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1. Imie¢ i nazwisko:

Helena Domin

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem podmiotu nadajacego stopien,

roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

15.05.2008 Stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej,
Zz wyrdznieniem. Praca doktorska pt.: ,Neuroprotekcyjne dziatanie ligandow
glutaminianergicznych receptoréw metabotropowych oraz ligandéw receptoréw dla
neuropeptydu Y” wykonana w Instytucie Farmakologii Polskiej Akademii Nauk
w Krakowie. Promotor: prof. dr hab. Maria Smiatowska.

2003 Zaswiadczenie uzyskania kwalifikacji pedagogicznych do pracy nauczycielskiej
wydane przez Studium Pedagogiczne Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.
17.06.2002 Stopien magistra biologii. Praca magisterska pt.: ,,Wplyw insuliny na
aktywno$¢ proliferacyjng limfocytow T u zwierzat zdrowych i z insulinozalezng
cukrzyca” wykonana w Zakladzie Fizjologii Zwierzat Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie; Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, kierunek; biologia. Promotor:

dr Stanistaw Zargba.

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

01.05.2018 — obecnie adiunkt w Zaktadzie Neurobiologii, Instytut Farmakologii im.
Jerzego Maja PAN, Krakow

01.05.2008 — 30.04.2018 asystent w Zaktadzie Neurobiologii, Instytut Farmakologii
PAN, Krakow

01.03.2008 - 30.04.2008 pracownik inzynieryjno-techniczny w Zakladzie
Neurobiologii, Instytut Farmakologii PAN, Krakow

01.10.2007 — 29.02.2008 zleceniobiorca w Zaktadzie Neurobiologii, Instytut
Farmakologii PAN, Krakéw

10.2003 — 09.2007 uczestnik studiow doktoranckich Instytutu Farmakologii PAN,
Krakéw

06.2002 — 08.2002 wolontariusz w Zakladzie Diagnostyki Molekularnej Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakow
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4. Omowienie osiagnie¢é, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt.2 Ustawy.

4.1. Tytul osiagniecia naukowego:
Metabotropowe receptory glutaminianergiczne grupy Il oraz receptory Y2 i Y5 jako
potencjalne cele terapii neuroprotekcyjnej i/lub przeciwdepresyjnej.

4.2. Cykl powigzanych tematycznie artykuléw naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt
2b Ustawy wchodzacych w sklad osiggniecia naukowego.

Osiagnigciem naukowym jest cykl sze$ciu oryginalnych artykuléw naukowych,
opublikowanych w latach 2015-2019 w angloj¢zycznych, recenzowanych czasopismach
0 zasiggu mi¢dzynarodowym, o sumarycznym wspotczynniku oddziatywania impact factor
(IF) rownym 23.802 oraz punktacji wg Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego
(MNISW) réwnej 260 punktow.

Prace przedstawiono w kolejno$ci ich omawiania w punkcie 4.3 autoreferatu.

1. Domin H*, Jantas D, Smiatowska M. Neuroprotective effects of the allosteric agonist of
metabotropic glutamate receptor 7 AMNO082 on oxygen-glucose deprivation- and
kainate-induced neuronal cell death. Neurochem Int. 2015; 88:110-23. Elsevier.
(IF2015 = 3.385; punkty MNiSW = 25; liczba cytowan bez autocytowan:: 8).

2. Domin H*, Przykaza L, Jantas D, Kozniewska E, Boguszewski PM, Smiatowska M.
Neuroprotective potential of the group Il mGlu receptor agonist ACPT-I in animal
models of ischemic stroke: In vitro and in vivo studies. Neuropharmacology. 2016;
102:276-94. Elsevier.

(IF2016 = 5.012; punkty MNiSW = 40; liczba cytowan bez autocytowan: 18).

3. Domin_H*, Przykaza L* Kozniewska E, Boguszewski PM, Smialowska M.
Neuroprotective effect of the group Il mGlu receptor agonist ACPT-I after ischemic
stroke in rats with essential hypertension. Prog Neuropsychopharmacol Biol
Psychiatry. 2018; 84(Pt A):93-101. Elsevier.

(IF2018 = 4.315; punkty MNiSW = 35; liczba cytowan bez autocytowan : 3).

4. Domin H*, Przykaza L#, Jantas D, Kozniewska E, Boguszewski PM, Smialowska M.
Neuropeptide Y Y2 and Y5 receptors as promising targets for neuroprotection in
primary neurons exposed to oxygen-glucose deprivation and in transient focal cerebral
ischemia in rats. Neuroscience. 2017a; 344:305-325. Elsevier.

(IF2017 = 3.382; punkty MNiSW = 25; liczba cytowan bez autocytowan: 3).

5. Domin H, Szewczyk B, Pochwat B, Wozniak M, Smiatowska M*. Antidepressant-like
activity of the neuropeptide Y Y5 receptor antagonist Lu AA33810: behavioral,
molecular, and immunohistochemical evidence. Psychopharmacology (Berl). 2017b;
234(4):631-645. Springer.

(IF2017 = 3.222; punkty MNiSW = 35; liczba cytowan bez autocytowan: 5).
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6. Domin H*, Piergies N, Picta E, Wyska E, Pochwat B, Wlaz P, Smialowska M,
Paluszkiewicz C, Szewczyk B. Characterization of the brain penetrant neuropeptide Y
Y2 receptor antagonist SF-11. ACS Chem Neurosci. 2019, 10, 3454-3463. American
Chemical Society.

(IF2019 = 4.486; punkty MNISW = 100, liczba cytowan bez autocytowan: 1).

* - autor korespondencyjny

# - Publikacja nr 4 wyniki z eksperymentéw in Vivo dotyczace neuroprotekcyjnych
wlasciwosci agonisty receptora Y2 wchodza do doktoratu P. mgr Lukasza Przykazy, ktorego
jestem promotorem pomocniczym. Natomiast wyniki z eksperymentow in vitro dotyczace
neuroprotekcyjnych wilasciwosci agonistow receptorow Y2 oraz Y5 wchodzg w sktfad
osiggniecia naukowego.

Liczba cytowan bez autocytowan z bazy Web of Science z dn. 12.01.2021 r.

Opis wktadu wlasnego oraz oswiadczenia wszystkich wspotautorow okreslajgce
indywidualny udzial kazdego z nich w powstawanie powyzszych publikacji zawarte zostaly

odpowiednio w zatgcznikach 4 1 6.

4.3. Omowienie ww. osiggniecia naukowego

4.3.1. Wprowadzenie

Kwas glutaminowy (Glu) i kwas gamma-amino-mastowy (GABA) s3 najpowszechniej
wystepujacymi neuroprzekaznikami w moézgu ssakow. Dynamiczna réwnowaga pomigdzy
pobudzajacym Glu a hamujacym GABA jest podstawg prawidlowe; homeostazy
czynnosciowej mozgu. Zaburzenia fizjologicznej rownowagi miedzy GABA a glutaminianem
prowadzace do nadaktywnosci uktadu glutaminianergicznego moze skutkowaé zmianami
patologicznymi, ktore wystepuja W schorzeniach neurologicznych, miedzy innymi
w niedokrwieniu mézgu (Nishizawa, 2001), a takze w zaburzeniach psychicznych takich jak
depresja, schizofrenia czy lek (Sanacora i wsp., 2003; Wieronska i Pilc, 2009; Mitchell
i Baker, 2010). Sugeruje si¢, ze w tych jednostkach chorobowych dochodzi do nadczynnosci
transmisji Glu oraz hypofunkcji GABA i hamowanie tej nadmiernej transmisji
glutaminianergiczne] moze by¢ jedng ze strategii terapeutycznej w leczeniu tych patologii.
Szczegblnie obiecujace dla hamowania nadmiernej transmisji glutaminianergiczne] wydaja
si¢ by¢ ligandy receptoréw zwigzanych z biatkami G (GPCRs, ang. G-protein coupled
receptors). GPCRs reprezentuja najwigksza klase receptorow blonowych, ktore moduluja
aktywno$¢ osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) i posrednicza W regulacji tzw. wolnego

przekaznictwa synaptycznego (Greengard, 2001; Conn i wsp., 2009; Komatsu, 2015).

6
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Badania prowadzone na przestrzeni ostatnich kilkudziesig¢ciu lat wskazuja, ze w odréznieniu
od receptordow jonotropowych, wilasniec GPSRs sg najczestszym celem strategii
terapeutycznych. Okoto 34% sprzedawanych dzisiaj lekow stanowig zwigzki dziatajace na te
receptory (Engers i Lindsley, 2013; Azam i wsp., 2020).

Badania naukowe, ktorych wyniki zostaty opisane w pracach wchodzacych w sktad
osiagniecia habilitacyjnego koncentrowaty si¢ wokot roli metabotropowych receptorow
glutaminianergicznych (mGIuR) grupy III oraz metabotropowych receptorow dla
neuropeptydu Y Y2 i Y5 w schorzeniach OUN takich jak ischemia i depresja. W pracach tych
zaprezentowano potencjalne witasnosci neuroprotekcyjne i/lub przeciwdepresyjne ligandow
powyzej wymienionych receptoréw. Tematyka badawcza wydaje si¢ by¢ niezwykle wazna,
poniewaz jak dotad mimo wielu lat intensywnych badan, Zzaden zwigzek nie osiagnal
skutecznych efektow w leczeniu u ludzi, tak aby mogt zostaé zarejestrowany w sposob
jednoznaczny do terapii neuroprotekcyjnej w udarze niedokrwiennym moézgu. W przypadku
depresji, obecnie stosowane leki przeciwdepresyjne wcigz sg mato skuteczne. Dlatego
zarbwno w ischemii jak i depresji istotne jest poszukiwanie nowych efektywnych strategii
terapeutycznych (Chamorro i wsp., 2016; Gururajan i wsp., 2019; Nozohouri i wsp., 2020).

Udar niedokrwienny u ludzi wywotuje zaburzenia poznawcze, ruchowe i czuciowe
0 r6znym nasileniu i czgsto prowadzi do cigzkiej niepelnosprawnos$ci a nawet Smierci (Rajach
i Ding, 2017). Neuroprotekcja jako szeroko rozumiana ochrona komoérek nerwowych przed
uszkodzeniem i $miercig poprzez hamowanie réznego rodzaju szkodliwych czynnikow, wcigz
stanowi nadziej¢ w leczeniu chorob OUN, w tym udaru mézgu (Karsy i wsp., 2017; Neuhaus
i wsp., 2017; Zhou i wsp., 2018). Szczegdlnie obiecujgce dla neuroprotekcji wydajg si¢ by¢
ligandy receptorow mGlu, pozbawione niekorzystnych efektow charakterystycznych dla
antagonistow jonotropowych receptorow glutaminianergicznych (iGIuR). Receptory mGlu nie
biorg bezposredniego udzialu w szybkim przekaznictwie synaptycznym, wywieraja jednak
istotny wptyw modulujgcy na neurotransmisje pobudzajaca (Conn i Pin, 1997). Ze wzgledu
na homologi¢ sekwencji aminokwasowych, profil farmakologiczny oraz typ szlaku
przekazywania sygnatu wewnatrzkomorkowego zostaty podzielone na trzy grupy (mGluR I-
[11). Do grupy | naleza podtypy mGIluR1 oraz mGIuRb5, ktore sg receptorami pobudzajagcymi
I poprzez biatko Gg11 aktywuja szlak fosfolipazy C (PLC; ang. phospolipase C), natomiast
receptory mGlu grupy Il (mGIuR2 i mGIuR3) oraz Il (mGIuR4, mGIuR6, mGIuR7
I mGluR8) sg receptorami hamujgcymi, ktore poprzez biatko Gip hamujg aktywno$é cyklazy
adenylanowej (AC, ang. adenyl cyclase) i w konsekwencji prowadza do obnizenia poziomu

7
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wtornego przekaznika cyklicznego 3°,5’-adenozynomonofosforanu (cCAMP) (ang. cyclic
adenosine monophosphate) oraz zmniejszenia aktywacji kinazy biatkowej A (PKA; ang.
protein kinase A). Receptory mGIluR grupy I zlokalizowane sa glownie na btonie
postsynaptycznej, gdzie modulujg dziatanie receptoroOw jonotropowych
glutaminianergicznych, natomiast receptory mGlu grupy II i III sa zlokalizowane z reguty
presynaptycznie w synapsach na zakonczeniach glutaminianergicznych jak 1 GABA-
ergicznych, gdzie biorg udzial w hamowaniu uwalniania neuroprzekaznikow (Pin i Duvoisin,
1995; Conn i Pin, 1997). Receptory mGlu grupy II i III moga rowniez poprzez biatka Gi/G,
aktywowa¢ szlak kinaz pro-zyciowych takich jak: MAPK/ERK (ang. mitogen-activated
protein kinase/extracellular signal regulated kinase) oraz P13-K (ang. phosphatidylinositol-3-
kinase) (Ferraguti i wsp., 1999; lacovelli i wsp., 2002; Ribeiro i wsp., 2017). Jedna
z charakterystycznych cech receptorow mGlu jest to, ze funkcjonuja jako tzw. homodimery,
tworzone przez dwie identyczne podjednostki. Kazda podjednostka zbudowana jest z duzej
domeny zewnatrzkomodrkowej, liczacej okoto 590 aminokwaséw, w obrebie ktérej znajduje
si¢ miejsce ortosteryczne wigzace glutaminian, okreslane jako Venus Flytrap domain (VFTD,
ang. orthosteric glutamate binding site) oraz fragment bogaty w reszty cysteiny (CRD, ang.
cysteine-rich domain); domeny przezbtonowej (7TMD, ang. 7 trans-membrane domains)
sktadajacej si¢ z siedmiu hydrofobowych a-helis, w obrgbie ktorej znajduje si¢ tzw.
allosteryczne miejsce wigzace ligand; oraz domeny wewnatrzkomorkowej odpowiedzialnej za
zakotwiczenie receptora w blonie komoérkowej, a takze wigzanie rdznych Dbiatek
odpowiedzialnych za przesylanie i regulacje sygnatu wewnatrzkomorkowego. Do aktywacji
receptora mGlu wystepujacego jako homodimer, dochodzi w momencie przylaczenia si¢
dwoch czasteczek glutaminianu (lub innych ortosterycznych ligandow) do obu
ortosterycznych miejsc wigzacych, co w konsekwencji prowadzi do zmian konformacyjnych
receptora i aktywacji odpowiednich biatek G. Agonisci allosteryczni, posiadajacy wewnetrzng
aktywno$¢ agonistyczng, aktywujg receptor bezposrednio bez obecnosci liganda
ortosterycznego, natomiast pozytywne allosteryczne modulatory (PAMSs, ang. positive
allosteric modulators) lub negatywne allosteryczne modulatory (NAMSs, ang. negative
allosteric modulators) beda odpowiednio zwigksza¢ lub zmniejszaé aktywnos$¢
poszczegolnych podtypéw mGluRs tylko w obecnosci liganda ortosterycznego (Niswender
i Conn, 2010; Flor i Acher, 2012). Identyfikacja selektywnych ligandow allosterycznych do

poszczegolnych podtypoéw receptorow mGlu daje mozliwos¢ roéznorodnych modulacji
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aktywnos$ci tych receptorow, zwigkszajac tym samym zakres potencjalnych efektow
terapeutycznych (Hovelse i wsp., 2012; Gregory i wsp., 2013; Hellyer i wsp., 2017).

Sposrod szeregu roznych receptorow zaangazowanych w uwalnianie glutaminianu, na
szczegblng uwage, oprocz mGluR, zasluguja réwniez metabotropowe receptory dla
neuropeptydu Y (NPY). NPY jest 36 aminokwasowym peptydem bedacy neuroprzekaznikiem
I neuromodulatorem w wielu neuronach OUN (Chronwall i wsp., 1985; Gray i Morley, 1986).
W korze mozgowej i strukturach limbicznych wystepuje przede wszystkim w lokalnych
GABA-ergicznych interneuronach (Nakagawa i wsp., 1985), gdzie wykazano jego role
hamujaca na transmisj¢ glutaminianergiczng (Colmers, 1990; Greber i wsp., 1994; Silva
i wsp., 2005b). Badania ostatnich kilkudziesieciu lat pokazuja, ze NPY cieszy si¢ duzym
zainteresowaniem wsrdod badaczy ze wzgledu na jego role w roéznych procesach
fizjologicznych i patologicznych, a swoje wielokierunkowe dziatanie biologiczne wywiera
poprzez tak zwane receptory Y (YR) (Shende i Desai, 2020). Obecnie wyrdznia si¢ 6 klas
receptorow dla NPY, mianowicie Y1, Y2, Y3, Y4, Y5 oraz y6, a ich pobudzenie poprzez
biatko Gj, wigze si¢ z hamowaniem aktywno$ci cyklazy adenylanowej, co prowadzi do
spadku cAMP i w konsekwencji zmniejszenia aktywnos$ci kinazy PKA w komoérce (Michel
i wsp., 1998). Receptory Y moga réwniez poprzez biatka Gg, lub Gig,y, aktywowac $ciezki
sygnalizacyjne angazujace kinazy takie jak: kinaza biatkowa C (PKC; ang. protein kinase C),
MAPK/ERK oraz PI3-K (Persaud i Bewick, 2014). NPY jest agonistg wszystkich podtypow
YR. Agonistami YR s3 rowniez endogenne peptydy nalezace do rodziny peptydu NPY, albo
ich zmodyfikowane pochodne, natomiast antagonistami YR mogg by¢ zwiazki wywodzace si¢
ze zmodyfikowanych peptydow Y oraz zwigzki o budowie niepeptydowej (Brothers
i Wahlestedt, 2010; Walther i wsp., 2011).

