pod kierunkiem prof. dr hab. Ryszarda
Czarneckiego pt. ,,Porownawcza ocena wlasciwosci przeciwarytmicznych 1 hipotensyjnych
ksantonwych pochodnych chiralnego 2-amino-1-butanolu”, a ktorej wyniki zostaty zaprezentowane
podczas XVII Zjazdu Naukowego Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego w Poznaniu we
wrzesniu 1999 r.

Bezposrednio po ukonczeniu studiow na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM, we wrze$niu
1998 roku, rozpoczetam prace na etacie asystenta w Katedrze Farmakodynamiki UJ CM. W
Katedrze Farmakodynamiki, w ktorej bytam zatrudniona w latach 1998-2010, prowadzitam badania
in vivo oceniajagce aktywno$¢ farmakologiczng nowych ligandow receptorow monoaminergicznych,
a takze wptywajacych na napigciowo zalezne kanaty sodowe. Prowadzone, przeze mnie w Katedrze
badania, miaty na celu ocene potencjalnej aktywnosci przeciwarytmicznej, hipotensyjnej, miejscowo
znieczulajacej, przeciwdrgawkowej oraz przeciwdepresyjnej pochodnych ksantonu, ze szczegdlnym
uwzglednieniem ewentualnych réznic w aktywnosci farmakologicznej poszczegdlnych ich
enancjomeroéw. Wyniki powyzszych badan zostaty przedstawione w publikacjach: D-13, D-14, A-32,
A-34. Badania nad aktywno$cig krazeniowa i osrodkowa chiralnych pochodnych 2-amino-1-
butanolu staly si¢ podstawg rozprawy doktorskiej pt. ,,Farmakologiczna ocena aktywnosci
osrodkowej, miejscowo znieczulajgcej oraz krazeniowej nowych aminobutanolowych pochodnych
ksantonu”, ktorag przygotowatam pod opieka naukowa promotora prof. dr hab. Ryszarda
Czarneckiego, a obronitam w grudniu 2006 roku. Swoj warsztat badawczy poszerzylam takze o
metody badan ex vivo, pozwalajagce na ocen¢ funkcjonalng czynnosci receptorow
monoaminergicznych, a szczeg6lnie adrenergicznych i serotoninergicznych. Wyniki opisane w
rozprawie doktorskiej opublikowatam w pracach D-11 i D-12. Jednocze$nie bratam udzial w
badaniach behawioralnych zwigzanych z oceng aktywnos$ci o$rodkowej nowych analogow GABA

(publikacja A-28 i A-33).
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5.2. DzIALALNOSC NAUKOWA PO UZYSKANIU STOPNIA DOKTORA

W latach 2006-2008 kierowalam projektem statutowym pt. ,,Nowe pochodne [3,4-d]-
pirydazyny o potencjalnej aktywnosci przeciwbolowej” (356/P/F), ktére to badania zaowocowaty
wyselekcjonowaniem wysoce aktywnych przeciwbdlowo struktur, ktore zostaly opatentowane w
roku 2012 (B-1 — B-4), a wyniki badan farmakologicznych opublikowatam w pracy A-29. Nastepnie,
w latach 2009-2010, Kkierowalam projektem 2z dotacji statutowych ,Badanie wlasno$ci
farmakologicznych nowych arylopiperazynoalkilowych pochodnych hydantoiny o potencjalnej
aktywnosci  o—adrenolitycznej.” (K/ZBW/000401), w ktorym  wykonywatam badania
farmakologiczne ex vivo na izolowanej aorcie szczura. Badania te doprowadzity do
wyselekcjonowania serii  pochodnych hydantoiny o istotnym, o-adrenolitycznym dziataniu
(publikacja A-26).

W roku 2008 rozpoczgtam wspdlprace w ramach konsorcjum realizujagcego projekt
zatytulowany ,,Opracowanie innowacyjnego leku stosowanego w terapii schorzen Os$rodkowego
Uktadu Nerwowego (OUN) schizofrenii, depresji 1 Igku, badania przedkliniczne.” Ten
multidyscyplinarny projekt realizowany byt w latach 2008-2013 przez konsorcjum naukowo-
badawcze, koordynowane przez firm¢ ADAMED, a skladajace si¢ z naukowcow z Wydzialu
Farmaceutycznego UJ CM, Instytutu Psychiatrii i Neurologii w Warszawie oraz Politechniki
Krakowskiej. Projekt dofinansowany byt przez NCBIR w ramach programu Inicjatywa
Technologiczna 1. (KB/88/12655/IT1-C/U/08). W projekcie tym bylam wspdotwykonawcy
behawioralnych badan farmakologicznych, nowo syntetyzowanych w ramach projektu substancji, u
gryzoni. Wspodlpraca ta zaowocowata publikacjami: A-9, A-16, A-20, A-31.