W badaniach do pracy doktorskiej wykazatam neuroprotekcyjne efekty ligandow
receptorow mGlu oraz NPY i jego pochodnych w uszkodzeniach ekscytotoksycznych
wywotanych kwasem kainowym in vitro i in vivo (Domin i wsp., 2006; Smiatowska i wsp.,
2009; Domin i wsp., 2010; Smiatowska i wsp., 2012, Domin i wsp., 2014). Najwazniejszym
osiggnigciem W tych badaniach bylo to, ze zwigzki dziataty neuroprotekcyjnie podane w jakis$
czas (30 min, 1, 3 lub nawet 6 godz.) po czynniku uszkadzajacym. Ma to szczeg6lne
znaczenie dla potencjalnych mozliwo$ci zastosowania takich zwigzkéow w klinice, gdzie
zwykle mozemy wkracza¢ z neuroprotekcjag dopiero w kilka godzin po rozpoczeciu
uszkodzenia. Ze wzgledu na potencjalne terapeutyczne zastosowanie badanych substancji
oraz nowatorstwo zagadnienia, po uzyskaniu stopnia doktora podj¢tam kontynuacj¢ badan.

9
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Badania te zostaly ukierunkowane na ocen¢ neuroprotekcyjnych efektow agonistow
receptorow mGlu grupy III oraz agonistow receptorow Y2 i Y5 w eksperymentalnej ischemii.
W trakcie poszukiwania przeze mnie modyfikowanych analogdéw NPY dzialajacych na
receptory Y2 i Y5 jako potencjalnych zwigzkéw neuroprotekcyjnych, zwrocitam uwage, ze
te receptory odgrywajg rowniez istotng role w depresji. Pomimo wielu lat intensywnych
badan patofizjologia depresji jest nadal nieznana, poniewaz niec ma obecnic jednego
mechanizmu wyjasniajacego wszystkich aspektow tej ztozonej choroby (Czéh i Simon, 2020).
Skutecznos$¢ obecnie stosowanych lekow przeciwdepresyjnych jest obserwowana tylko u 70%
pacjentow po okoto 4 tygodniach trwania terapii (Zhang i wsp., 2018). Dlatego tez istotnym
wydaje si¢ poszukiwanie nowych lekow przeciwdepresyjnych o wyzszej skutecznosci
I szybkim czasie dziatania (Gururajan i wsp., 2019). Badania ostatnich lat wskazuja, ze NPY
odgrywa znaczaca rolg w patogenezie depresji, jak rowniez w odpowiedzi na leczenie lekami
przeciwdepresyjnymi. Wykazano potencjalne dziatanie przeciwdepresyjne ligandow
receptorow dla NPY w zwierzgcych modelach depresji, postulujac najwicksze znaczenie
W wystepowaniu zaburzen depresyjnych dla receptorow Y1, Y2 oraz Y5 (Brothers
i Wahlestedt, 2010; Morales-Medina i wsp., 2010; Morales-Medina i wsp., 2012a). Jednakze
badania z uzyciem ligandow receptorow NPY w temacie depresji s3 nieliczne
| fragmentaryczne, a ponadto nie ma badan pokazujagcych molekularne i komorkowe
mechanizmy lezace u podloza przeciwdepresyjnej aktywnosSci tych substancji. Badania,
ktorych wyniki zostaly opisane w pracach wchodzacych w sklad osiagniecia habilitacyjnego
poszerzyly 1 poglebity wiedz¢ na temat przeciwdepresyjnej aktywnosci ligandow YR,
W szczegdlnosci zwigzkdéw dzialajacych na receptory Y2 lub Y5, oraz wyjasnily jaki jest
mechanizm warunkujacy szybsze terapeutyczne dziatanie tych zwiazkow.

Badania wchodzace w sklad osiagniecia naukowego skupily si¢ zatem na nastepujacych
zagadnieniach:
a). badaniach potencjalnego neuroprotekcyjnego dzialania ligandéw metabotropowych
receptoréow glutaminianergicznych grupy III oraz ligandéw receptorow Y2 i Y5
w eksperymentalnych modelach ischemii
b). badaniach potencjalnego przeciwdepresyjnego dzialania ligandéw receptoréow Y2
1Y5.

W dalszej czgsci autoreferatu pozycje wchodzace w skiad osiggniecia habilitacyjnego zostaty
zaznaczone pogrubiong czcionka.
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4.3.2. Metabotropowe receptory glutaminianergiczne grupy Il jako potencjalne cele
terapii neuroprotekcyjnej
4.3.2.1. Stan wiedzy

Neuroprotekcja to dzialania majgce na celu zapobieganie $mierci neurondéw poprzez
hamowanie przynajmniej jednego z etapéw procesu neurodegeneracji zachodzacej na skutek
dziatania czynnika szkodliwego. Badania ostatnich kilkudziesigciu lat wskazuja,
iz niezaleznie od przyczyny neurodegeneracji wazng rol¢ w tym procesie odgrywa nadmierne
pobudzenie neuronéw z uwalnianiem kwasu glutaminowego przy roéwnoczesnych
niedoborach energetycznych (ekscytotoksycznos¢) (Olney, 1978; Puyal i wsp., 2013). Dlatego
zwigzki hamujgce nadmierng transmisj¢ glutaminianergiczng byty najintensywniej badane
jako potencjalne neuroprotektory. Proby zapobiegania ekscytotoksycznos$ci staty si¢ mozliwe
po odkryciu pierwszych receptorow glutaminianergicznych — iGIUR (NMDA, AMPA
i kainowych), okresleniu ich funkcji oraz zsyntetyzowaniu ligandow. Mimo obiecujgcych
wynikoéw badan eksperymentalnych zaréwno in vitro jak i in vivo, zastosowanie antagonistow
receptoréw iGluR, a zwlaszcza receptora NMDA w leczeniu u ludzi napotkato na powazne
ograniczenia, zwigzane glownie z wystepowaniem licznych efektow niepozadanych, takich
jak: psychozy, upos$ledzenie funkcji poznawczych, pamigci 1 orientacji oraz zaburzenia
ruchowe (Muir i Lees, 1995; lkonomidou i Turski, 2002; Muir i Lees, 2003; Xu i Pan, 2013;
Karsy i wsp., 2017). Obecnie przedmiotem badan eksperymentalnych w temacie
neurodegeneracji i neuroprotekcji sa miedzy innymi ligandy receptorow mGlu, ktore ze
wzgledu na to, ze odpowiadajg za modulacj¢ pobudzenia, a nie za podstawowe przekaznictwo
pobudzajace wydaja si¢ by¢ bezpieczniejsze do terapeutycznego zastosowania niz antagonisci
iIGIuUR. W oparciu o wiedze dotyczaca roli poszczegdlnych receptorow mGlu w regulacji
pobudliwosci komoérki i przekaznictwa synaptycznego, poszukiwania skutecznych
terapeutycznie ligandow mGluR skupiono na antagonistach receptorow mGlu grupy I oraz
agonistach receptorow mGlu grupy II i1 III. Badania prowadzone zar6wno na modelach
komorkowych jak 1 zwierzgcych potwierdzity przewidywania co do potencjalu
neuroprotekcyjnego zwiazkéw blokujacych receptory mGlu grupy [ oraz zwigzkow
aktywujacych receptory mGlu grupy Il i 111 (Nicoletti i wsp., 1996; Bruno i wsp., 2001; Flor
i wsp., 2002; Lea i Faden, 2003; Byrnes i wsp., 2009). Jednakze w ostatnich latach pojawily
si¢ watpliwosci co do potencjalnego terapeutycznego zastosowania agonistow receptorow
mGlu grupy 1l w neuroprotekcji. Mianowicie Caraci i wsp. (2011) pokazali, ze zastosowanie
PAM receptora mGlu2, LY566332, zwigkszaly toksyczne efekty B-amyloidu zaréwno
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W hodowlach komoérkowych z kory moézgowej szczura jak i w mieszanych hodowlach
glejowo-neuronalnych, natomiast efekt ten byt odwracany przez zastosowanie antagonisty
receptora mGlu2/3, LY341495. Ten nieoczekiwany efekt wzmacniania neurotoksycznosci po
aktywacji receptora mGlu2 zostat potwierdzony w badaniu in vivo u szczuréw w modelu
przejsciowego globalnego niedokrwienia, w ktorym selektywny NAM receptora mGlu2,
ADX92639, chronit wrazliwe neurony hipokampa obszaru CA1l przed ischemicznym
uszkodzeniem, natomiast PAM receptora mGlu2, LY487379, nie tylko nasilal uszkodzenie
w CAl, ale takze rozszerzal ten proces degeneracji na rejon CA3 hipokampa (Motolese
iwsp., 2015). Z kolei jezeli chodzi o receptor mGIlu3 to badania potwierdzaja
neuroprotekcyjne efekty agonistow tych receptorow, aczkolwiek sa doniesienia, ze aktywacja
mGIluR3 moze nasila¢ odpowiedz postsynaptycznego receptora mGluS z grupy I, a tym
samym zwigksza¢ pobudliwo$¢ neuronalng i w konsekwencji ogranicza¢ uzytecznos¢ PAM
mGluR3 jako skutecznych zwigzkéw neuroprotekcyjnych (Bruno i wsp., 2017). Receptory
mGlu grupy I tez budza watpliwosci jako potencjalne punkty uchwytu dla substancji
neuroprotekcyjnych. Wprawdzie wigkszo$¢ badan eksperymentalnych potwierdzito
neuroprotekcyjne  efekty antagonistow tych receptorow w rdéznych modelach
ekscytotoksycznosci  wywolanej substancjami toksycznymi, ischemii lub uszkodzen
traumatycznych, niemniej jednak postulowany jest szkodliwy wptyw NAMs receptora mGlu5
na funkcje poznawcze, co powaznie ogranicza zastosowanie takich substancji w chorobach
neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera (Bruno i wsp., 2017).

Dlatego w dalszej cze$ci autoreferatu chciatam pokazaé, na podstawie badan innych
autorow, a takze moich wchodzacych w sktad osiggniecia habilitacyjnego, ze receptory
mGlu grupy III sg atrakcyjnym potencjalnym celem dla terapii neuroprotekcyjnych ze
szczegolnym uwzglednieniem ich roli w uszkodzeniach ischemicznych. Pierwsze badania
w obszarze neuroprotekcji prowadzono wykorzystujac nieselektywne zwiazki ortosteryczne.
Badania wykonane zaréwno w modelach in vitro, jak i in vivo pokazaty neuroprotekcyjne
efekty ortosterycznych nieselektywnych agonistow receptorow mGlu grupy Il takich jak:
L-AP4, L-SOP i (RS)-PPG, ACPT-lI w réznych modelach degeneracji ekscytotoksycznych
(Bruno i wsp., 1996, 2000; Gasparini i wsp., 1999; Lafon-Cazal i wsp., 1999; Henrich-Noack
I wsp., 2000; lacovelli i wsp., 2002; Domin i wsp., 2014). W wigkszosci badan innych
autoréw agonisci podawani byli przed, rownoczesnie lub zaraz po czynniku uszkadzajacym.
Natomiast nasze eksperymenty w modelach ekscytotoksycznosci wywotlane; kwasem
kainowym in vitro w hodowlach z kory moézgowej i hipokampa myszy jak i in vivo
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u szczuréw w hipokampie pokazaty, ze ACPT-I dziata neuroprotekcyjnie podany po 3 godz.
od zainicjowania uszkodzenia (Domin i wsp., 2014).

Bruno i wsp. (2000) zarowno w modelu in vitro jak i in vivo postuluja udziat receptora
mGlu4 w neuroprotekcji. Mianowicie wykazali, ze L-AP4 hamowat toksyczne efekty NMDA
w hodowlach z kory mozgowej myszy, ale nie dziatat w hodowlach pozbawionych receptora
mGlu4, natomiast (RS)-PPG nie wykazywal aktywnosci neuroprotekcyjnej u myszy
pozbawionych receptora mGlu4. Ponadto zaobserwowali, ze hodowle z kory moézgowej
myszy pozbawione receptora mGlu4 byty bardziej wrazliwe na ekscytotoksyczne dziatanie
NMDA niz hodowle posiadajace ten receptor. Dalsze badania z wykorzystaniem zwigzkow
selektywnych, w tym allosterycznych potwierdzity zaangazowanie receptora mGlu4
w patomechanizm uszkodzenia neurondéw i neuroprotekcji w roznych modelach degeneracji.
Pierwszym pozytywnym allosterycznym modulatorem receptora mGlu4 byt zwigzek PHCCC,
ktory w modelach in vitro powodowal zwigkszenie powinowactwa glutaminianu do tego
receptora (Marino i wsp., 2003). Badania eksperymentalne prowadzone z uzyciem PHCCC
wykazaly  jego  potencjalng  aktywno$¢  neuroprotekcyjng = w  uszkodzeniach
ekscytotoksycznych (Maj i wsp., 2003), ischemicznych (Moyanova i wsp., 2011), czy tez
przewlektych chorobach neurodegeneracyjnych (model choroby Parkinsona) (Battaglia
i wsp., 2006), jednakze jego niska rozpuszczalno$¢ w wodzie, staba biodostepnosé, a takze
powinowactwo rowniez do receptora mGlul, potencjalnie ograniczaty jego uzyteczno$¢ jako
PAM receptora mGlu4 (Niswender i wsp., 2008). W miare dostgpnosci bardziej selektywnych
PAMs receptora mGlu4 (VUO0155041, LuAF21934, VU0364770, \VU0400195 oraz
ADX88178) pojawialy si¢ kolejne doniesienia potwierdzajace zaangazowanie receptora
mGlu4 w patomechanizm choroby Parkinsona i wskazujace na duzy potencjat ligandoéw tego
receptora jako potencjalnych zwigzkoéw uzytecznych w terapii tej choroby (Niswender i wsp.,
2008; Jones i wsp., 2011, 2012; Célanire i Campo, 2012; Betts i wsp., 2012; Iderberg i wsp.,
2015; Litim i wsp., 2017).

Sposrod  receptorow  mGlu grupy III réowniez receptor mGlu7 ma znaczenie
w neuroprotekcji. Pierwszym i jak dotad jedynym, selektywnym aktywatorem receptora
mGlu7 jest AMNO082 (N,N'-Bis(diphenylmethylo)-1,2-ethanodiamina), scharakteryzowany
jako allosteryczny agonista tego receptora (Mitsukawa i wsp., 2005). Wykazano
neuroprotekcyjne efekty AMNOS2 zarowno w modelu in vitro jak i in vivo przeciwko
toksycznym i pro-apoptotyczym efektom sewofluranu (Wang i wsp., 2012). W naszych
badaniach in vitro w hodowlach z kory mozgowej i hipokampa myszy AMNO82 zapobiegat
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neurotoksycznym i pro-apoptotycznym efektom kwasu kainowego, przy czym efekt ten byt
znoszony przez negatywnego allosterycznego modulatora receptora mGlu7, MMPIP (Domin
i wsp., 2015). Neuroprotekcyjne i glioprotekcyjne efekty AMNO82 zaobserwowano rowniez
w modelach uszkodzen apoptotycznych (staurosporyna i doksorubicyna) oraz apoptotyczno-
nekrotycznych (MPP(+)) (Jantas i wsp., 2014, 2015, 2016, 2018).

Nieliczne dane pokazuja, ze receptor mGlu8 réwniez moze mie¢ znaczenie
W neuroprotekcji. Obecnie dostepne sa dwa zwigzki majace powinowactwo do receptora
mGlu8, mianowicie ortosteryczny agonista (S)-3,4-DCPG, wiazacy si¢ preferencyjnie do tego
receptora oraz mGIuR8 PAM, AZ12216052. W badaniach in vivo u noworodkéw szczurzych
(S)-3,4-DCPG wykazywat dziatanie przeciwdrgawkowe i neuroprotekcyjne przeciwko
neurotoksycznym efektom kwasu homocysteinowego (Folbergrova i wsp., 2008), a takze
dziatal neuroprotekcyjnie w badaniach in vitro w modelu komérkowym choroby Parkinsona
z zastosowaniem neurotoksyny dopaminergicznej MPP(+) (Jantas i wsp., 2014). W badaniach
in vitro w modelach uszkodzen apoptotycznych (staurosporyna i doksorubicyna) oraz
apoptotyczno-nekrotycznych (MPP(+)) zaobserwowano rowniez neuroprotekcyjne efekty
mGIuR8 PAM, AZ12216052 (Jantas i wsp., 2014, 2015).