We wrzesniu 2010 roku rozpoczetam prace na etacie adiunkta w Zakladzie Farmacji
Klinicznej UJ CM, gdzie jestem zatrudniona do chwili obecnej. Badania naukowe realizowane przez
zespot Zaktadu Farmacji Klinicznej, koncentrujg si¢ na poszukiwaniach nowych, biologicznie
aktywnych zwigzkéw bedacych ligandami receptor6w monoaminergicznych wptywajacych na
czynno$¢ osrodkowego uktadu nerwowego. Badania zaleznosci struktura chemiczna-powinowactwo-
aktywno§¢ farmakologiczna dotycza glownie ligandow receptordw serotoninergicznych i
dopaminergicznych oraz ich potencjalnych efektéow dzialania w zwierz¢cych testach i modelach
schizofrenii, depresji czy leku, a takze ich wptywie na procesy kognitywne. Celem prowadzonych
badan jest uzyskanie potencjalnych, nowych substancji leczniczych w tych schorzeniach lub narzg¢dzi
badawczych uzytecznych w testach farmakologicznych. Prowadzone tu badania koncentrujg si¢ na

mozliwie wszechstronnym poznawaniu mechanizméw zwigzanych z regulacyjng rolg 5-HT w
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organizmie, a szczego6lnie w osrodkowym uktadzie nerwowym, ze szczegolnym uwzglednieniem roli
1 ligandow receptorow 5-HT1a, 5-HTg Oraz 5-HT5.

Badania, ktérych bytam kierownikiem:

W latach 2013-2015 bytam kierownikiem projektu z dotacji statutowych ,,Badania osrodkowe;j
aktywno$ci farmakologicznej 4-arylopiperazyno-alkilowych pochodnych 3,3-dipodstawionego
pirolidyno-2,5-dionu o potencjalnym dziataniu przeciwdrgawkowym” (K/ZDS/004123), w ramach
ktérego  przebadalam potencjalng aktywnos¢ przeciwlegkowa, przeciwdepresyjng oraz
przeciwdrgawkowa wybranych pochodnych pirolidyno-2,5-dionu w testach in vivo u gryzoni
(publikacja D-10). Nastepny projekt z dotacji statutowych (na lata 2016-2018), ktorego
kierownikiem jestem obecnie pt. ,Badanie aktywnosci osrodkowej arylopiperazynowych
pochodnych 5-arylo-5-metylohydantoinowych, selektywnych ligandow receptora 5-HTia Oraz 5-
HT;” (K/ZDS/006134) koncentruje si¢ na badaniu aktywnos$ci farmakologicznej, a szczegolnie
ocenie potencjalnego dziatania przeciwdepresyjnego i przeciwlgkowego, nowych pochodnych
hydantoiny o aktywnosci antagonistycznej wobec receptora 5-HT; i pewnym, ale nieznacznym
powinowactwie do receptora 5-HT;a. Owocem przeprowadzonych przeze mnie badan
farmakologicznych dla tych substancji syntetyzowanych w Katedrze Technologii i Biotechnologii
Srodkéw Leczniczych UJ CM sa publikacje A-2, A-3, A-5 i D-1. Kontynuujac te wspotprace,
obecnie jestem wykonawca w projekcie OPUS pt. ,, Triazynowe ligandy receptora serotoninowego
5-HTs — nowa perspektywa w terapii wspotczesnych chordb cywilizacyjnych” (Grant OPUS NCN
Nr UMO-2015/17/B/INZ7/02973, projekt realizowany w latach: 2016-2019). Pierwsze otrzymane
wyniki badan behawioralnych, wskazujacych na potencjalng aktywnos$¢ przeciwdepresyjng w grupie
pochodnych 4-benzyl-1,3,5-triazyny, zostaly przedstawione w pracy A-7.

Zaktad Farmacji Klinicznej wspotpracuje naukowo rowniez z Katedrg Chemii Farmaceutycznej
UJ CM, gdzie od szeregu lat prowadzone sg badania nad modyfikacjami chemicznymi
dhugotancuchowych arylo-alkilo-piperazyn (LCAPs), ktore to daja mozliwosci uzyskania nowych
ligandow, w tym szczeg6lnie mnie interesujacych, ligandow receptordw serotoninergicznych 5-
HT1a, 5-HT2a, 5-HTg i 5-HT; oraz dopaminergicznych D;, Dy, D3 i D4. Poszukiwania zaleznosci
struktura — aktywno$¢ koncentrujg si¢ na spodziewanym dzialaniu przeciwpsychotycznym,
przeciwdepresyjnym i/lub przeciwlgkowym. W grupie LCAPs skoncentrowano si¢ na pochodnych
7,8-dipodstawionych teofiliny (ligandy receptorow 5-HTia, 5-HT2a 1 5-HT;) oraz pochodnych
zawierajgcych ugrupowanie chinolinowe i izochinolinowe (antagoni$ci receptoréow 5-HT7). W
ramach wspoétpracy z Katedra Chemii Farmaceutycznej UJ CM bylam wykonawca badan

farmakologicznych w projektach:
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1.