Jak wida¢ na podstawie przytoczonej powyzej literatury niewiele jest badan
pokazujacych role¢ receptorow mGlu grupy III w uszkodzeniach ischemicznych mozgu.
Testowany na skrawkach hipokampa szczura w warunkach hipoksji/hipoglikemii (RS)-PPG
przywracat amplitud¢ potencjatu polowego tych skrawkow, co bylo oznaka Zywotnosci
komorek (Sabelhaus i wsp., 2000), jednakze w modelu ogniskowej ischemii u myszy lub
globalnej ischemii u gerbili oraz szczurdéw, ten ortosteryczny agonista receptorow mGlu
grupy I nie dziatal neuroprotekcyjnie (Henrich-Noack i wsp., 2000). Moyanova i wsp.
(2011) wykazali, ze myszy pozbawione receptora mGlu4 byly bardziej wrazliwe na
uszkodzenia ischemiczne. Ponadto PHCCC dzialal neuroprotekcyjnie w modelu permanentne;j
ogniskowej ischemii u myszy podany 30 min przed wywolaniem niedokrwienia oraz
w modelu 3-minutowej ogniskowej ischemii wywotanej endoteling 1 u szczuréw podany
20 min po wywotaniu niedokrwienia. Tak jak juz napisalam powyzej, pomimo obiecujacych
badan przedklinicznych, do tej pory nie znaleziono skutecznego i bezpiecznego leku
neuroprotekcyjnego w udarze niedokrwiennym mozgu. Dlatego wysoce zasadne jest
poszukiwanie nowych substancji skutecznych w neuroprotekcji przy poprawionej

metodologii badan.
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4.3.2.2. Omowienie wynikow - Potencjalne wlasnosci neuroprotekcyjne ligandow
metabotropowych receptorow glutaminianergicznych grupy III w eksperymentalnej
ischemii

Ta czesé osiggnigé zostala opublikowana w pracach: Domin i wsp., 2015; Domin i wsp., 2016; Domin i wsp.,
2018.

Udar niedokrwienny (ischemia) jest najczestsza (okoto 85%) postacig udaru moézgu,
adochodzi do niego na skutek zamknigcia badz znacznego zwe¢zenia naczynia
doprowadzajacego krew do jakiego$ obszaru mozgu. Catkowite zatrzymanie lub cze¢sciowy
spadek przeptywu krwi prowadzi m.in. do spadku stezenia tlenu i glukozy, depolaryzacji bton
komorkowych, zaburzenia funkcji mitochondriéw i homeostazy wapnia (Ca®*), nadmiernego
wyrzutu glutaminianu odpowiedzialnego za ekscytotoksycznos¢é, co w konsekwencji
doprowadza do rozszerzania si¢ strefy uszkodzenia. W nastgpstwie ekscytotoksycznosci
i nadmiernego wzrostu wewnatrzkomorkowego stezenia jondw Ca?* dochodzi do aktywacji
wielu enzymoéw (syntazy tlenku azotu, lipaz, proteaz, endonukleaz), wzrostu wolnych
rodnikow tlenowych, ktére moga generowaé kaskade reakcji prowadzacych do zaburzenia
struktury i funkcji blon biologicznych  zwlaszcza  mitochondriow,  retikulum
endoplazmatycznego i btony neuronéw doprowadzajac do Smierci komorki na drodze nekrozy
lub apoptozy (Durukan i Tatlisumak, 2007; Pedata i wsp., 2016). Przedstawione powyzej
procesy w tak zwanej kaskadzie niedokrwiennej przebiegaja z okreslong dynamikg
i natgzeniem, ktore zalezg od charakteru niedokrwienia, czasu, jaki uptynat od jego
rozpoczegcia, a takze od lokalizacji uszkodzonego obszaru. W neuronach mézgu po ischemii
stwierdza si¢ w zasadzie continuum nekrotyczno-apoptotyczne, w ktorym wystepuja
Z r6znym nasileniem zaréwno nekroza jak i apoptoza (Martin i wsp., 1998). Ten obszar
wtornego uszkodzenia zwigzany z kaskadg niedokrwienng, tzw. ,strefa poélcienia” (ang.
penumbra), wokot mniejszego, pierwotnego uszkodzenia, rozszerza si¢ w ciggu kilku do
kilkunastu godzin (Catanese i wsp., 2017) i moze stanowic cel dziatan terapeutycznych.

Hipoteza badawcza tej czeSci prac dotyczyla sprawdzenia, czy wybrane ligandy
receptorow mGlu grupy III beda dziala¢ neuroprotekcyjnie w modelach
eksperymentalnej ischemii in vitro i in vivo, ze szczegélnym uwzglednieniem podawania
zwigzkow w sposéb opdézniony wobec rozpoczecia niedokrwienia. Po drugie chcieliSmy
sprawdzi¢, ktore receptory mGlu grupy IIl zaangazowane sa w neuroprotekcje
w ischemii, a takze zbadaé¢ potencjalny mechanizm neuroprotekcyjnego dzialania

badanych zwiazkow. Poniewaz w leczeniu pacjentow po udarze najistotniejszym
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efektem koncowym jest stan neurologiczny i funkcjonalny chorych, dlatego w modelu
invivo ocena wynikow badan prowadzona byla na podstawie nie tylko zmniejszenia
zakresu uszkodzenia, ale réwniez stanu funkcjonalnego zwierzat. Ponadto, aby
przyblizy¢ nasze badania do sytuacji klinicznej, gdzie chorzy z udarem niedokrwiennym
czesto obciazeni sa chorobami wspélistniejacymi takimi jak na przyklad nadcis$nienie
tetnicze, eksperymenty przeprowadziliSmy nie tylko na szczurach zdrowych szczepu
Sprague-Dawley, ale takze na szczurach z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem
tetniczym (SHR, ang. spontaneously hypertensive rat).

Model eksperymentalnej ischemii in vitro przeprowadzany byt w pierwotnych 8 dniowych
hodowlach neuronalnych z kory mozgowej embrionow mysich poddanych deprywacji tlenu
i glukozy (model OGD, ang. oxygen and glucose deprivation), ktory jest uznanym
i powszechnie stosowanym modelem komoérkowym udaru niedokrwiennego (Goldberg
i Choi, 1993). Biochemiczny pomiar uwalniania do medium dehydrogenazy mleczanowej
(LDH) oraz biochemiczna ocena przezywalnosci komorek w hodowli za pomoca testu
redukcji MTT wykazata, iz istotne statystycznie degeneracje (50% spadek przezywalnosci)
wystepuja po 3 godz. pozbawienia komorek tlenu i glukozy (Domin i wsp., 2015) i na tak
ustawionym modelu OGD weryfikowaliSmy efektywno$¢ neuroprotekcyjng ligandow
receptoréw mGlu grupy II1. Niewatpliwg zaletg zastosowania modelu in vitro byta mozliwo$¢
przetestowania duzej ilosci zwigzkéw w stosunkowo krotkim czasie. Tak wiec do
eksperymentow uzyliSmy nastepujacych ligandow: ACPT-1 — agonista ortosteryczny
mGIuR 11l; PHCCC, VU0155041 — mGluR4 PAMs; AMNO082 — agonista allosteryczny
mGIuR7; (S)-3,4-DCPG - agonista ortosteryczny mGIluR8; MMPIP - negatywny
allosteryczny modulator mGIluR7; CPPG - antagonista ortosteryczny mGIuR 111. Za
pomoca testow LDH i MTT wykazaliSmy, ze zarowno ACPT-I jak i AMNO082 zmniejszaty
$miertelnos$¢ i zwigkszaty przezywalno$¢ neuronow w hodowli podane dwukrotnie tuz przed
rozpoczgciem i tuz po zakonczeniu OGD, a takze jednorazowo tuz po lub 30 min po
zakonczeniu ischemii (Domin i wsp., 2016; Domin i wsp., 2015). Efekty neuroprotekcyjne
wywolane przez allosterycznego agonist¢ mGluR7, AMNOS2, byly znoszone przez NAM
mGIuR7, MMPIP, sugerujac, ze efekty te byl zalezne od receptora mGlu7 (Domin i wsp.,
2015). W przypadku ACPT-I efekty neuroprotekcyjne byty odwracane przez zastosowanie
antagonisty receptoréw mGlu grupy III, CPPG (Domin i wsp., 2016). Poniewaz ACPT-I
w stezeniach mikromolarnych aktywuje receptory mGlu4, mGlu6 oraz mGlu8, natomiast
W minimolarnych rowniez receptory mGlu7 (Flor i Acher, 2012), postanowili$my sprawdzic,
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ktory z tych receptorOw odpowiedzialny byt za neuroprotekcyjne efekty ortosterycznego
agonisty. Wystepowanie receptorow mGlu6 ogranicza si¢ tylko do komorek siatkowki
(Nakajima i wsp., 1993), zatem receptory mGlu4, mGlu7 i/lub mGlu8 mogly by¢
zaangazowane w obserwowane efekty ACPT-l. Poniewaz ortosteryczny agonista dziatat
neuroprotekcyjnie w zakresie stezen mikromolarnych (10-200 uM) i jak pokazano w Tabeli
nr 1 efekt ochronny byt silniejszy dla ACPT-1 w poréwnaniu z efektami wywieranymi przez

AMNO82, dlatego tez role receptora mGlu7 rowniez nalezatoby wykluczyc¢.

ACPT-I AMNO082
(10-200 uM) (0.1-1 uM)
LDH MTT LDH MTT
tuz przed + tuz po OGD 25-56% 21-35% 33-42% 19-26%
tuz po OGD 26-41% 16-32% 30-38% 18-26%
30 min po OGD 32-40% 24-26% 34-38% 22-25%

Tabela 1. Efekty agonistow receptorow mGlu grupy III na uwalnianie LDH oraz przezywalnosé
komorek w hodowlach pierwotnych z kory mozgowej poddanych OGD (3 godz.) mierzone testami
LDH oraz redukcji MTT i wyrazone jako % zmian kontroli.

W celu sprawdzenia czy za neuroprotekcyjne efekty ACPT-1 w modelu ischemii in vitro
odpowiedzialne sa receptory mGlu4 i/lub mGlu8 sprawdzili$my potencjalne efekty ochronne
PAMs receptora mGlu4, PHCCC oraz VU 0155041 oraz agonisty ortosterycznego receptora
mGlu8, (S)-3,4-DCPG. Zaobserwowalismy neuroprotekcyjne dziatanie obu PAMs receptora
mGlu4, natomiast efektu neuroprotekcyjnego nie wykazywal agonista receptora mGluS.
ZaobserwowaliSmy roéwniez synergizm w neuroprotekcyjnym  dziataniu niskich
nieefektywnych stezen ACPT-I oraz PAMs, co potwierdzito zaleznos¢ uzyskanego efektu
neuroprotekcyjnego od aktywacji receptora mGlu4 w neurotoksycznosci wywotanej ischemia.

Zgodnie z zasada zastgpienia, ograniczenia i udoskonalenia (3R), aby ograniczy¢ liczbe
zwierzat uzytych do do$wiadczen tylko w modelu in vitro sprawdzilismy wybrane
mechanizmy dzialania badanych zwigzkoéw. Sposrod licznych szlakoéw sygnalizacji
komorkowej, ktoére moga by¢ zaangazowane w $mier¢ komorkowa indukowang przez OGD
wykazano aktywacje wapniowo-zaleznych proteaz cysteinowych — kalpain oraz kaspaz
(Newcomb-Fernandez i wsp., 2001; Malagelada i wsp., 2005). Aktywacja kaspaz jest
specyficzna dla apoptozy, natomiast aktywacja kalpain $wiadczy, ze Smier¢ komorkowa
zachodzi zarowno na drodze apoptozy jak i nekrozy (Chaitanya i Babu, 2008). Stosujac
metode Western blot wykazaliSmy wzrost aktywnosci kalpain mierzonej wzrostem ilo$ci
produktu rozpadu alfa-spektryny 11 (145 kDa), 3 godz. oraz 6 godz. po zakonczeniu OGD.

Takiego wzrostu nie zaobserwowaliSmy tuz po zakonczeniu OGD (Domin i wsp., 2015).
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Natomiast nie zaobserwowaliSmy wzrostu produktu rozpadu alfa-spektryny II do fragmentow
o masie 120 kDa, co §wiadczyloby o wzroscie aktywacji kaspaz, zatem w stosowanym przez
nas modelu OGD degeneracje w hodowlach zachodzity gtéwnie poprzez procesy nekrozy. Na
potwierdzenie powigzania aktywacji kalpain w naszym modelu OGD zaobserwowano efekty
neuroprotekcyjne inhibitora kalpain MDL28170 w testach LDH oraz MTT (Domin i wsp.,
2015). Ponadto wykazalismy, ze zar6wno ortosteryczny agonista receptorow mGlu grupy 111,
ACPT-1, jak i allosteryczny agonista receptora mGlu7, AMNO82 podawane dwukrotnie tuz
przed rozpoczgciem 1 tuz po zakonczeniu OGD w sposob istotny statystycznie obnizaly
aktywacje kalpain (Domin i wsp., 2016; Domin i wsp., 2015). W naszym modelu ischemii
invitro, oprocz aktywacji kalpain zaobserwowaliSmy znaczacy wzrost komorek
zabarwionych jodkiem propidyny (PI), co potwierdzitlo wigksza rolg¢ nekrozy niz apoptozy
w naszych hodowlach poddanych OGD. Analiza mikroskopowa komoérek zabarwionych PI
wykazala, ze zarowno ACPT-I jak i AMNOS2 zmniejszaly w sposdb znamienny zmiany
nekrotyczne w hodowlach (Domin i wsp., 2016; Domin i wsp., 2015).

Tak jak to juz zostalo napisane powyzej patologicznym procesem zaobserwowanym
w ischemii jest nadmierny wyrzut glutaminianu prowadzacy do ekscytotoksycznosci.
W naszym modelu ischemii in vitro poprzez oznaczanie fluorometryczne metoda
enzymatyczng przy uzyciu zestawu odczynnikow Amplex Red Glutamic Acid/Glutamate
Oxidase zaobserwowali$my nadmierne uwalnianie glutaminianu 24h po zakonczeniu OGD
(Domin i wsp., 2016). Na potwierdzenie powigzania nadmiernej transmisji
glutaminianergicznej w naszym modelu OGD wykazalismy efekty neuroprotekcyjne
antagonisty receptora NMDA, MK-801 w testach LDH oraz MTT (Domin i wsp., 2016).
W nastepnej kolejnosci zaobserwowalismy, ze zaréwno ACPT-I jak i MK-801 podane
dwukrotnie tuz przed rozpoczgciem 1 tuz po zakonczeniu OGD, a takze jednorazowo tuz po
zakonczeniu ischemii zmniejszalty w sposob istotny statystycznie uwalnianie glutaminianu
indukowane OGD, a efekt ten korelowal ze stopniem neuroprotekcji wywieranej przez
te zwiagzki (Domin i wsp., 2016).

Badajac mechanizmy neuroprotekcyjnego dzialania ACPT-I zwrociliSmy uwagg, na szlak
wewnatrzkomoérkowego przekazywania sygnatu cAMP/PKA, ktory jest bezposrednio
zwigzany z aktywacja receptorow mGlu grupy III, a ktérego zaangazowanie w $mier¢
komorkowa indukowang przez OGD wykazano w pracy Zhu i wsp. (2018).
ZaobserwowaliS$my, ze aktywator cAMP zalezny od PKA, 8-Bromo-cCAMP znosi
neuroprotekcyjne efekty ACPT-I, a inhibitor PKA, H89 dziatla neuroprotekcyjnie podany
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dwukrotnie tuz przed rozpoczeciem i tuz po zakonczeniu OGD, w stopniu poréwnywalnym
do dziatania ACPT-I co wykazano w testach LDH jak i MTT (Domin i wsp., 2016). Inny
wewnatrzkomorkowy szlak przekazywania sygnatu, ktory jest zwigzany z aktywacja
receptorow mGlu grupy III i ktorego pro-zyciowa rol¢ wykazano w uszkodzeniach
ischemicznych to szlak sygnatowy PI3-K/Akt. W naszym modelu OGD inhibitor PI3-K,
LY?294002 nie blokowat neuroprotekcyjnych efektow ACPT-I, zatem wykluczyli$my udziat
kinaz PI3-K/Akt w mechanizmie neuroprotekcyjnego dziatania ortosterycznego agonisty
receptoréw mGlu grupy III (Domin i wsp., 2016).

Ocena neuroprotekcyjnych efektow ACPT-1 przeprowadzona byta rowniez w modelu
invivo, u szczuréw zdrowych, jak i obcigzonych nadciSnieniem tetniczym, u ktorych
wywolywano przejsciowe ogniskowe niedokrwienie moézgu przez tymczasowe zamknigcie
prawej tetnicy srodkowej mézgu (model MCAO, ang. middle cerebral artery occlusion) przez
okres 90 min, a nastepnie reperfuzj¢. Taki model niedokrwienia/reperfuzji prowadzi
do uszkodzenia cze¢sci kory mozgowej i prazkowia i jest najczestszym stosowanym modelem
przejsciowego udaru niedokrwiennego (Longa i wsp., 1989; Woodruff i wsp., 2011). Do
najwazniejszych zalet tej metody naleza duza powtarzalno$¢ uzyskanych wynikéw, model
najbardziej zblizony do ludzkiego udaru niedokrwiennego, mozliwo$¢ uniknigcia kraniotomii,
wytworzenie penumbry co czyni tg technike najbardziej odpowiednig do badania przydatnosci
potencjalnych lekow neuroprotekcyjnych (Canazza i wsp., 2014). Ocena obszaru uszkodzenia
mozgu po 72 godz. od momentu reperfuzji za pomoca barwienia $wiezych skrawkow
chlorkiem trifenylotetrazoliowym (TTC) wykazata, ze w naszym modelu in vivo zar6wno
U szczurOw normotensyjnych jak i obcigzonych nadcisnieniem te¢tniczym poddanych MCAO
nastgpito czeSciowe uszkodzenie kory moézgowej i pragzkowia po stronie niedokrwienia
(u szczurow normotensyjnych okoto 37%, a u SHR okoto 39%), zatem obszar
poischemicznego uszkodzenia w obu szczepach zwierzat byt podobny (Domin i wsp., 2016;
Domin i wsp., 2018). Poniewaz w modelu in vitro wykazali$my neuroprotekcyjne efekty
ACPT-l podanego w sposob opdzniony wobec rozpoczecia ischemii, w modelu in vivo
zwigzek ten podawali$my jednorazowo dootrzewnowo w dawce 30 mg/kg, 30 min po
rozpoczeciu niedokrwienia lub 30 min po zakonczeniu niedokrwienia (w trakcie reperfuzji).
Otrzymane wyniki pokazaly, ze zarowno u szczuréow zdrowych normotensyjnych, jak
I Uszczurow obcigzonych nadci$nieniem tetniczym ACPT-l zmniejszat istotnie rozmiary
uszkodzenia wywotane przez MCAO zaréwno podany 30 min po rozpoczeciu okluzji jak
i 30 min po rozpoczeciu reperfuzji (Domin i wsp., 2016; Domin i wsp., 2018). Ponadto
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wykazaliSmy zaréwno u szczuréw zdrowych jak réwniez u szczurdw z nadci$nieniem
tetniczym, ze ACPT-I nie tylko zmniejszat obszar uszkodzenia, ale réwniez wptywat na
poprawe funkcji motorycznych uszkodzonych przez ischemig. Oceniajac sprawnos$¢ ruchowa
szczuréw w tescie CatWalk, stuzacym do automatycznej 1 kompleksowej analizy parametrow
chodu u gryzoni (ang. CatWalk automated gait analysis system), po 72 godz. reperfuzji
wykazali§my, ze zar6wno u szczur6w normotensyjnych, jak i SHR silnemu uszkodzeniu
ulegly czasowe parametry chodu takie jak czas podporu (ang. stand duration), szybkosc¢
przeniesienia tapy (ang. swing speed), czas fazy uniesienia tapy (ang. swing duration) oraz
parametr zwigzany z odleglo$ciami mig¢dzy $ladami (dlugos¢ kroku, ang. stride lenght)
(Domin i wsp., 2016; Domin i wsp., 2018). U szczurow normotensyjnych ACPT-I podany
30 min po rozpoczgciu niedokrwienia lub 30 min po zakonczeniu niedokrwienia istotnie
poprawiatl parametry chodu tzn. skracal czas podporu, przys$pieszal czas przeniesienia
konczyny oraz wydtuzat dlugo$¢ kroku w stosunku do szczurow po samym MCAOQO. Ponadto
zaobserwowali$my tendencje do skrocenia czasu uniesienia konczyny, co wszystko razem
oznaczaloby szybszy chod (Domin i wsp., 2016). U szczurow SHR oprocz powyzszych
parametréw wykazaliSmy dodatkowo, ze ACPT-I podany zaréwno 30 min po rozpoczgciu
okluzji, jak réwniez 30 min po rozpoczeciu reperfuzji w sposob istotny statystycznie skracat
czas przebiegu (ang. run duration), a takze zwigkszat predkos$¢ przebiegu (ang. run speed)
(Domin i wsp., 2018). Drziatanie protekcyjne ACPT-I wobec ubytkow ruchowych
wykazali$my rowniez w tescie otwartego pola (OFT, ang. open field test) stuzacym do oceny
spontanicznej aktywnosci lokomotorycznej. Zaobserwowalismy, ze ACPT-1 podany 30 min
po rozpoczeciu niedokrwienia lub 30 min po rozpoczeciu reperfuzji w sposob istotny
statystycznie poprawiatl parametry aktywnos$ci ruchowej, tzn. zwigkszat catkowitg przebyta
droge (ang. total distance), a takze predkos¢ (ang. velocity) i czas poruszania si¢ (ang. moving
time) w stosunku do grupy szczuréw po samym MCAO, u ktorych te parametry zostaty silnie
zaburzone, zaréwno u zwierzat normotensyjnych (Domin i wsp., 2016), jak i SHR (Domin
i wsp., 2018). Natychmiast po zakonczeniu testu OFT, u szczuré6w nadci$nieniowych
ocenialiSmy réwniez sprawnos¢ czuciowo-ruchowa za pomocg testu odruchowego
pozycjonowania  przednich tap (ang. vibrissae-elicited forelimb-placing test).
ZaobserwowaliSmy, ze szczury z jednostronnym przejSciowym udarem niedokrwiennym
miaty trudno$ci z odruchowym pozycjonowaniem przedniej tapy po stronie przeciwnej
(kontralateralnej) do uszkodzenia. ACPT-l zastosowany 30 min po rozpoczeciu
niedokrwienia istotnie poprawial odruchowe pozycjonowanie przedniej tapy w stosunku do
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grupy szczuréow po samym MCAO, jednakze zwigzek ten podany w trakcie reperfuzji nie
wykazywal korzystnego efektu na uszkodzone funkcje sensomotoryczne (Domin i wsp.,
2018). Moze to by¢ spowodowane tym, ze podczas reperfuzji i reoksygenacji paradoksalnie
moze dojs¢ do dodatkowych zaburzen mikrokrazenia oraz uszkodzen komorek mozgu,
a U podstaw tego patologicznego procesu lezy generacja wolnych rodnikow tlenowych
I nasilenie procesow zapalnych (Aronowski i wsp., 1997; Eltzschig i Eckle, 2011). Jest
wysoce prawdopodobne, ze w naszym modelu MCAO u szczuréw z nadci$nieniem tgtniczym
reperfuzja wywotata znaczng dysfunkcje kory barytkowej w pierwszorzedowej korze
somatosensorycznej (czuciowej), obszaru odpowiedzialnego za obieranie sygnatu od wibrys
zwierzecia. W korze barytkowej uszkodzeniu mogty ulec nie tylko komorki nerwowe, ale
takze astrocyty i komorki $rodblonka naczyn mozgowych tworzace wraz z neuronami tzw.
jednostke neurowaskularng (ang. neurovaskular unit), co w konsekwencji mogto doprowadzié
do uposledzenia regulacji naczyniowej w tym obszarze mozgu. Biorac pod uwage fakt, ze
nadcis$nienie tetnicze jest glowna przyczyng zaburzen naczyniowych mozgu (Tayebati i wsp.,
2012; Morrison i Filosa, 2019), dodatkowe uszkodzenie regulacji naczyniowej w korze
barytkowej u szczurow SHR w trakcie reperfuzji, moglo mie¢ istotne znaczenie dla
obserwowanego przez nas w tym czasie braku efektu protekcyjnego ACPT-I wobec ubytkow
czuciowych. Nalezy podkresli¢, ze w naszych eksperymentach w modelu MCAO u szczuréw
obcigzonych nadci$nieniem tg¢tniczym PO raz pierwszy zastosowalismy test odruchowego
pozycjonowania przednich tap i zaobserwowaliSmy, Ze ortosteryczny agonista receptorow
mGlu grupy III wptywa na poprawe funkcji czuciowo-ruchowych, ale podany tylko 30 min
po rozpoczeciu niedokrwienia (Domin i wsp., 2018).

4.3.2.3. Znaczenie osiggnietych wynikow

Uzyskane przez nas wyniki po raz pierwszy pokazaty potencjat neuroprotekcyjny ligandéw
receptorow mGlu grupy III w eksperymentalnej ischemii, ktore zostaty zastosowane w sposob
op6zniony wobec rozpoczecia niedokrwienia u dwoch réznych gatunkow zwierzat, w modelu
in vitro na hodowlach mysich, a w modelu in vivo na szczurach. Warto podkresli¢, ze
w modelu ischemii in vivo ocena neuroprotekcji zarowno histologiczna jak i funkcjonalna
prowadzona byta nie tylko u szczuréw zdrowych, ale rowniez u szczuréw z nadci$nieniem
tetniczym, co przybliza uzyskane przez nas wyniki do sytuacji pacjentow z udarem mozgu
I nadci$nieniem. Poniewaz okno terapeutyczne ma kluczowe znaczenie w okresleniu

potencjalnej uzytecznosci klinicznej substancji neuroprotekcyjnej, odkrycie przez nas, ze
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ACPT-I podany 30 min po zakonczeniu 90 min niedokrwienia nie tylko zmniejszal zakres
uszkodzenia, ale rowniez poprawiat stan funkcjonalny zwierzat zarbwno normotensyjnych jak
i obcigzonych nadci$nieniem tg¢tniczym moze stanowi¢ wazny krok w poszukiwaniu
zwigzkow skutecznych w neuroprotekcji w udarze niedokrwiennym mozgu. Istotne z punktu
widzenia klinicznego jest tez to, ze ACPT-I poprawiat parametry chodu, ktore zostaly
zaburzone w wyniku ischemii zardwno u szczurow z prawidtowym ci$nieniem krwi, jak
rowniez nadci§nieniowych, bowiem odtworzenie i poprawa funkcji chodu jest jednym
z gtdéwnych celéow poudarowej rehabilitacji. Chod pacjentow po udarze charakteryzuje sie
zmniejszong predkoscig i dlugoscig kroku oraz wydluzonym czasem podporu konczyny,
a nasze wyniki po raz pierwszy pokazaty, ze agonista receptorow mGlu grupy III skracal czas
podporu, wydluzat dlugo$¢ kroku oraz zwickszal predko$¢ poruszania si¢ podany po
zakonczeniu niedokrwienia W czasie reperfuzji. Ma to znaczenie dla potencjalnych
mozliwo$ci zastosowania takich zwiazkéw u pacjentow z zaburzeniami chodu, u ktérych
leczenie rozpoczyna si¢ zazwyczaj w jaki§ czas po udarze, i obejmuje miedzy innymi
zmniejszenie niesprawnosci poudarowej. Nasze wyniki potwierdzily oraz poszerzyly
informacje na temat roli receptora mGlu4 w neuroprotekcji w uszkodzeniach ischemicznych
moézgu, a takze co warto podkresli¢, uzyskane przez nas wyniki po raz pierwszy pokazaly
znaczenie receptora mGlu7 w neuroprotekcji w ischemii. Wciaz istnieje jednak potrzeba
syntezy nowych selektywnych ligandow receptorow mGlu o lepszym profilu
farmakologicznym, w szczegdlnosci mGlu4 oraz mGlu7, aby w petni oceni¢ ich potencjalng
aktywno$¢ neuroprotekcyjng w udarze niedokrwiennym moézgu. Warto rowniez podkresli¢, ze
nasze wyniki po raz pierwszy pokazatly mechanizmy lezace u podtoza neuroprotekcyjnego
dziatania wybranych ligandow receptorow mGlu grupy Il w uszkodzeniach ischemicznych,

co moze by¢ w przysztosci uzyteczne do opracowania skutecznych strategii terapeutycznych.

4.3.3. Metabotropowe receptory Y2 i Y5 jako potencjalne cele terapii neuroprotekcyjnej
4.3.3.1. Stan wiedzy

Badania ostatnich kilkudziesigciu lat dostarczaja licznych dowodoéw na neuroprotekcyjna
role NPY w CNS (Silva i wsp. 2005a; Malva i wsp., 2012). Eksperymenty wykonane
zarowno w modelach in vitro, jak i in vivo pokazaty neuroprotekcyjne efekty NPY w roznych
modelach  degeneracji  ekscytotoksycznych  wywotanych substancjami  toksycznymi
(Smiaiowska i wsp., 2003; Wu i Li, 2005; Domin i wsp., 2006; Smiatowska i wsp., 2009;
Santos-Carvalho i wsp., 2013), a takze W zwierzgcych modelach chorob
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neurodegeneracyjnych takich jak choroba Parkinsona (Decressac i wsp., 2012), choroba
Alzheimera (Croce i wsp., 2011, 2012, 2013; dos Santos i wsp., 2013), czy tez choroba
Huntingtona (Decressac i wsp., 2010; Kloster i wsp., 2014; Fatoba i wsp., 2018). W celu
sprawdzenia, ktore z receptorow Y odgrywaja role w neuroprotekcji przeprowadzano
eksperymenty z uzyciem agonistOw 1 antagonistow wspomnianych receptoréw. Pochodna
NPY bedaca selektywnym agonista receptora Y1 jest Leu® Pro**NPY (Fuhlendorff i wsp.,
1990), powszechnie uzywanym agonistg receptora Y2 jest NPY 13-36 (Aguirre i wsp., 1990),
natomiast selektywnym agonistg receptora Y5 jest [CPP1-7,NPY19-23,Ala31,Aib32,GIn34] —
hPP (Cabrele i wsp., 2000). Jezeli chodzi o antagonistow receptoréw Y to wysoce
selektywnym niepeptydowym antagonista receptora Y1 jest BIBO 3304 (Wieland i wsp.,
1998), pierwszym niepeptydowym selektywnym antagonista receptora Y2 byt BIIE0246
(Doods i wsp., 1999), natomiast niepeptydowym wysoce selektywnym antagonistg receptora
Y5 jest CGP71683 (Dumont i wsp., 2000). W modelu ekscytotoksycznosci in vitro
przeprowadzonych w organotypowych skrawkach hipokampa szczura Silva i wsp. (2003)
postulowali udziat receptorow Y1, Y2 oraz Y5 w neuroprotekcji, poniewaz agonisci
powyzszych receptorow dziataty neuroprotekcyjnie podane 24 godz. przed oraz rownoczesnie
z czynnikiem wuszkadzajagcym. W naszych wczesniejszych badaniach wykazalismy
neuroprotekcyjne efekty agonistow receptorow Y2 oraz Y5, natomiast nie Y1, w modelach
ekscytotoksycznosci wywotanej kwasem kainowym in vitro w hodowlach z kory mozgowej
i hipokampa myszy jak i in vivo u szczuréw w hipokampie (Smiatowska i wsp., 2009). Na
szczegolng uwage zastuguje fakt, ze badani agonisci zarowno w modelu in vitro jak i in vivo
wywierali neuroprotekcyjne dzialanie podane w sposdéb opdzniony wobec rozpoczgcia
uszkodzenia, co moze przybliza¢c nasze badania do potrzeb klinicznych. Mozliwos¢
neuroprotekcji po opéznionym, wobec uszkodzenia, podaniu zar6wno agonisty receptora Y2
jak 1 Y5 wykazano rowniez w modelu in vivo u myszy, gdzie badane zwiazki zapobiegaty
pro-apoptotycznym efektom kwasu kainowego podane 8 godz. po zadziataniu uszkodzenia
(Wu i Li, 2005). Agonisci receptora Y2 oraz Y5, ale nie Y1, okazaty si¢ by¢ rowniez
efektywne w modelu in vitro w hodowlach komorek nerwowych siatkowki szczura przeciwko
nekrotycznym zmianom wywotanym przez kwas glutaminowy (Santos-Carvalho i wsp.,
2013). W tym samym modelu wykazano rowniez, ze tylko agonista receptora Y5
przeciwdziatat pro-apoptotycznym efektom kwasu glutaminowego, przy czym efekt ten byt
calkowicie znoszony przez antagoniste receptora Y5. Co ciekawe, zaangazowanie glownie
receptora Y2 wykazano in vitro jak i in vivo w eksperymentalnych modelach chorob
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neurodegeneracyjnych takich jak choroba Alzheimera (Rose i wsp., 2009; dos Santos i wsp.,
2013), choroba Parkinsona (Decressac i wsp., 2012), czy choroba Huntingtona (Kloster
i wsp., 2014; Fatoba i wsp., 2018).