,Biomimetyki LCAP - pochodne amin alicyklicznych, jako nowa klasa ligandow dla receptorow
monoaminergicznych” (Grant NCN nr UMO-2012/05/B/NZ7/03076, wykonywany w latach
2013-2016) w ramach ktorego uzyskano interesujaca aktywno$¢ przeciwlekowa dla pochodne;j
7,8-teofiliny oraz przeciwdepresyjng dla pochodnej chinolinowej LCAPs co zaowocowalo
licznymi publikacjami, ktorych jestem wspotautorem: A-8, A-12, A-14, A-18;

»Synteza 1 wilasciwosci farmakologiczne mono-, di- i triheterocyklicznych pochodnych
azolowych, jako kombinowanych ligandéw receptorowych i inhibitoréw fosfodiesteraz 0
potencjalnym dziataniu psychotropowym.” (Grant NCN nr UMO-2012/07/B/NZ7/01173, projekt
wykonywany w latach 2013-2016). W ramach projektu wyselekcjonowano struktury bedace
pochodnymi  8-aminopuryno-2,3-dionu o multireceptorowym profilu oraz potencjalnej
aktywnosci przeciwpsychotycznej i przeciwdepresyjnej wykazanej w testach behawioralnych u
gryzoni. Wyniki tych badan opisano w pracy A-15, ktorej jestem wspotautorem;

,Poszukiwanie nowych ligandow receptorow 5-HTg i 5-HT; o potencjalnym dziataniu
osrodkowym” (MNiSW nr NN405 671540; projekt realizowany w latach: 2011-2013).
Rezultatem badan behawioralnych, ktére wykonywatam w tym projekcie, jest publikacja A-19.
Przedstawiono w niej wyniki badan in vivo, dotyczace istotnej i specyficznej aktywnosci
przeciwdepresyjnej wyselekcjonowanych LCAPs, wykazujacych istotne powinowactwo do

receptorow 5-HT7 i 5-HTa;

. »,Poszukiwanie zwigzkow biologicznie aktywnych wsrod ligandéw receptorow serotoninowych,

szczegolnie 5-HT7, 1 dopaminowych o potencjalnym dziataniu psychotropowym” (Grant NCN Nr
UMO-2011/01/B/NZ4/00695; projekt realizowany w latach 2011-2014). W projekcie uzyskano
aktywne pochodne imidazo[2,1-f]puryno-2,4-dionu wykazujace aktywno$¢ agonistyczng wobec
presynaptycznych receptoréw SHT14 0raz antagonistyczng wobeC postsynaptycznych receptorow
5HT1a, 5HT2a 1 D,. W badaniach behawioralnych nowych pochodnych wykazano istotne
dziatanie przeciwpsychotyczne oraz dodatkowo przeciwdepresyjne i przeciwlgkowe. Wyniki te

wyniki zostaty zaprezentowane w pracach A-21 i A-22;

. “Poszukiwanie nowych zwiazkow biologicznie aktywnych o potencjalnym dziataniu

psychotropowym w grupie ligandow receptorow monoaminergicznych” (Grant MNiSW Nr NN
405 378437; projekt realizowany w latach 2009-2012). W ramach projektu uczestniczytam w
wykonywaniu badan behawioralnych (akywnos$ci przeciwpsychotycnej i przeciwdepresyjnej) dla
nowosyntetyzowanych struktur bedacych funkcjonalnymi analogami arypiprazolu. W ramach
projektu otrzymano pochodne o istotnej aktywnosci, ktore opisano w pracach A-23, A-24, A-27 i
A-30;
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6. ,,Nowa nieamyloidowa terapia zaburzen poznawczych” finansowanym przez NCBiR o numerze
PBS3/B7/20/2015. W ramach prac prowadzonych przez konsorcjum badawcze NATCo (Wydziat
Farmaceutyczny UJ CM, Instytut Farmakologii PAN, firma farmaceutyczna CELON Pharma SA)
uczestniczytam w wykonywaniu badan aktywnosci przeciwdepresyjnej i przeciwpsychotycznej u
gryzoni, a wyniki tych doswiadczen zostaty zaprezentowane w pracach A-13 i A-18.