Jak dotad niewiele bylo prac poswieconych roli NPY oraz jego pochodnych
w ischemii, a istniejace wyniki sa niejednoznaczne. W modelu uszkodzenia
niedokrwiennego kory u szczuréw poddanych MCAO wykazano, iz obszar uszkodzenia
znacznie si¢ powigkszat, jesli zwierzgtom podano uprzednio dokomorowo oligonukleotyd
antysensowny do receptorow Y1, tym samym eliminujac dziatanie NPY poprzez receptor Y1
(Cheung i Cechetto, 2000). Wynik ten przemawia za neuroprotekcyjna rola endogennego
NPY w badanym modelu gtownie za posrednictwem receptorow Y1. Istnieja badania
pokazujagce wzrost immunoreaktywnosci NPY w obszarze kory mézgowej wokdt miejsca
uszkodzenia po zamknigciu tetnicy srodkowej mozgu u szczura i takie zmiany moga rowniez
wskazywa¢ na neuroprotekcyjna role endogennego NPY w ischemii (Allen i wsp., 1995;
Cheung i wsp., 1995). Jakkolwiek w innych badaniach z uzyciem modelu tymczasowego
MCAO u szczuréw zaobserwowano, iz NPY podany docysternowo lub dokomorowo 30 min
po rozpoczeciu niedokrwienia lub dozylnie na poczatku reperfuzji, nie tylko nie dziatal
neuroprotekcyjnie, ale powodowal zwigkszenie si¢ obszaru uszkodzenia (Chen i Cheung,
2002). Uzyskany wynik tlumaczono hemodynamicznymi efektami NPY, kurczacymi
naczynia krwionosne, a wiec pogarszajacymi warunki reperfuzji. W innych eksperymentach
ci sami autorzy wykazali, ze dokomorowe podanie agonisty receptora Y1, 30 min po
rozpoczgciu MCAO u szczurdw powigkszato obszar uszkodzenia, natomiast zastosowanie
antagonisty receptora Y1 dziatalo neuroprotekcyjnie (Chen i Cheung, 2003). Podobne efekty
zaobserwowano w modelu in vitro w hodowli linii komérkowej poddanych OGD, gdzie
podanie agonisty receptora Y1, 1 godz. po czynniku uszkadzajacym zwigkszalo Smiertelnos¢
neuronow, natomiast zastosowanie antagonisty receptora Y1 dziatalo neuroprotekcyjnie
(Chen i Cheung, 2004). W naszych wcze$niejszych badaniach wykazaliSmy, Zze agonista
receptora Y2, NPY 13-36, podany 30 min po rozpoczeciu niedokrwienia zmniejszal rozmiar
uszkodzenia wywotanego przejsciowym MCAO u szczuréw (Smiatowska i wsp., 2009).
Biorac pod uwage wysoki potencjal neuroprotekcyjny ligandéw NPY w uszkodzeniach
ekscytotoksycznych, czy tez przewleklych chorobach neurodegeneracyjnych wydaje sie
byé wysoce uzasadnione poglebienie tematyki badan dotyczacej roli NPY oraz jego
pochodnych dzialajgcych swoiscie na receptory Y w eksperymentalnej ischemii, co moze
by¢ w przyszlosci uzyteczne do opracowania skutecznych strategii terapeutycznych.
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4.3.3.2. Omowienie wynikow — Potencjalne wlasnosci neuroprotekcyjne ligandow

receptorow Y2 i Y5 w eksperymentalnej ischemii

Ta czes¢ osiggniec zostala opublikowana w pracy Domin i wsp. 2017a.

Celami badawczymi tej czeSci osiagnie¢ bylo okreslenie potencjalu
neuroprotekcyjnego NPY oraz jego pochodnych pobudzajacych receptory Y1, Y2 oraz
Y5 w modelu eksperymentalnej ischemii in vitro, ze szczegolnym uwzglednieniem
podawania zwigzkéw w sposob opézniony wobec rozpoczecia uszkodzenia
ischemicznego. Ponadto zweryfikowanie dzialania receptorowego testowanych
agonistow receptorow Y oraz okreSlnie wewnatrzkomorkowych mechanizmow
neuroprotekcyjnego dzialania NPY oraz ligandéw receptorow Y2 i Y5 w badanym
modelu komérkowym.

Model eksperymentalnej ischemii in vitro (model OGD) na ktérym sprawdzaliSmy
powyzsze hipotezy badawcze zostal juz przeze mnie opisany w punkcie 4.4.2.2. niniejszego
autoreferatu. Po 3 godzinach pozbawienia komoérek tlenu i glukozy w pierwotnych hodowlach
z kory mozgowe] myszy obserwowalismy okoto 50% S$miertelno$¢ komoérkowa co
wykazaliSmy zarowno w testach LDH jak i MTT (Domin i wsp., 2017a). Tak jak juz
wspominatam wczesniej, zaleta uzywania w badaniach modelu komérkowego jest mozliwosé
przetestowania duzej ilo$ci zwigzkow w stosunkowo krotkim czasie. Do eksperymentow
uzyliSmy nastepujacych zwigzkow: NPY — agonista wszystkich podtypow receptorow Y;
[Leu®!,Pro*]-NPY — agonista receptora Y1; NPY 13-36 — agonista receptora Y2; [cPP1-
7,NPY19-23,Ala31,Aib32,GIn34]-hPP — agonista receptora Y5; BIIE0246 — antagonista
receptora Y2; CGP71683 — antagonista receptora Y5. Za pomocg testow LDH jak i MTT
zaobserwowaliSmy, ze NPY w sposob istotny statystycznie zmniejszal Smiertelno$¢ oraz
zwiekszat przezywalno$¢ neuronow w hodowli podany dwukrotnie tuz przed rozpoczeciem
I tuz po zakonczeniu OGD, a takze podany jednorazowo 30 min po zakonczeniu OGD. Efektu
neuroprotekcyjnego nie zaobserwowaliSmy podajac NPY 1 godz. po zakonczeniu OGD
(Domin i wsp., 2017a). W celu sprawdzenia, ktore receptory dla NPY mogg odgrywaé role
w neuroprotekcji w uszkodzeniach ischemicznych zastosowali$my ligandy swoiscie
pobudzajace receptory Y1, Y2 oraz YS5. Przy uzyciu testow LDH jak 1 MTT wykazaliSmy, ze
zarOwno agonista receptora Y2 jak i agonista receptora Y5 zmniejszaty $miertelno$¢
I zwigkszaty przezywalno$¢ neuronow w hodowli podane dwukrotnie tuz przed rozpoczeciem
1 tuz po zakonczeniu OGD, a takze podane jednorazowo 30 min po zakonczeniu OGD. Efektu
ochronnego nie zaobserwowaliSmy podajac wyzej wymienionych agonistow 1 godz. po
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zakonczeniu OGD (Domin i wsp., 2017a). Zaréwno w testach LDH jak i MTT wykazalismy,
ze efekty neuroprotekcyjne agonistow receptorow Y2 oraz Y5 byly znoszone przez
zastosowanie antagonistow do tych receptoréow. Efektu ochronnego nie zaobserwowali§my
podajac agonist¢ receptora Y1 (Domin i wsp., 2017a). Uzyskane wyniki sugeruja
zaangazowanie receptorow Y2 oraz Y5 w neuroprotekcji w uszkodzeniu ischemicznym
wywotanym OGD, przy czym jak pokazano w Tabeli nr 2 skutecznos$¢ opoznionego leczenia
wobec rozpoczecia ischemii wydaje si¢ by¢ szczegodlnie obiecujagca po aktywacji receptora
Y2, ale nie Y5R.

agonista receptora Y2 agonista receptora Y5
(0.1-1 uM) (0.5-1 uM)
LDH MTT LDH MTT
tuz przed + tuz po OGD 24-40% 21-25% 25% 20-23%
30 min po OGD 21-34% 20-24% o 16%

Tabela 2. Efekty agonistow receptorow Y2 oraz Y5 na uwalnianie LDH oraz przezywalnosé¢ komorek
w hodowlach pierwotnych z kory mézgowej poddanych OGD (3 godz.) mierzone testami LDH oraz
redukcji MTT i wyrazone jako % zmian kontroli. Brak efektu — o.

W celu sprawdzenia wewnatrzkomérkowych mechanizméw neuroprotekcyjnego dziatania
NPY oraz jego pochodnych dzialajacych na receptory Y2 i Y5 w badanym modelu
komorkowym ocenialiSmy czy wyzej wymienione zwigzki wptywaty na poziom kwasu
glutaminowego, uwalnianego w nadmiarze podczas ischemii. Za pomoca metody
enzymatycznej mierzac fluorometrycznie poziom uwalniania glutaminianu do medium
wykazaliSmy nadmierny wyrzut kwasu glutaminowego 24 godz. po zakonczeniu OGD
(Domin i wsp., 2017a). Ponadto zaobserwowalismy, ze NPY, jak i agonista receptora Y2
oraz agonista receptora Y5 podane dwukrotnie tuz przed rozpoczeciem i tuz po zakonczeniu
OGD znamiennie zmniejszaty uwalnianie glutaminianu, przy czym efekt ten byt silniejszy dla
NPY oraz agonisty receptora Y2, w porownaniu z agonistg receptora Y5 (Domin i wsp.,
2017a). Inni autorzy w swoich badaniach réwniez postulowali, Zze mechanizm
neuroprotekcyjnego dziatania NPY w modelu ekscytotoksyczno$ci jest zwigzany
z hamowaniem uwalniania glutaminianu, a u podstaw tego procesu lezy towarzyszacy
pobudzeniu presynaptycznych receptorow Y2 mechanizm ostabiania pradow zwigzanych
Z napieciowo zaleznymi kanatami wapniowymi typu N (Silva i wsp., 2001, 2003).

W S$wietle powyzszych badan stwierdzajacych, ze jednym z mozliwych mechanizméw
neuroprotekcyjnego dziatania NPY jest hamowanie kanatow wapniowych, a tym samym
wplyw na homeostaze jondw wapnia w komorce sprawdziliSmy, czy badane zwigzki

wplywaja na aktywno$¢ wapniowo-zaleznych proteaz cysteinowych — kalpain, ktore jak
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opisatam w punkcie 4.4.2.2. niniejszego autoreferatu, sg zaangazowane w $mier¢ komorkowsa
indukowang przez OGD. Przy uzyciu metody Western blot wykazali§my wzrost aktywnosci
kalpain mierzonej wzrostem ilosci produktu rozpadu alfa-spektryny Il (145 kDa) 3 godz. po
zakonczeniu OGD. Ponadto zaobserwowalismy, ze NPY, jak i agonista receptora Y2 oraz
agonista receptora Y5 oraz inhibitor kalpain MDL28170 podane dwukrotnie tuz przed
rozpoczeciem i tuz po zakonczeniu OGD znamiennie obnizaly aktywacje kalpain indukowang
OGD (Domin i wsp., 2017a), sugerujac tym samym udzial tej $ciezki sygnatowej
w mechanizmie neuroprotekcyjnego dziatania badanych zwigzkéw. W naszym modelu
ischemii in vitro, oprocz aktywacji kalpain, obserwowali$my rowniez istotny wzrost komorek
zabarwionych jodkiem propidyny, co wskazywato, ze degeneracje w hodowlach poddanych
OGD zachodzity gtownie poprzez procesy nekrozy (Domin i wsp., 2017a). Liczenie komoérek
zabarwionych PI wykazato, ze NPY, jak rowniez agonista receptora Y2, a takze agonista
receptora Y5 podane dwukrotnie tuz przed rozpoczeciem i tuz po zakonczeniu OGD w sposdb
istotny statystycznie zmniejszaly cz¢$ciowo zmiany nekrotyczne w hodowlach pozbawionych

tlenu i glukozy (Domin i wsp., 2017a).

4.3.3.3. Znaczenie osiggnietych wynikow

Uzyskane wyniki poglebity nasza wiedz¢ na temat roli NPY oraz jego pochodnych
dzialajacych na receptory Y w eksperymentalnej ischemii. Po raz pierwszy pokazaliSmy
neuroprotekcyjne dziatanie NPY, a takZze agonistow receptorow Y2 oraz Y5 podanych
W sposob opdzniony wobec rozpoczecia uszkodzenia ischemicznego, przy czym wieksza
efektywnos¢ wykazaliSmy po aktywacji receptora Y2. Uzyskane wyniki wskazuja, ze
agonista receptora Y2 moze przeciwdziala¢ niekorzystnym skutkom ischemii podany 30 min
po zakonczeniu 3 godz. OGD (czyli 3.5 godz. od zainicjowania uszkodzenia) co moze mieé
znaczenie w potencjalnej uzytecznosci klinicznej tego typu substancji neuroprotekcyjne;.
Warto podkresli¢, ze nasze wyniki po raz pierwszy pokazaly mechanizmy
neuroprotekcyjnego dziatania agonistow receptora Y2 oraz Y5 w ischemii, co moze by¢
W przysztosci uzyteczne w opracowaniu skutecznych strategii terapeutycznych w leczeniu
niedokrwienia mozgu. Ze wzgledu na korzystne dziatanie agonistow receptorow Y2 oraz Y5
w ischemii w warunkach in vitro, istnieje potrzeba syntezy selektywnych ligandow do tych
receptorow, stabilnych metabolicznie, rozpuszczalnych w wodzie oraz przenikajacych przez
barier¢ krew-mozg, aby w pelni oceni¢ ich potencjalng aktywno$¢ neuroprotekcyjng w udarze
niedokrwiennym mozgu. Niestety, jak dotad nie otrzymano maloczasteczkowych,
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penetrujacych do moézgu agonistow powyzszych receptoréw, przez co eksperymenty
ograniczone s3 do klopotliwych podan domoédzgowych, co w zasadzie uniemozliwia ich

zastosowanie jako potencjalnych substancji leczniczych.

4.3.4. Metabotropowe receptory Y2 i Y5 jako potencjalne cele terapii przeciwdepresyjnej
4.3.4.1. Stan wiedzy

Badania Kliniczne pokazujg spadek poziomu NPY w plynie mozgowo-rdzeniowym
I W 0S0czu pacjentow z depresjg W poréwnaniu ze zdrowymi osobami, co sugeruje, ze peptyd
ten odgrywa istotng role w patogenezie depresji, a takze istniejg dane pokazujgce ze NPY ma
znaczenie w mechanizmach zwigzanych z leczeniem przeciwdepresyjnym (Wu i wsp., 2011;
Gotyszny i Obuchowicz, 2019). Warto podkresli¢, ze leki przeciwdepresyjne nie tylko maja
wpltyw na poziomy NPY, ale tez redukuja gesto$¢ receptoréw Y2 w pewnych obszarach
mozgu (Widdowson i Halaris, 1991). Co cickawe istnieja badania pokazujace, ze myszy
pozbawione receptora Y2 wykazujg przeciwdepresyjny fenotyp W poroéwnaniu z myszami
kontrolnymi niezaleznie od pici i wieku (Tschenett i wsp., 2003; Carvajal i wsp., 2006;
Painsipp i wsp., 2008). Od wieclu lat trwaja badania dostarczajagce dowodow na
przeciwdepresyjne efekty ligandow receptoréw Y, jednakze brak maloczasteczkowych
selektywnych zwigzkéw do poszczegdlnych podtypoéw receptorow Y, 0 lepszym profilu
farmakologicznym stwarza powazne ograniczenia w OKre$leniu roli tych receptoréw
w depresji. Pierwsze badanie pokazujace przeciwdepresyjny potencjat antagonisty receptora
Y2 bylo przeprowadzone przy uzyciu zwiazku BIIE0246, ktory podany dokomorowo
jednorazowo powodowat istotny wzrost czasu ptywania w tescie wymuszonego ptywania
(FST, ang. Forced Swim Test) u myszy (Redrobe i wsp., 2002). Dalsze badania z uzyciem
BIIE0246 wykazaly jego aktywnos$¢ przeciwdepresyjng po wielokrotnych podaniach
dokomorowych w tescie FST u szczurow w modelu depresji wywolanej usunigciem opuszek
wechowych (ang. olfactory bulbectomized (OBX)), natomiast takiego efektu nie obserwowano
u szczurow kontrolnych (Morales-Medina i wsp., 2012a). Jednakze BIIE0246 ze wzgledu na
swoja duza mase molowa, niskie przenikanie przez barier¢ krew-modzg, staba rozpuszczalnos¢
W wodzie oraz wystepowanie dziatan niepozadanych ma ograniczone zastosowanie jako
zwigzek narzgdziowy do badania wiasciwosci receptorow Y2 w eksperymentach in vivo
(Brothers i wsp., 2010; Mittapalli i Roberts, 2014). W miare dostepnosci nowych narze¢dzi
farmakologicznych o mniejszej masie molowej 1 lepszej przenikalno$ci przez barierg krew-
moézg w poréwnaniu z BIIE0246, pojawilo sie kolejne doniesienie wskazujace na potencjat
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przeciwdepresyjny liganda receptora Y2 w eksperymentalnym modelu depresji. Morales-
Medina i wsp. (2012b) wykazali, ze antagonista Y2R, JNJ-31020028, podany wielokrotnie
dokomorowo obnizat czas bezruchu w tescie FST u szczuréw w modelu depresji wywotanej
usunigciem opuszek wechowych, natomiast nie wykazywat takiego dziatania u szczurow
kontrolnych.