7. ,Synteza i wilasciwosci farmakologiczne zrdéznicowanych strukturalnie analogow PQ-10 jako
wielofunkcyjnych ligandow o mozliwosci poprawy funkcji poznawczych w zwierzgcych
modelach depresji, leku i schizofrenii” (Grant SONATA NCN Nr UMO-2016/21/D/NZ7/01573,;
projekt przeznaczony na lata 2017-2020). Badania aktywnosci osrodkowej nowych pochodnych
opracowanych w ramach tego projektu trwaja;

8. ,,Poszukiwanie selektywnych funkcjonalnie agonistow receptora 5-HT1a jako nowych narze¢dzi
farmakologicznych w opracowaniu terapii schorzen psychiatrycznych i neurodegeneracyjnych”
(Grant OPUS NCN Nr UMO-Dec/2015/19/B/NZ7/03543) realizacja projektu w latach 2016-
2019). W ramach tego projektu wykonuje badania w kierunku aktywnoS$ci przeciwdepresyjne;j i
przeciwlgkowej nowych, funkcjonalnie selektywnych agonistow receptora 5-HT1a. Dotychczas
uzyskane wyniki opublikowano w artykule A-4.

W celu poszerzenia badan nad zwigzkiem EMD 386088, ktorego badania aktywnosci
przeciwdepresyjnej 1 przeciwlegkowej stanowig podstawe mojego osiagniecia habilitacyjnego,
nawigzatam wspolprace z dr n. farm. Magdaleng Kotanskg z Zaktadu Wstepnych Badan
Farmakologicznych Katedry Farmakodynamiki UJ CM. W ramach tej wspotpracy wykonane zostaty
oznaczenia wplywu EMD 386088 na procesy metaboliczne i zwigzane z tym ryzyko Sercowo-
naczyniowe. W tym celu szczury, ktorym przewlekle (przez 21 dni) podawano zwigzek EMD
386088 (5 1 2.5 mg/kg/dzien) badane byty w dwoch modelach otylosci: nadmiernego objadania sig
pasza preferencyjng oraz zywieniem pasza bogato-ttuszczowa. U zwierzat otrzymujacych EMD
386088 w dawce 5 mg/kg zaobserwowano istotne statystycznie zmniejszenie masy ciata szczurOw w
obu modelach, co jest dobrym wstepem do dalszych badan tej substancji w kierunku potencjalnych
mozliwosci jej stosowania w terapii otylosci. Uzyskane wyniki badan zostaty opublikowane w pracy
A-10.

Realizujac badania behawioralne w Zakladzie Farmacji Klinicznej, inne niz uprzednio
wymienione, jestem wspotautorem prac powstalych w wyniku wspoéltpracy z:

e dr Jackiem Stefanowiczem z Katedry Technologii Lekoéw i Biotechnologii Farmaceutycznej
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego, w wyniku ktorej przebadano serie zwigzkow

bedacych pochodnymi 3-aminotropanu. Oznaczajac ich aktywno$¢ wewngtrzng in vivo wobec
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receptorOw 5-HTia i D, oraz wykonujgc badania behawioralne wykazano ich potencjalng
aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng. Wyniki przeprowadzonych badan opublikowano w pracy A-11,

dr hab. Karoling Pytkg z Katedry Farmakodynamiki UJ CM, w wyniku ktorej wykazano istotng
aktywno$¢ przeciwdepresyjng i przeciwlekowa nowych, fenylopiperazynowych antagonistow
receptoréw serotoninergicznych 5-HTia i 5-HT7 w testach behawioralnych u myszy, a ktore to
wyniki przedstawiono w pracy A-17;

dr hab. Agnieszka Zagorska z Katedry Chemii Farmaceutycznej UJ CM polegajaca na oznaczeniu
aktywno$ci wewnetrznej in vivo nowych pochodnych teofiliny wobec receptorow 5-HT1a, 5-HT2a
i D, oraz ich potencjalng aktywnos$¢ przeciwpsychotyczng i /lub przeciwdepresyjng. Wyniki tych
badan zostaly opublikowane w pracy A-25;

dr hab. Kingg Satat, prof. UJ z Katedry Farmakodynamiki UJ CM polegajaca na wspotudziale w
wykonywaniu badan farmakologicznych in vivo 1 o0znaczen immunoenzymatycznych
prostaglandyny PGE, metodg ELISA dla pochodnych gamma-butyrolaktonu wykazujacych
istotng aktywnos$¢ przeciwbolows. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w pracy D-9;

dr Adrianem Newman-Tancredim oraz dr Markiem A. Varneyem z firmy Neurolixis Inc. w Dana
Point, Kalifornia, USA. Wspolpraca ta dotyczy badan nad aktywnoscig farmakologiczng
selektywnych funkcjonalnie agonistow receptorow 5-HT1a oraz mozliwosciami potencjalnego ich
wykorzystania jako nowych narzgdzi farmakologicznych w opracowaniu terapii schorzen
psychiatrycznych i neurodegeneracyjnych w ramach grantu (OPUS NCN Nr UMO-
Dec/2015/19/B/NZ7/03543) realizowanego we wspolpracy z Katedra Chemii Farmaceutycznej UJ
CM (publikacja A-4), ale rowniez wykraczajace poza jego ramy. Wyniki przeprowadzonych,
poszerzonych badan nad aktywnoscig selektywnych funkcjonalnie agonistow receptorow 5-HTia
staly si¢ przedmiotem ubiegania si¢, wraz z firmg Neurolixis o ochrone¢ patentowa. W czerwcu
2017 roku zostato wystane do Europejskiego Urzgdu Patentowego zgloszenie 0 numerze BET
17P1742-MOM, a obecnie toczy si¢ postgpowanie patentowe.

Obecnie realizuje takze badania behawioralne w ramach kolejnych grantéw zatytulowanych

,Ligandy receptorow 5-HTg jako dodatek do przeciwpsychotycznej terapii schizofrenii — wptyw na

mase ciala, parametry metaboliczne, zaburzenia kognitywne i zaburzenia nastroju” (Grant OPUS

NCN Nr UMO-2015/19/B/NZ7/00227) oraz ,Synteza i badania farmakologiczne nowych

pochodnych benzizoksazolopropylopirolidyny jako wielofunkcyjnych ligandéw o potencjalnych

wlasciwo$ciach prokognitywnych i1 przeciwpsychotycznych” (Grant SONATA NCN Nr UMO-
2014/15/DINZ7/01789).
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Poza pracg naukowo-badawczg z prawdziwg przyjemnoscig zajmowalam si¢ i nadal zajmuje
dydaktyka, prowadzac zajecia ze studentami V roku Farmacji z przedmiotu Farmakoterapia, II roku
Kosmetologii z przedmiotu Substancje lecznicze w kosmetologii. W roku akademickim 2016/2017
prowadzitam seminaria dla studentow | i Il roku Pielggniarstwa z przedmiotow Farmakologia oraz
Farmakologia Kliniczna. Praca dydaktyczna przektada si¢ na wspotautorstwo publikacji
przegladowych, pisanych takze z udziatem studentow, ktore omawiaja wspotczesne mozliwosci
farmakoterapii i terapii schorzen takich jak cukrzyca cigzowa (praca D-7), tuszczyca (praca D-5),
jadlowstret psychiczny (praca D-8), otylo$¢ (praca D-6), tradzik pospolity (praca D-4), bakteryjne

zakazenia skory (praca D-3) oraz cellulit (praca D-2).

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora (wylaczajac publikacje
stanowigce osiggnigcie naukowe):

Liczba publikacji: 42

Laczny impact factor: 100,906

Laczna liczba punktow MNiSW: 996.

5.3.  UDzIAt W PROJEKTACH BADAWCZYCH

2017-2020 Wykonawca projektu ,,Synteza i wlasciwosci farmakologiczne zréznicowanych
strukturalnie analogéw PQ-10 jako wielofunkcyjnych ligandow o mozliwosci
poprawy funkcji poznawczych w zwierzgcych modelach depresji, Igku 1 schizofrenii”
Grant SONATA NCN Nr UMO-2016/21/D/NZ7/01573

2016-2019  Wykonawca projektu zatytutowanego ,,Poszukiwanie selektywnych funkcjonalnie
agonistow receptora 5-HTIA jako nowych narzedzi farmakologicznych w

opracowaniu terapii schorzen psychiatrycznych i neurodegeneracyjnych” (Grant
OPUS NCN Nr UMO-Dec/2015/19/B/INZ7/03543)

2016-2019 Wykonawca projektu  zatytutlowanego ,,Triazynowe ligandy receptora
serotoninowego 5-HT6 — nowa perspektywa w terapii wspotczesnych chordb
cywilizacyjnych” (Grant OPUS NCN Nr UMO-2015/17/B/NZ7/02973)

2016-2019  Wykonawca projektu zatytutowanego ,,Ligandy receptoréw 5-HT6 jako dodatek do
przeciwpsychotycznej terapii schizofrenii — wplyw na mas¢ ciata, parametry
metaboliczne, zaburzenia kognitywne i zaburzenia nastroju” (Grant OPUS NCN Nr
UMO-2015/19/B/NZ7/00227)

2015-2018 Wykonawca projektu zatytutowanego— ,,Synteza i badania farmakologiczne nowych
pochodnych benzizoksazolopropylopirolidyny jako wielofunkcyjnych ligandow o
potencjalnych witasciwosciach prokognitywnych 1 przeciwpsychotycznych” (Grant
NCN Nr UMO-2014/15/D/NZ7/01789)