Badania ostatnich lat wskazuja, ze spos$rod receptorow Y, rowniez receptor Y5 moze
stanowi¢ cel w opracowaniu skutecznych form farmakoterapii w leczeniu depresji.
Lu AA33810, scharakteryzowany jako wysoce selektywny antagonista receptora Y5,
przenikajacy przez barier¢ krew-mozg wykazywat aktywnos$¢ przeciwdepresyjng w tescie
picia sacharozy u szczurow w modelu przewleklego tagodnego stresu (ang. chroni¢ mild
stress) po podaniach wielokrotnych dootrzewnowych (Walker i wsp., 2009; Packiarajan
iwsp.,, 2011). Ponadto Walker i wsp. (2009) wykazali, ze Lu AA33810 dziatat
przeciwdepresyjnie w tescie FST u szczurow Flinders sensitive line (FSL) posiadajacych
fenotyp depresyjny, rowniez po podaniach dootrzewnowych wielokrotnych. My w naszych
badaniach przeprowadzilimy seri¢ pomiarow spektroskopowych, ktore pozwolity na
okreslenie struktury molekularnej Lu AA33810 i jego zachowania na granicy faz ciato
state/roztwor (Pigta i wsp., 2017; Piergies i wsp., 2018), co w przysztosci moze by¢ uzyteczne
w projektowaniu nowych zwigzkéw o agonistycznym lub antagonistycznym dziataniu
wzgledem receptora Y5.

Ze wzgledu na fakt, ze NPY odgrywa istotng role w patogenezie depresji modulujac
mi¢dzy innymi zaburzona w tej chorobie rownowage Glu/GABA oraz ze receptory Y2
oraz Y5 moga stanowi¢ wazny punkt uchwytu dla poszukiwania nowych zwiazkéw
0 przeciwdepresyjnym dzialaniu, wydaje si¢ by¢ wysoce uzasadnione poglebienie
dotychczasowych badan, ze szczegélnym uwzglednieniem sprawdzenia molekularnych
i komorkowych mechanizméw lezacych u podloza przeciwdepresyjnej aktywnosci

ligandow receptorow Y2 oraz YS5.

4.3.4.2. Omowienie wynikow — Potencjalne wlasnosci przeciwdepresyjne ligandow

receptorow Y2 i Y5.

Ta czes¢ osiggniec zostala opublikowana w pracach Domin i wsp. 2017b oraz Domin i wsp. 2019.
Poniewaz, istotnym jest poszukiwanie nowych lekow o przeciwdepresyjnym dziataniu

0 wyzszej skutecznos$ci i szybkim czasie dziatania, celami badawczymi tej czesci prac bylo

okreslenie czy wybrane ligandy receptorow Y2 oraz Y5 beda dziala¢ przeciwdepresyjnie
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po podaniach dootrzewnowych jednorazowych. Ponadto chcieliSmy scharakteryzowaé
nowego, penetrujacego do mozgu selektywnego antagoniste receptora Y2 oraz sprawdzic¢
jakie mechanizmy leza u podloza przeciwdepresyjnego dzialania badanych zwiazkow.
Model depresji w ktorym sprawdzaliSmy potencjalne przeciwdepresyjne wiasciwosci
antagonisty receptora Y5, Lu AA33810, oparty byt na uszkodzeniu funkcji astrocytow, ktore
petnia kluczowa rolg w regulacji réwnowagi Glu/GABA, wychwytujac glutaminian
uwolniony do przestrzeni synaptycznej (Schousboe, 2003). Na istotng role¢ astrocytow
W patogenezie depresji wskazuja liczne prace zarowno przeprowadzone na zwierzetach,
a takze posmiertne analizy histologiczne i biochemiczne mo6zgdéw ludzi chorych na depresje,
w ktorych wykazano spadek ilo$ci astrocytow, a nawet ich zanik i deficyt ich funkcji w korze
przedczotowej i strukturach limbicznych (Banasr i wsp., 2010; Rajkowska i Stockmeier,
2013; Sanacora i Banasr, 2013). Model depresji wywotany uszkodzeniem astrocytow
uzyskalismy podajac obustronnie do kory przedczotowej przysrodkowej (mPFC, ang. medial
prefrontal cortex) szczurom szczepu Sprague-Dawley toksyng glejowa kwas L-alfa
aminoadipinowy (L-AAA) w dawce 100 pg/2ul (Domin i wsp., 2017b), wedtug procedury
opisanej przez Banasr i Duman (2008) oraz zmodyfikowanej nieznacznie przez nas (Domin
i wsp., 2014). Uwaza si¢, ze tego typu degeneracje gleju wywoluja w mPFC zaburzenie
rownowagi uktadéow Glu/GABA w kierunku nadczynno$ci glutaminianergicznej co powoduje
rozwinigcie si¢ zmian w kierunku depresji. Zachowanie prodepresyjne polegajace na istotnym
statystycznie wydtuzeniu czasu bezruchu w tescie wymuszonego ptywania, zwanym rowniez
testem Porsolta obserwowalismy 72 godz. po drugiej dawce gliotoksyny (Domin i wsp.,
2017b). Metoda Western blot wykazaliSmy obnizenie poziomu charakterystycznego dla
astrocytow glejowego kwasnego biatka witokienkowego GFAP (ang. Glial fibrillary acidic
protein) o okoto 50% w korze przedczotowej U szczuréw po podaniach gliotoksyny
w porownaniu ze szczurami kontrolnymi. Metoda stereologicznego liczenia potwierdziliSmy
ten efekt, mianowicie wykazalismy okolo 50% spadek ilosci komoérek GFAP
immunoreaktywnych (GFAP-ir) w mPFC w poréwnaniu z grupa kontrolng (Domin i wsp.,
2017b). Lu AA33810 podany dootrzewnowo jednorazowo, w dawce 10 mg/kg, 1 godz. przed
testem skracal czas bezruchu w tescie Porsolta w pordwnaniu do grupy szczur6w po same;j
gliotoksynie, wskazujac na potencjal antydepresyjny antagonisty receptora Y5 w tym
eksperymentalnym modelu depresji (Domin i wsp., 2017b). Lu AA33810 w tej samej dawce
wykazywal rowniez aktywno$¢ przeciwdepresyjng u szczuréw nie poddanych uszkodziom
gleju, obnizajac czas bezruchu w tescie FST 1 godz. po podaniu. StwierdziliSmy, ze zar6wno
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U szczuréw nie traktowanych gliotoksyng, jak i w gliotoksynowym modelu depresji
Lu AA33810 nie wptywal na aktywno$¢ motoryczng zwierzat wskazujac tym samym na
swoistos¢ wyniku uzyskanego w tescie Porsolta (Domin i wsp., 2017Db).

Zaobserwowalis$my, ze anatomicznym punktem uchwytu Lu AA33810 mogg by¢ miedzy
innymi neurony GABA, gdyz wykonujgc barwienia immunofluorescencyjne wykazatam
obecnos¢ receptorow Y5 na neuronach GABAergicznych w mPFC (Domin i wsp., 2017Db).
Wynik ten moze sugerowaé, ze receptory Y5 moga odgrywaé role w regulacji neuronow
GABAergicznych. Poniewaz postuluje si¢, ze mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania
antagonisty receptora Y5 moze polega¢ na podwyzszeniu poziomu NPY (Walker i wsp.,
2009), ktory w korze mézgowej wystepuje przede wszystkim w lokalnych interneuronach
GABAergicznych, gdzie wykazano jego hamujaca rol¢ na transmisj¢ glutaminianergiczna,
zatem zastosowanie antagonisty Y5R moze podnie$¢ poziom NPY poprzez zahamowanie
hamujacych neuronéw GABA. Tak wigc w naszym modelu depresji wywotlanej
uszkodzeniem gleju, aktywnos$¢ przeciwdepresyjna Lu AA33810 moze by¢ wynikiem
posrednich modulujacych dzialan poprzez interneurony GABA na zaburzony uklad
GIu/GABA. Warto podkresli¢, ze w naszym gliotoksynowym modelu depresji przy uzyciu
metody Western blot wykazaliSmy istotny statystycznie wzrost poziomu biatka receptora Y5
w mPFC (Domin i wsp., 2017b), ktory to wzrost moze by¢ kompensacyjng reakcja na
postulowany spadek funkcji NPY w depresji.

W modelu depresji wywotanej uszkodzeniami gleju zaobserwowali§my, ze Lu AA33810
nie tylko hamowat behawioralne objawy depresji, ale roOwniez odwracat efekty molekularne
oraz morfologiczne. Identyfikujac metodg Western blot poziom astrocytarnego biatka GFAP
oraz przeprowadzajac stereologiczng analiz¢ komorek zabarwionych immunohistochemicznie
na obecno$¢ GFAP wykazali$my, ze antagonista receptora Y5 podany jednorazowo w dawce
10 mg/kg hamowal wywotane gliotoksyng uszkodzenia astrocytow w mPFC u szczurow
(Domin i wsp., 2017b). Uzyskany wynik wskazuje, ze Lu AA33810 wywieral bezposredni
korzystny wptyw na morfologie i funkcje astrocytow. Badajac wewnatrzkomorkowe
mechanizmy przeciwdepresyjnego i glioprotekcyjnego dziatania Lu AA33810 zwréciliSmy
uwage na szlak sygnalizacyjny BDNF/TrkB, ktory jak wykazano w innych badaniach jest
zaangazowany w patogenez¢ depresji i potencjalne mechanizmy terapeutyczne (Schmidt
i wsp., 2008; Autry i Monteggia, 2012). Ponadto sa doniesienia in vitro jak i in vivo
pokazujace modulujacy wplyw neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego BDNF
(ang. brain derived neurotrophic factor) na ekspresj¢ NPY zard6wno w normalnych
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warunkach jak i w stanach patofizjologicznych (Croll i wsp., 1994; Barnea i Roberts, 2001).
W naszym modelu depresji po podaniach gliotoksyny L-AAA zaobserwowali§my przy uzyciu
metody Western blot istotne obnizenie poziomu biatek zarowno BDNF, jak i jego receptora
TrkB w mPFC u szczurow. Ponadto przy pomocy stereologicznej analizy komorek
zabarwionych immunohistochemicznie na obecno$¢ BDNF wykazalismy okoto 50% spadek
ilosci BDNF-ir w mPFC w poréwnaniu z grupa kontrolng (Domin i wsp., 2017b).
Lu AA33810 podany dootrzewnowo jednorazowo, w dawce 10 mg/kg odwracat te zmiany,
€0 zaobserwowali§my zarowno wykonujac analize Western blot jak i stereologiczng analize
iloéci komoérek BDNF-ir w mPFC u szczuréw (Domin i wsp., 2017b), sugerujgc tym samym
udzial tej $ciezki sygnatowej w mechanizmie przeciwdepresyjnego i glioprotekcyjnego
dzialania antagonisty receptora Y5.

Sposrad $ciezek sygnalizacji komérkowej, ktore moga by¢ zwigzane z aktywacja Sciezki
BDNF/TrkB, a ktorych zaangazowanie w patofizjologi¢ depresji oraz mechanizm
przeciwdepresyjnego dziatania zwigzkow wykazano w licznych doniesieniach sa szlaki
Z udziatem kinaz MAPK/ERK oraz PI3-K (Duman i wsp., 2007; Zeni i wsp., 2012;
Di Benedetto i wsp., 2013). W naszych eksperymentach, w celu sprawdzenia zaangazowania
kinaz MAPK/ERK oraz PI3-K w mechanizm przeciwdepresyjnego dziatania Lu AA33810,
zastosowaliSmy inhibitory powyzszych kinaz U szczuréw nie traktowanych gliotoksyna,
a efekt sprawdzilismy w teScie Porsolta. Zaobserwowali§my, ze zaréwno inhibitor
MAPK/ERK, UO0126, jak rowniez inhibitor PI3-K, LY294002, podane szczurom
dokomorowo 15 min przed Lu AA33810 (10 mg/kg) znosity przeciwdepresyjne dziatanie tej
substancji, a efekt dotyczyt czasu bezruchu (Domin i wsp., 2017b). Ponadto wykazalismy, ze
badane zwigzki nie wplywaty na aktywno$¢ lokomotoryczng zwierzat wskazujac tym samym
na swoisto§¢ wyniku uzyskanego w tescie Porsolta. Otrzymane rezultaty $wiadcza
0 zaangazowaniu kinaz MAPK/ERK oraz PI3-K w przeciwdepresyjng aktywno$¢ antagonisty
receptora Y5. Biorac pod uwage doniesienia pokazujace, ze stymulacja receptorow Y przy
uzyciu NPY aktywuje szlaki kinaz MAPK/ERK oraz PI3-K (Mullins i wsp., 2002;
Rosmaninho-Salgado i wsp., 2012; Persaud i Bewick, 2014), w naszych eksperymentach
aktywno$¢ przeciwdepresyjna zwigzku blokujacego receptor Y5 mogla by¢ wynikiem
posrednich modelujacych dziatan podwyzszajacych poziomy NPY. Warto zwréci¢ uwage, ze
receptory Y sg roznie rozmieszczone w roznych strukturach mozgu szczura, zar6wno pre- jak

1 postsynaptycznie, a ich aktywacja badz blokada moze angazowaé rozmaite szlaki
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sygnatowe, ktore mogg leze¢ u podstaw przeciwdepresyjnego dziatania ligandow receptoréw
Y.

W kolejnej czgéci eksperymentéw przeprowadziliSmy charakterystyke spektroskopowa,
farmakokinetyczng oraz behawioralng nowego przechodzacego przez barier¢ krew-moézg
selektywnego antagonisty receptora Y2, SF-11, ktory po raz pierwszy zostal czg¢sciowo
opisany przez Brothers i wsp. (2010). Poniewaz ze wszystkich typow receptorow Y, najwiecej
w mozgu ssakow wystepuje receptorow Y2, ktore sa zlokalizowane w strukturach korowo-
limbicznych, regionach szczegodlnie zaangazowanych w depresje (Dumont i wsp., 1998),
poszukiwanie odpowiednich zwigzkéw narz¢dziowych do badania wiasciwosci receptorow
Y2 moze by¢ w przysztosci uzyteczne do opracowania skutecznych strategii terapeutycznych.

W naszych eksperymentach w celu okres$lenia struktury przestrzennej (konformacji) SF-11
po raz pierwszy przeprowadziliémy analize¢ spektroskopowa dla tego zwiazku przy uzyciu
metod spektroskopii oscylacyjnej, takich jak spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni
z transformacjg Fouriera (FTIR) oraz spektroskopia ramanowska (RS), w potaczeniu
z obliczeniami kwantowo-chemicznymi opartymi na teorii funkcjonatu ggstosci (DFT,
ang. Density Functional Theory). Zastosowanie metod obliczeniowych umozliwito
wygenerowanie widm teoretycznych (RS i IR) oraz przypisanie pasm dla otrzymanych widm
eksperymentalnych (RS i FTIR). W wyniku tych analiz wskazana zostala zoptymalizowana
struktura przestrzenna SF-11 wraz z wykazaniem dtugosci i katow poszczegdlnych wigzan
chemicznych w jego czasteczce (Domin i wsp., 2019). Nalezy zwroci¢ uwagg, ze zwiazki
0 podobnej strukturze chemicznej, ale roznej strukturze przestrzennej wykazuja odmienng
aktywno$¢ biologiczng (Kubinyi i wsp., 2002; Chhabra i wsp., 2013). Dlatego przestrzenna
orientacja poszczegdlnych wigzan chemicznych badanego zwigzku warunkuje jego
aktywnos$¢ biologiczng i potencjalne terapeutyczne zastosowanie.

Przeprowadzajac badania farmakokinetyczne przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC, ang. High-Performance Liquid Chromatography) wykazalismy, ze SF-11
podany dootrzewnowo jednorazowo, w dawce 10 mg/kg najwigksze st¢zenie W surowicy
(~ 3 uM) osiagngt 15 min po podaniu, natomiast w mozgu szczura maksymalne stezenie
nastgpito 30 min pod podaniu (0.47 uM w korze mézgowej oraz 0.49 uM w hipokampie)
(Domin i wsp., 2019). Stezenie SF-11 w mozgu szczura, 1 godz. po podaniu nieznacznie
zmalato i zaniklo po 4-6 godz. od podania. Na podstawie wynikow otrzymanych z badan
farmakokinetycznych, przeprowadziliSmy eksperymenty behawioralne majace na celu
sprawdzenie, czy SF-11 wykazywat potencjalng aktywno$¢ przeciwdepresyjng 30 min do
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4 godz. od zaaplikowania zwigzku. W tescie wymuszonego plywania zaobserwowalismy, ze
SF-11 obnizal w sposob istotny statystycznie czas bezruchu u szczuréw podany
dootrzewnowo jednorazowo w dawkach 10 mg/kg lub 20 mg/kg, ale nie w dawce 3 mg/kg,
1 godz. przed testem. Aktywnosci przeciwdepresyjnej nie obserwowaliémy podajac SF-11
30 min lub 4 godz. przed testem, czyli efekt zanikngt wraz ze zmniejszeniem si¢ jego stezenia
w mozgu (Domin i wsp., 2019). SF-11 we wszystkich badanych dawkach nie wptywat na
aktywno$¢ lokomotoryczng szczuré6w wskazujac tym samym na swoisto$¢ wynikow
uzyskanych w tescie Porsolta (Domin i wsp., 2019).