2013-2016  Wykonawca projektu zatytutowanego ,,Biomimetyki LCAP - pochodne amin
alicyklicznych, jako nowa klasa ligandow dla receptorow monoaminergicznych”
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2013-2016

2015

2011-2013

2011-2014

2009-2012

2008-2012

2016-2018

2013-2015

2009-2010

2006-2008

(Grant NCN nr UMO-2012/05/B/NZ7/03076)

Wykonawca projektu zatytulowanego ,,Synteza i wlasciwosci farmakologiczne
mono-, di- i triheterocyklicznych pochodnych azolowych, jako kombinowanych
ligandow receptorowych 1 inhibitorow fosfodiesteraz o potencjalnym dziataniu
psychotropowym.” (Grant NCN nr UMO-2012/07/B/NZ7/01173)

Wykonawca projektu zatytulowanego ,,Nowa niecamyloidowa terapia zaburzen
poznawczych” finansowanego przez NCBIiR o numerze PBS3/B7/20/2015 w ramach
w konsorcjum badawczego NATCo w projekcie Prokog wspoétfinansowanego przez
Unig¢ Europejska (UDA-POIG.01.03.01-12-063/09-00)

Wykonawca projektu zatytutowanego ,,Poszukiwanie nowych ligandow receptorow
5-HTs i 5-HT7 o potencjalnym dziataniu osrodkowym” (MNiSW nr N N405 671540)

Wykonawca projektu zatytutowanego ,,Poszukiwanie zwigzkow biologicznie
aktywnych wsérod ligandow receptoréw serotoninowych, szczegdlnie 5-HTo, |
dopaminowych o potencjalnym dziataniu psychotropowym” (Grant NCN Nr UMO-
2011/01/B/NZ4/00695)

Wykonawca projektu  zatytulowanego “Poszukiwanie nowych zwigzkow
biologicznie aktywnych o potencjalnym dziataniu psychotropowym w grupie
ligandow receptoréw monoaminergicznych” (Grant MNiSW Nr NN 405 378437)

Wykonawca projektu zatytulowanego ,,Opracowanie innowacyjnego leku
stosowanego w terapii schorzen Os$rodkowego Ukladu Nerwowego (OUN)
schizofrenii, depresji 1 lgku, badania przedkliniczne.” Projekt realizowany przy
wspotpracy z firmg ADAMED, dofinansowany przez NCBiR w ramach programu
Inicjatywa Technologiczna I. (KB/88/12655/1T1-C/U/08)

Kierownik projektu z dotacji statutowych ,Badanie aktywnosci osrodkowej
arylopiperazynowych pochodnych 5-arylo-5-metylohydantoinowych, selektywnych
ligandow receptora 5-HT 4 0raz 5-HT;” (K/ZDS/006134)

Kierownik projektu z dotacji statutowych ,Badania osrodkowej aktywnosci
farmakologicznej 4-arylopiperazyno-alkilowych pochodnych 3,3-dipodstawionego
pirolidyno-2,5-dionu 0 potencjalnym dziataniu przeciwdrgawkowym”
(K/ZDS/004123)

Kierownik projektu z dotacji statutowych ,,Badanie wtasnosci farmakologicznych
nowych arylopiperazynoalkilowych pochodnych hydantoiny o potencjalnej
aktywnosci o— adrenolitycznej.” (K/ZBW/000401)

Kierownik projektu statutowego ,,Nowe pochodne [3,4-d]-pirydazyny o potencjalnej
aktywnosci przeciwbolowej” (356/P/F)

40



5.4. PODSUMOWANIE CALEGO DOROBKU NAUKOWEGO

Sumaryczny Impact Factor dla calego dorobku naukowego: 122,349

Laczna liczba punktéw MNiSW dla catego dorobku naukowego: 1235

Laczna liczba cytowan =371 (Web of Science Core Collection 1945-2018 z dnia 29.05.2018 .).
Wspotczynnik Hirscha = 12 (Web of Science Core Collection 1945-2018 z dnia 29.05.2018.).

Laczna liczba publikacji: 55, w tym:
v Publikacje znajdujgce sie w bazie Journal Citaion Reports: 41
v" Pozostate publikacje: 14
Liczba projektow badawczych: 16, w tym:
v' Kierownik projektu: 4
v" Wykonawca projektu: 12
Laczna liczba streszczen ze zjazdow: 118, w tym:
v miedzynarodowych: 78
v" krajowych: 40

5.5. PRZEBYTE SZKOLENIA I KURSY
Szkolenia i warsztaty:

1. Udziat w projekcie ,,Ars Docendi — rozw¢j kompetencji dydaktycznych kadry Uniwersytetu
Jagiellonskiego” Poszukiwanie informacji i ocena wiarygodnosci danych; Krakow, 8 i 15 marca
2018r.

2. XXXV Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN ,,Farmakoterapia zaburzen funkcji
poznawczych”, Krakow, 6-9 lutego 2018r.

3. Warsztaty dydaktyczne ,,Ars Docendi” pt. ,,Jak dobrze zaprojektowac kurs.” Rok akademicki
2016/2017

4. Kurs: Aktualne mozliwosci terapii niektorych choréb uktadu nerwowego, Krakow, 18-19
listopad 2016r

5. Szkolenie dla os6b odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen; dla oséb
wykonujacych procedury na zwierz¢tach oraz osob usmiercajacych zwierzgta wykorzystywane
w procedurach. Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych POILASA, Krakow,
28.09-01.10.2015r.

6. XXXII Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN ,,Farmakologia kanabidoidow”, Krakow
13-16 stycznia 2015

7. Kurs w ramach projektu ,,Pro bono Collegii Medici Universitas Jagiellonicae” pt.
»Zaawansowane techniki edukacyjne w naukach medycznych. Kurs zaawansowany — ocena
efektow ksztatcenia”, Krakow, 30.01-27.02-2013r.

8. XXIX Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN ,,Glej”, Krakéw 8-10 luty 2012r

9. XXVII Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN , Rytmy w o$rodkowym ukladzie
nerwowym?”, Krakow 16-19 luty 2010r

10. XXVII Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN ,,Pobudzajgce aminokwasy 111, Krakow
17-20 luty 2009r.

11. XXIV Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN ,,Pami¢¢: od neuronu do kliniki”, Krakow
14-17 luty 2007r

12. XIX Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN ,,Schizofrenia: patogeneza i terapia”,
Mogilany 20-22 luty 2002r
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13. XVII Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN ,,Pobudzajgce aminokwasy 2000 — aspekty
zwiazane z fizjologig oraz patologig i terapig schorzen neuropsychiatrycznych”, Przegorzaty 23-
25 luty 2000r

14. Sympozjum ,,Neuropsychofarmakologia 2000 — dzi$ 1 jutro”; Krakow 20-21 pazdziernik 2000r

5.6.  RECENZJE PRAC NAUKOWYCH

Expert Opinion On Investigational Drugs (IF=4,030)
Psychopharmacology (IF= 3,308)

Neurochemistry International (IF=3,262)

Journal of Pharmacy and Pharmacology (IF= 2,405 )
Cognitive, Affective and Behavioral Neuroscience (IF= 3,263)
Current Pharmaceutical Design (IF=2,611)

Pharmacological Reports (IF=2,587)

5.7.  ORGANIZACJE NAUKOWE

Czlonek: Polskiego Towarzystwa Farmakologicznego,
Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego,
Polskiego Towarzystwa Toksykologicznego.
Skarbnik Krakowskiego Oddziatu Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego.

5.8. STAZE NAUKOWE

Staz luty — kwiecien 2002 r w Zaktadzie Neurobiologii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie —
nauka oznaczenia powinowactwa do receptorow z wykorzystaniem techniki radioreceptorowe;j in
vitro.

Staz luty-marzec 2017 r w Zakladzie Neurochemii Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie —
nauka operacji stereotaktycznych 1 podan domoézgowych lekéw oraz substancji biologicznie
aktywnych

5.9, WSPOEPRACA NAUKOWA

Instytut Farmakologii PAN w Krakowie, Zaktad Neurobiologii, Zaktad Neurochemii, Zaktad
Chemii Lekow

Instytut Psychiatrii i Neurologii w Warszawie, Zaktad Farmakologii i Fizjologii Uktadu Nerwowego
Warszawski Uniwersytet Medyczny, Katedra Technologii Lekéw 1 Biotechnologii Farmaceutyczne;j
Wydziat Farmaceutyczny we Wroctawiu, Katedra i Zaktad Chemii Lekéw

Wydziat Farmaceutyczny UJ CM, Katedra Chemii Farmaceutycznej, Katedra Farmakobiologii,
Katedra Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych, Katedra Farmakodynamiki

Neurolixis Inc., Dana Point, USA

Adamed sp z 00, Czosnéw k. Warszawy

CELON Pharma SA
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6. NAGRODY I WYROZNIENIA

Nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM za osiggniecia naukowe w 2017 r.
Nagroda Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM za osiggniecia naukowe w 2016 1.
Nagroda Dziekana Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM za osiggniecia naukowe w 2015 r.
Brazowy Medal za Dlugoletnia Stuzbe - Prezydent Rzeczpospolitej Polskiej, 2016 r.