SprawdziliSmy czy w potencjalne mechanizmy przeciwdepresyjnego dziatania SF-11
zaangazowane sg szlaki sygnalizacyjne z udzialem kinaz MAPK/ERK oraz PI3-K.
Zaobserwowali$my, ze inhibitor MAPK/ERK, U0126, a takze inhibitor PI3-K, LY294002,
odwracaty przeciwdepresyjne efekty SF-11 w teScie wymuszonego ptywania u szczurdéw.
Uzyskane wyniki sugeruja, ze przeciwdepresyjne efekty antagonisty receptora Y2 moga by¢
zwigzane ze $ciezkami sygnatowymi tych kinaz. W tescie aktywnos$ci lokomotorycznej nie
zaobserwowali§my zmian pod wplywem badanych zwigzkéw, zatem wykazaliSmy swoistos$¢
efektow obserwowanych w tescie FST (Domin i wsp., 2019). Omawiajac potencjalny
przeciwdepresyjny mechanizm antagonisty receptora Y2, SF-11, nalezy zwr6ci¢ uwage, ze
receptory Y2 s3 glownie receptorami presynaptycznymi hamujacymi uwalnianie
neuroprzekaznikow, migdzy innymi NPY (King i wsp., 1999), zatem zablokowanie tych
receptorow moze podwyzsza¢ poziomy NPY w OUN i1 mie¢ znaczenie w leczeniu depresji.
W naszych eksperymentach po raz pierwszy wykazaliSmy udziat kinaz MAPK/ERK oraz
PI3-K w przeciwdepresyjnym dziataniu antagonisty receptora Y2, tak wigc nie jest

wykluczone, ze aktywacja tych $ciezek sygnatowych jest zwigzana z nasileniem funkcji NPY.

4.3.4.3. Znaczenie osiggnigtych wynikow

Uzyskane wyniki po raz pierwszy pokazaly potencjal przeciwdepresyjny ligandow
receptorow Y2 oraz Y5 po podaniach dootrzewnowych jednorazowych, co moze miec istotne
znaczenie przy projektowaniu nowych zwiazkow przeciwdepresyjnych o wyzszej
skutecznos$ci dziatania. Ponadto zaprezentowane wyniki poszerzyly i poglebity nasza wiedze¢
na temat mechanizméw lezacych u podloza przeciwdepresyjnego dziatania zardéwno
antagonisty receptora Y2, jak rowniez antagonisty receptora Y5, tzn. po raz pierwszy
wykazali§my jakie $ciezki wewnatrzkomorkowego sygnatu moga by¢ zaangazowane w te
przeciwdepresyjne efekty. Po raz pierwszy pokazaliSmy przeciwdepresyjng aktywnosc¢
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antagonisty receptora Y2, SF-11 oraz wyznaczyliSmy jego struktur¢ molekularng
I geometryczng, warunkujaca jego aktywnos$¢ biologiczng i potencjalne terapeutyczne
zastosowanie, co moze by¢ uzyteczne Ww projektowaniu nowych zwigzkow
0 antagonistycznym dziataniu wzgledem receptora Y2. Wecigz bowiem istnieje potrzeba
syntezy nowych selektywnych matoczasteczkowych niepeptydowych ligandéw receptoréw
Y2 oraz Y5, stabilnych metabolicznie, rozpuszczalnych w wodzie oraz penetrujacych do

mozgu, aby w pelni ocenié role tych receptorow w depresji.

4.3.5. Podsumowanie

W cyklu przedstawionych prac opisano potencjalne wtasno$ci neuroprotekcyjne ligandow
metabotropowych receptoréw glutaminianergicznych grupy III oraz ligandow receptorow
Y21 Y5 w eksperymentalnej ischemii, a takze potencjalne witasnosci przeciwdepresyjne
ligandow receptorow Y2 i Y5. W chorobach OUN takich jak ischemia czy depresja,
w ktorych dochodzi do zaburzenia rownowagi Glu/GABA, w dalszym ciggu brak jest
skutecznego leczenia, dlatego istotne jest poszukiwanie nowych efektywnych strategii
terapeutycznych. Nasze badania po raz pierwszy wykazaty potencjal neuroprotekcyjny
ligandow receptorow mGlu grupy III w szczegélnosci dzialajacych na receptory mGlu4
oraz mGlu7 zastosowanych w sposéb opézniony wobec rozpoczecia uszkodzenia
ischemicznego. Efekty neuroprotekcyjne zwigzane byly z hamowaniem procesow
nekrotycznych, z hamowaniem uwalniania glutaminianu oraz obnizeniem aktywnosci kalpain.
Potencjal neuroprotekcyjny liganda receptorow mGlu grupy Il wykazano nie tylko
u szczurow zdrowych, ale rowniez u szczurow po niedokrwieniu z nadci$nieniem
tetniczym, u ktorych nie tylko zmniejszat zakres uszkodzenia, ale rowniez poprawial stan
funkcjonalny zwierzat. Nasze badania po raz pierwszy pokazaty neuroprotekcyjne dzialanie
NPY, a takze jego pochodnych dzialajacych swoiScie na receptory Y2 i Y5 podanych
W sposOb opozniony wobec rozpoczecia uszkodzenia ischemicznego, przy czym wieksza
efektywnos¢ uzyskano po aktywacji receptora Y2. Mechanizmy neuroprotekcyjnego
dziatania zwigzane byty z hamowaniem procesow nekrotycznych, z hamowaniem uwalniania
glutaminianu oraz obnizZeniem aktywnosci kalpain. Nasze badania po raz pierwszy pokazaly
potencjal przeciwdepresyjny zwigzkéw blokujacych receptory Y2 oraz Y5 po podaniach
dootrzewnowych jednorazowych, a potencjalne mechanizmy ich przeciwdepresyjnego
dzialania zwigzane byly ze szlakami sygnalowymi z udzialem kinaz MAPK/ERK oraz
PI13-K. Nasze badania pokazaly rdwniez potencjal przeciwdepresyjny i glioprotekcyjny
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antagonisty receptora Y5 w modelu depresji, w ktorym rownowaga Glu/GABA zostala
zaburzona przez dysfunkcje astrocytow. Potencjalny mechanizm przeciwdepresyjnej
aktywnosci w tym przypadku zwigzany byl ze wzrostem ekspresji i dzialania BDNF.
Zaprezentowane wyniki mogg pomdéc w  opracowaniu skutecznych  terapii
neuroprotekcyjnych i/lub przeciwdepresyjnych oraz wyznacza¢ kierunki poszukiwan nowych
ligandow. Konieczne sa bowiem dalsze badania z uzyciem nowych selektywnych do
odpowiednich receptoréw, matoczasteczkowych, rozpuszczalnych w wodzie, stabilnych
metabolicznie, penetrujgcych do mdzgu substancji, aby w petni oceni¢ rol¢ receptoréw mGlu
grupy Il (w szczegélnosci mGlu4 oraz mGlu7) oraz receptorow Y2 i Y5

w neuroprotekcji w ischemii, a takze role receptoréw Y2 i Y5 w depresji.

4.3.6. Wykaz skrotow

(S)-3,4-DCPG - (S)-3,4-Dicarboxyphenylglycine (agonista ortosteryczny mGIluR8)

7TMD — (ang. 7 trans-membrane domains) domena przebtonowa GPCRs

AC — (ang. adenyl cyclase) cyklaza adenylanowa

ACPT-I - (1S,3R,4S)-1-aminocyclo-pentane-1,3,4-tricarboxylic acid (agonista ortosteryczny mGIuR grupy 1)

AMNO082 — N,N'-Bis(diphenylmethyl)-1,2-ethanediamine (allosteryczny agonista mGIuR7)

AMPA — receptor pobudzany przez kwas a-amino-3-hydroksy-5-metylo-4-izoksazolo-propionowy

BDNF — (ang. brain derived neurotrophic factor) neurotroficzny czynnik pochodzenia mézgowego

BIIE0246 — N-[(1S)-4-[(Aminoiminomethyl)amino]-1-[[[2-(3,5-diox0-1,2-diphenyl-1,2,4-triazolidin-4-

ylethylJamino]carbonyl]butyl]-1-[2-[4-(6,11-dihydro-6-oxo-5H-dibenz[b,e]azepin-11-yl)-1-piperazinyl]-2-

oxoethyl]-cyclopentaneacetamide (antagonista receptora Y2)

CAMP — (ang. cyclic adenosine monophosphate) cykliczny adenozynomonofosforan

CGP71683 — N-[[trans-4-[[(4-Amino-2-quinazolinyl)amino]methyl]cyclohexyl]methyl]-1-

naphthalenesulfonamide (antagonista receptora Y5)

CPPG - (RS)-a-Cyclopropyl-4-phosphonophenylglycine (antagonista ortosteryczny mGIuR grupy I11)

CRD - (ang. cysteine-rich domain) fragment domeny zewnatrzkomérkowej receptoréw mGlu, bogaty w reszty
cysteiny

DFT — (ang. Density Functional Theory) teoria funkcjonatu gestosci

FST — (ang. Forced Swim Test) test wymuszonego ptywania

FTIR — spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni z transformacja Fouriera

GABA — (ang. gamma-aminobutyric acid) kwas gamma-amino-mastowy

GFAP — (ang. Glial fibrillary acidic protein) glejowe kwasne biatko wtokienkowe

Glu — glutaminian / kwas glutaminowy

GPCRs — (ang. G-protein coupled receptors) receptory sprz¢zone z biatkami G

HPLC — (ang. High-Performance Liquid Chromatography) wysokosprawna chromatografia cieczowa

iGIUR — jonotropowe receptory glutaminianergiczne

36



dr Helena Domin Zalgcznik 3. Autoreferat przedstawiajgcy opis kariery zawodowej oraz istotnej
aktywnosci naukowej

IR — spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni

L-AAA — (ang. L-alpha-aminoadipic acid) kwas L-alfa aminoadipinowy

LDH - (ang. lactate dehydrogenase) dehydrogenaza mleczanowa

Lu AA33810 — N-[[trans-4-[(4,5-Dihydro[1]benzothiepino[5,4-d]thiazol-2-

yl)amino]cyclohexyl]methyllmethanesulfonamide (antagonista receptora Y5)

LY294002 — 2-(4-Morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one (inhibitor P13-K)

MAPK/ERK - (ang. mitogen-activated protein kinase/extracellular signal regulated kinase) kinaza

aktywowana mitogenami/kinaza regulowana sygnatem zewnatrzkomérkowym

MCAO - (ang. middle cerebral artery occlusion) tymczasowe zamknigcie prawej tetnicy srodkowej mozgu

MDL28170 — N-[N-[(Phenylmethoxy)carb onyl]-L-valyl]-phenylalaninal (inhibitor kalpain)

MGIuR — metabotropowe receptory glutaminianergiczne

MMPIP - 6-(4-Methoxyphenyl)-5-methyl-3-(4-pyridinyl)-isoxazolo[4,5-c] pyridin-4(5H)-one (allosteryczny
antagonista mGIuR?7)

mPFC — (ang. medial prefrontal cortex) kora przedczotowa przysrodkowa

MTT — (ang. 3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yI]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) bromek 3-(4,5-dimetylotiazol-2-
yl)-2,5-difenylotetrazoliowy)

NAMs — (ang. negative allosteric modulators) negatywne allosteryczne modulatory

NMDA - receptor N-metylo —D-asparaginowy

NPY — neuropeptyd Y

OFT - (ang. open field test) test otwartego pola

OGD - (ang. oxygen and glucose deprivation) model niedokrwienia in vitro, w ktorym komoérki poddawane sg
deprywacji tlenu i glukozy

OUN - os$rodkowy uktad nerwowy

PAMs — (ang. positive allosteric modulators) pozytywne allosteryczne modulatory

PHCCC — N-Phenyl-7-(hydroxyimino)cyclopropa[b]chromen-1la-carboxamide (mGluR4 PAM)

PI — (ang. propidium iodide) jodek propidyny

P13-K — (ang. phosphatidylinositol-3-kinase) kinaza fosfatydylo-3-inozytolu

PKA — (ang. protein kinase A) kinaza biatkowa A

PKC — (ang. protein kinase C) kinaza biatkowa C

PLC — (ang. phospolipase C) fosfolipaza C

RS — spektroskopia ramanowska

SF-11 — N-(4-Ethoxyphenyl)-4-(hydroxydiphenylmethyl)-1-piperidinecarbothioamide (antagonista receptora Y2)

SHR - (ang. spontaneously hypertensive rat) szczury z genetycznie uwarunkowanym nadci$nieniem tetniczym

TrkB — (ang. Tropomyosin receptor kinase B lub tyrosine receptor kinase B) receptor dla BDNF

TTC — (ang. 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride) chlorek trifenylotetrazoliowy

U0126 — 1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis[2-aminophenylthio]butadiene (inhibitor MAPK/ERK)

VFTD - (ang. Venus Flytrap domain) fragment zewnatrzkomorkowej domeny receptorow mGlu, zawierajacy
miejsce ortosetryczne

VU0155041 — cis-2-[[(3,5-Dichlorophenyl)amino]carbonyl]cyclohexanecarboxylic acid (mGluR4 PAM)

YR —receptory Y
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5. Informacja o wykazaniu si¢ istotng aktywnoscia naukowg realizowana w wiecej niz

jednej uczelni, instytucji naukowej, w szczegolnoS$ci zagranicznej.

5.1. Aktywnosé naukowa przed uzyskaniem stopnia doktora

Od 2003 rok, po zdaniu egzaminu kwalifikacyjnego zostalam uczestnikiem Studium
Doktoranckiego w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie w Zaktadzie Neurobiologii.
W badaniach do pracy doktorskiej wykazatam neuroprotekcyjne efekty antagonistow
receptoréw mGlu grupy I, agonistow receptorow mGlu grupy III, a takze NPY oraz jego
pochodnych dziatajacych swoiscie na receptory Y2 1 Y5 w modelach ekscytotoksyczno$ci
wywotanej kwasem kainowym in vitro i in vivo. Badania te byly realizowane w ramach
dziatalnosci statutowej oraz grantu finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Informatyzacji
nr 2POSA 114 28 (2005-2008) pt.: ,,Badania neuroprotekcyjnego dziatania wybranych
neuropeptydow oraz ligandéw glutaminianergicznych receptoréw metabotropowych”, ktorego
kierownikiem byta prof. dr hab. Maria Smialowska. Eksperymenty w ramach grantu byty
wykonywane we wspoOtpracy z Zakladem Neuroendokrynologii Doswiadczalnej oraz
Zaktadem Farmakologii IF PAN, a takze z Pracownig Neurochirurgii Doswiadczalnej
i Klinicznej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN
w Warszawie. Prace doktorska obronitam z wyr6znieniem w 2008 w Instytucie Farmakologii
PAN w Krakowie. W 2009 roku otrzymatam rowniez za nig wyrdznienie W Konkursie
im. Aurelii Baczko organizowanym przez Towarzystwo Popierania i Krzewienia Nauk
na najwybitniejszg prace doktorska w dziedzinie medycyny klinicznej niezabiegowe;.
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Fundatorami tego wyr6znienia byla Fundacja na Rzecz Nauki Polskiej oraz prof. Bronistaw
Baczko.

Wyniki tych badan zostaly opublikowane w 5 pracach oryginalnych — 1 przed uzyskaniem
stopnia doktora i 4 po jego otrzymaniu:

e Domin H, Kajta M, Smiatowska M. Neuroprotective effects of MTEP, a selective mGIluR5 antagonists
and neuropeptide Y on the kainate-induced toxicity in primary neuronal cultures. Pharmacol Rep. 2006,
58, 846-858.

e Smiatlowska M, Domin H, Zieba B, Kozniewska E, Michalik R, Piotrowski P, Kajta M.
Neuroprotective effects of neuropeptide Y-Y2 and Y5 receptor agonists in vitro and in vivo.
Neuropeptides. 2009, 43, 235-249.

e Domin H, Zigba B, Golembiowska K, Kowalska M, Dziubina A, Smiatowska M. Neuroprotective
potential of mGIuUR5 antagonist MTEP: effects on kainate-induced excitotoxicity in the rat
hippocampus. Pharmacol Rep. 2010, 62, 1051-1061.

e  Smialowska M, Golembiowska K, Kajta M, Zieba B, Dziubina A, Domin H. Selective mGIuR1
antagonist EMQMCM inhibits the kainate-induced excitotoxicity in primary neuronal cultures and in
the rat hippocampus. Neurotox Res. 2012, 21, 379-392.

e Domin H, Gotembiowska K, Jantas D, Kaminska K, Zigba B, Smiatowska M. Group III mGlu receptor
agonist, ACPT-I, exerts potential neuroprotective effects in vitro and in vivo. Neurotox Res. 2014, 26,
99-113.