7. DZIALALNOSC DYDAKTYCZNA I ORGANIZACYJNA
PRACA DYDAKTYCZNA
Do roku 2010, jako asystent a nastepnie adiunkt w Katedrze Farmakodynamiki UJ CM,

prowadzilam zaj¢cia (seminaria 1 ¢wiczenia) dla studentow IV roku Farmacji z przedmiotu
Farmakologia z Farmakodynamika. Po przej$ciu, w pazdzierniku 2010, do Zakladu Farmacji
Klinicznej UJ CM prowadz¢ zajecia seminaryjno-¢wiczeniowe ze studentami V roku Farmacji z
przedmiotu Farmakoterapia oraz | roku Kosmetologii z przedmiotu Substancje Lecznicze w
Kosmetologii. W roku akademickim 2016/2017 prowadzitam seminaria dla studentow | i Il roku
Pielggniarstwa z przedmiotow Farmakologia oraz Farmakologia kliniczna. W ramach pracy
dydaktycznej opracowuj¢ takze zestawy kolokwiow oraz pytania egzaminacyjne, wspottworze
Sylabus powyzszych przedmiotow, obstuguje system USOS UJ i Pegaz UJ.

Od roku akademickiego 2015/2016 jestem opiekunem Studenckiego Kota Naukowego przy
Zaktadzie Farmacji Klinicznej, ktdérego uczestnicy biorg aktywny udziat w konferencjach naukowych
(IT nagroda dla studentki, ktorej bytam opiekunem, za prezentacj¢ ustng na 25th. IMSC w Krakowie
w roku 2017, 11 i Il nagroda dla studentow na 26th IMSC w Krakowie w roku 2018). W ramach
dziatalnos$ci poza pensum dydaktycznym ale w ramach Uniwersytetu Jagiellonskiego prowadzitam
seminaria szkoleniowe z farmakoterapii cukrzycy dla studentow Farmacji, przygotowujacych si¢ do
akcji promujacej wiedze na temat cukrzycy wsrod osob zdrowych, z grupy ryzyka jak i chorych pt.
»Zapytaj farmaceute”. Prowadzilam roéwniez warsztaty naukowe pt. ,,In the morning or in the
evening — does the time of taking medicine has an impact on their effect?” w ramach 26th IMSC
2018 w Krakowie.

W ciggu mojej pracy naukowo-dydaktycznej bytam opiekunem 28 prac magisterskich, w tym 18 na

kierunku Farmacja oraz 10 na kierunku Kosmetologia Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

Sprawowalam opieke naukowo-dydaktyczng nad zagranicznymi studentami w ramach programu
Erasmus+:
e studentki z Hiszpanii:

v Isabel Serrano Lillo, Complutense University of Madrid, 02-06.2014 r.
v" Lucia Quesada Muiioz, Complutense University of Madrid, 02-06.2015 r.
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e studentka z Wtoch: Martina De Marco, Universita della Calabria, 03-06.2017 r.

Doskonalenie warsztatu dydaktycznego przez udziat i ukornczenie w kursow:

1. Projekt,,Ars Docendi — rozwdj kompetencji dydaktycznych kadry Uniwersytetu
Jagiellonskiego” Poszukiwanie informacji i ocena wiarygodnosci danych; Krakow, 81 15
marca 2018 r.

2. Warsztaty dydaktyczne ,,Ars Docendi” pt. Jak dobrze zaprojektowac kurs. Rok akademicki
2016/2017

3. Kurs w ramach projektu ,,Pro bono Collegii Medici Universitas Jagiellonicae™ pt.
,,Zaawansowane techniki edukacyjne w naukach medycznych. Kurs zaawansowany — ocena
efektow ksztalcenia”, Krakow, 30.01-27.02-2013 r.

DZIAEALNOSC ORGANIZACYJNA

Od 2015 r. pracuj¢ w Zespole ds. Dobrostanu Zwierzat przy Wydziale Farmaceutycznym UJ
CM oraz uczestniczg w pracach Wydzialowego Zespolu ds. Jakosci Ksztalcenia na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM. Od 2015 r. do chwili obecnej jestem osoba odpowiedzialng w Zakladzie
Farmacji Klinicznej UJ CM za sprawy zwiazane z dobrostanem zwierzat wykorzystywanych w
doswiadczeniach. Rowniez od 2015 r petni¢ funkcj¢ opiekuna dydaktycznego studentéw kierunku
Farmacja odbywajacych 6-cio miesigczng praktyke zawodowa w aptece oraz opiekuna Studenckiego
Kota Naukowego przy Zaktadzie Farmacji Klinicznej UJ CM. W latach 2011-2014 bytam cztonkiem
Zespotu ds. programu ksztalcenia na kierunku Kosmetologia prowadzonym na Wydziale
Farmaceutycznym UJ CM. Od 2017 r. peli¢ funkcj¢ skarbnika Polskiego Towarzystwa
Farmaceutycznego oddziatl Krakow.
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