Publikacje (Domin i wsp., 2010, 2014; Smiatowska i wsp., 2012) powstaly réwniez
w ramach badan sieci naukowej finansowanej przez Ministerstwo Nauki 1 Szkolnictwa
Wyzszego nr 28/E-32/SN-0053/2007 (2007-2009) pt.: , Farmakologiczna i genetyczna
protekcja oraz cytoprotekcja w schorzeniach o$rodkowego uktadu nerwowego” (koordynator
sieci IMDIK, Warszawa).

W trakcie studidéw doktoranckich bylam réwniez zaangazowana w realizacj¢ grantu
finansowanego przez Ministerstwo Edukacji i Nauki nr 2P05A 123 30 (2006-2009) pt.: ,,Rola
dioksyn 1 receptorow weglowodorow aromatycznych w apoptozie komoérek nerwowych:
mechanizmy 1 strategie ochronne”, ktorego kierownikiem byta prof. dr hab. Malgorzata Kajta.
W tym projekcie uczestniczylam w badaniach nad neuroprotekcyjnymi, w tym zwlaszcza
antyapoptotycznymi efektami fitoestrogenu, jakim jest genisteina, wobec apoptozy
indukowanej kwasem glutaminowym, zaré6wno w hodowlach pierwotnych komorek
hipokampa, kory nowej jak i moézdzku. OkreslilisSmy roéwniez potencjalny mechanizm
neuroprotekcyjnego dziatania genisteiny. Rezultatem mojego zaangazowania w ten projekt
jest wspotautorstwo w 1 publikacji:

e Kajta M, Domin H, Grynkiewicz G, Lason W. Genistein inhibits glutamate-induced apoptotic
processes in primary neuronal cell cultures: an involvement of aryl hydrocarbon receptor and estrogen
receptor/glycogen synthase kinase-3beta intracellular signaling pathway. Neuroscience. 2007, 145, 592-
604.

W ramach prac badawczych dotyczacych neuroprotekcji wywotanej estrogenami

w osrodkowym uktadzie nerwowym (,,Neuroprotekcja wywotana estrogenami w osrodkowym
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uktadzie nerwowym: rola estrogenow jako regulatorow procesow zapalnych” — projekt
DAAD (Niemiecka Centrala Wymiana Akademickiej) przybywalam w lipcu 2006 roku
w Instytucie Neuroanatomii na Uniwersytecie w Aachen w Niemczech u prof. dr Cordiana
Beyera, a pobyt miat charakter konsultacyjno-szkoleniowy.

W trakcie studiow doktoranckich bratam réwniez udziat w dziatalnosci statutowej Zaktadu
Neurobiologii IF PAN, a badania dotyczyly przeciwlekowych efektow ligandow receptorow
mGlu grupy II i III oraz zaangazowania w te efekty NPY oraz przeciwlekowej roli
kortykoliberyny (CRF) w korze modzgowej szczura. Rezultaty tych badan zostaly
opublikowane w 2 pracach, a jedna z nich (Smiatowska i wsp., 2007) otrzymata nagrode¢
Dyrektora IF PAN za najlepsza prace¢ oryginalng opublikowang w 2007:

¢ Smiatowska M, Wieronska JM, Domin H, Zieba B. The effect of intrahippocampal injection of group Il
and Il metobotropic glutamate receptor agonists on anxiety; the role of neuropeptide Y.
Neuropsychopharmacology. 2007, 32, 1242-1250.

e Zieba B, Grzegorzewska M, Branski P, Domin H, Wierofiska JM, Hess G, Smiatowska M. The
behavioural and electrophysiological effects of CRF in rat frontal cortex. Neuropeptides. 2008, 42, 513-
523.

W ramach badan sieci naukowej finansowanej przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego bratam udziat w projekcie nr  26/E-40/SN-0023/2007 (2006-2008)
pt.: ,Poszukiwanie = wewnatrzustrojowych punktéw uchwytu potencjalnych lekow
neurotropowych” w zespole koordynowanym przez prof. dr. hab. Wiadystawa Lasonia.
Badania te dotyczyty okreslenia potencjatu ochronnego kalcitriolu (aktywnej formy witaminy
D3) podawanej po czynniku uszkadzajacym w modelach in vitro i in vivo (wspotpraca
z Zaktadem Neurochemii, IMDIiK PAN, Warszawa). Wyniki tych badan zostaly
zaprezentowane na konferencji Society for Neuroscience (Waszyngton, 2008), na ktora
w drodze konkursu otrzymatam stypendium konferencyjne z funduszy sieciowych oraz
opisane w 1 publikacji:

e Domin H, Lason W, Pilc A, Smiatowska M, Kajta M.: Neuroprotective Potential of Post-Treatment
with 1a,25-Dihydroxyvitamin D3: Effects on Glutamate-Induced Apoptosis in Mouse Hippocampal
Neurons. Neuroscience 2008, Society for Neuroscience 38" Annual Meeting, Waszyngton, USA, 15-
19 listopada 2008.

o Kajta M, Makarewicz D, Zieminska E, Jantas D, Domin H, Lason W, Kutner A, Lazarewicz JW.
Neuroprotection by co-treatment and post-treating with calcitriol following the ischemic and excitotoxic
insult in vivo and in vitro. Neurochem Int. 2009, 55, 265-274.

Podsumowanie dorobku naukowego przed otrzymaniem stopnia doktora:
Liczba publikacji oryginalnych: 4
Sumaryczny impact factor: 13.089
Laczna liczba punktow MNiSW: 69
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5.2. Aktywnos¢ naukowa po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora bratam udziat w projekcie finansowanym przez Ministerstwo
Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego nr N N401 091037 (2009-2012) pt.: ,,Badania
neuroprotekcyjnego dziatania pochodnych neuropeptydu Y, pobudzajacych receptory Y21 Y5
oraz agonistow receptorow  glutaminianergicznych metabotropowych grupy I,
w eksperymentalnej ischemii in vitro i in vivo”, ktdrego kierownikiem byta prof. dr. hab.
Maria Smiatowska. Projekt byt realizowany we wspolpracy z prof. dr hab. Ewa Kozniewska
z Pracowni Neurochirurgii Do$wiadczalnej i Klinicznej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej
i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie oraz z Instytutem Biologii
Dos$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie. Rezultaty powstale w wyniku
realizacji tego projektu stanowig cze$¢ osiggnigcia naukowego opisanego w punktach 4.3.2.2.
oraz 4.3.3.2. niniejszego autoreferatu. Czes¢ wynikéw powstatych w wyniku realizacji tego
grantu beda wiaczone do pracy doktorskiej mgr biologii Lukasza Przykazy (IMDIK,
Warszawa), nad ktorym sprawuj¢ funkcje promotora pomocniczego W otwartym przewodzie
doktorskim. Badania dotyczace neuroprotekcyjnych efektow NPY oraz jego pochodnych,
pobudzajacych receptory Y2 i Y5 zostaly rowniez opisane w 1 rozdziale w ksigzce
W wydawnictwie o zasiggu migdzynarodowym z moim wspotautorstwem:

e Smialowska M., Domin H. Neuroprotective Effects of Neuropeptide Y and Y2 and Y5 Receptor
Agonists In Vitro and In Vivo, In: Neurodegeneration. L. Miguel Martins and Samantha H.Y. Loh
(Eds.), ISBN 978-953-51-0502-2, IntechOpen, Rijeka, Croatia, 2012, 37-58.

W 2012 roku po otrzymaniu stypendium naukowego dla mtodych doktorow (postdoc)
w ramach Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki (PO KL) wspotfinansowanego przez Unie
Europejskg ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego w ramach projektu
Interdyscyplinarne Studia Doktoranckie ,,Nauki molekularne dla medycyny” (MOL-MED)
odbytam staz podoktorski w Zespole Spektroskopii Oscylacyjnej na Wydziale Chemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Podczas stazu realizowalam projekt badawczy
nr POKL.04.01.01-00-056/10 pt.: ,,Poszukiwanie zmodyfikowanych analogéw neuropeptydu
Y dziatajacych na receptor Y2 jako potencjalnych zwigzkéw neuroprotekcyjnych”, w ktorym
pehitam funkcje kierownika. Opiekunem stazu byta prof. dr hab. Edyta Proniewicz. Badania
prowadzone byly w obszarze poznania mechanizmu oddziatlywania receptor-ligand oraz
okreslenia wptywu modyfikacji tancucha peptydowego liganda na jego powinowactwo do
receptora  Y2. Modelowanie przeprowadzono przy wykorzystaniu powierzchniowo
wzmocnionej spektroskopii ramanowskiej (SERS) dla NPY i jego analogow o agonistycznym

dziataniu w stosunku do receptora Y2, takich jak NPY 3-36, NPY 13-36, NPY 22-36, Acetyl-
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(Leu”®Y)-NPY 24-36, zaadsorbowanych na granicy faz cialo state/roztwér. Jako SERS-
aktywnych substratéw (biosensorow) uzyto powierzchni srebra, zlota 1 miedzi,
przygotowanych ~w warunkach kontrolowanych w postaci nanoczastek metalu
i elektrochemicznie schropowaconych powierzchni elektrod. Ponadto wykonano pomiary
przy uzyciu spektroskopii ramanowskiej (RS) dla peptydéw niezaadsorbowanych. W oparciu
o tzw. ,,powierzchniowe reguly wyboru” oraz analizujac réznice pomiedzy widmami RS
I SERS (szeroko$ci potdéwkowe pasm, ich potozenie oraz relatywne intensywnosci) zostaly
wyciagniete wnioski na temat geometrii adsorpcyjnej badanych peptydow na powierzchni
zastosowanych substratow 1 zmian jakie zachodza w tej geometrii pod wplywem
modyfikacji/skracania tancucha peptydowego NPY. Na podstawie przeprowadzonych badan
zaproponowany zostal mechanizm adsorpcji NPY oraz jego analogéw na odpowiednio
przygotowanych substratach srebra, ztota i miedzi. Wyniki przeprowadzonych badan zostaty
opublikowane w 3 publikacjach:

e Domin H, Picta E, Piergies N, Swiech D, Kim Y, Proniewicz LM, Proniewicz E. Neuropeptide Y and
its C-terminal fragments acting on Y2 receptor: Raman and SERS spectroscopy studies. J Colloid
Interface Sci. 2015, 437, 111-118.

e Domin H, Swie;ch D, Piergies N, Pieta E, Kim Y, Proniewicz E. Characterization of the surface
geometry of acetyl-[Leu(28,31)]-NPY(24-36), a selective Y-2 receptor agonist, onto the Ag and Au
surfaces. Vib. Spectrosc. 2016, 85, 1-6.

e Domin H, Piergies N, Swiqch D, Picta E, Proniewicz E. SERS characterization of neuropeptide Y and
its C-terminal fragments deposited onto colloidal gold nanoparticle surface. Colloids Surf
B Biointerfaces. 2017, 149, 80-88.

Wspotpraca nawigzana podczas stazu podoktorskiego kontynuowana jest do dnia
dzisiejszego przez realizacj¢ z:

- Akademig Gorniczo-Hutniczg im. Stanistawa Staszica w Krakowie wspolnego grantu
finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki (NCN) w konkursie Opus 11 (Konsorcjum)
(2017-2020) (nr 2016/21/B/ST4/02135) pt.: ,Badania adsorpcji zwigzkow biologicznie
czynnych na granicy faz metal/roztwor i tlenek metalu/roztwor przy wykorzystaniu technik
SERS, TERS i SEIRA”, kierowanego przez prof. dr hab. Edyte Proniewicz. Liderem projektu
byta Akademia Gorniczo-Hutnicza w Krakowie, Partnerem nr I Uniwersytet Gdanski,
Partnerem nr 1l Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie. W tym projekcie
bytam kierownikiem zadania naukowego realizowanego przez Partnera Il. Celem
wykonywanych prac byta ewaluacja aktywnos$ci biologicznej nowo zsyntetyzowanych
analogow peptydow dla receptoréw bradykininy (BK1R, BK2R), bombezyny (BB1, BB2)
i neurotensyny (NTRI1, NTR2) pod katem czy nowo zsyntetyzowany zwigzek wykazuje
dziatanie agonistyczne czy antagonistyczne do danego typu receptora. Jako Ze bradykinina,
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bombezyna oraz neurotensyna uczestniczag w stymulacji wzrostu 1 ekspansji komorek
nowotworowych, w projekcie poszukiwane byly zwiazki o wiasciwosciach antagonisty
powyzszych receptorOw a wiec potencjalnie zwigzki o dziataniu przeciwnowotworowym.
Zwiazki o wlasciwosciach antagonisty przebadano pod katem ich wptywu na komorki linii
nowotworowych: H4 (glejak), U-87 MG (glejak/gwiazdziak), SHP-77 (nowotwor
drobnokomoérkowy  ptuc), a  takze okre§lono ich  potencjalny  mechanizm
przeciwnowotworowego dziatania.

- Instytutem Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego PAN w Krakowie
(wspoltpraca nieformalna) badan w zakresie procesu adsorpcji ligandow receptorow Y na
roznorodnych powierzchniach metalicznych przy wykorzystaniu technik spektroskopii
oscylacyjnej. Cz¢s¢ wynikéw z przeprowadzonych badan zostala opublikowana w pracy
wlaczonej do gtownego osiagniecia naukowego (Domin i wsp., 2019), opisanego w punkcie
4.3.4.2. niniejszego autoreferatu. Ponadto w wyniku tej wspotpracy powstaty kolejne

publikacje z moim udziatem:

o Pieta E, Piergies N, O¢wieja M, Domin H, Paluszkiewicz C, Bielanska E, Kwiatek WM. Monitoring
the Interfacial Behavior of Selective Y5 Receptor Antagonist on Colloidal Gold Nanoparticle Surfaces:
Surface-Enhanced Vibrational Spectroscopy Studies. J. Phys. Chem. C, 2017, 121, 17276-17288.

e DPiergies N, Piecta E, Paluszkiewicz C, Domin H, Kwiatek WM. Polarization effect in tip-enhanced
infrared nanospectroscopy studies of the selective Y5 receptor antagonist Lu AA33810. Nano Research.
2018, 11, 4401-4411.

Kolejnym projektem badawczym, w ktorym bratam udziat byt grant DeMeTer (Depresja-
Mechanizmy-Terapia) (nr POIG.01.01.02-12-004/09-00) (2010-2014) wspotfinansowany
przez Uni¢ Europejska ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego, ktorego
kierownikiem byt prof. dr hab. Krzysztof Wedzony. W ramach tego grantu uczestniczytam
w zadaniu badawczym, pt.: ,Badania anatomiczne i funkcjonalne nad rola zaburzen
rownowagi uktadow GABA/Glu w strukturach limbicznych w patogenezie i farmakoterapii
zaburzen depresyjnych, z uwzglednieniem roli komorek glejowych”, ktore kierowane byto
przez prof. dr hab. Mari¢ Smiatowska. W tym projekcie uczestniczytam jako planujacy,
wykonujacy i koordynujacy eksperymenty, a celem prac bylo zbadanie potencjalnych
przeciwdepresyjnych witasnosci ligandow receptorow mGlu oraz ligandéw receptoréw Y2
iY5S u zwierzat naiwnych oraz w eksperymentalnym modelu depresji opartym na
uszkodzeniach funkcji gleju. Wyniki przeprowadzonych badan zostaly opublikowane
w 2 pracach oryginalnych wchodzacych w sktad gtdéwnego osiggniecia naukowego opisanego
w punkcie 4.3.4.2. niniejszego autoreferatu, a takze w 2 innych publikacjach (1 praca

przegladowa oraz 1 oryginalna):
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e  Smiatlowska M, Szewczyk B, Wozniak M, Wawrzak-Wleciat A, Domin H. Glial degeneration as
a model of depression. Pharmacol Rep. 2013, 65, 1572-1579. Review.

e Domin H, Szewczyk B, Wozniak M, Wawrzak-Wleciat A, Smiatowska M. Antidepressant-like effect
of the mGIuR5 antagonist MTEP in an astroglial degeneration model of depression. Behav Brain Res.
2014, 273, 23-33.

W ramach realizacji tego projektu oraz dziatalnosci statutowej nawigzatam wspolprace
nieformalng z prof. dr hab. Elzbieta Wyska z Zaktadu Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej,
Wydziatu Farmaceutycznego UJ Collegium Medicum w Krakowie oraz z prof. dr hab.
Piotrem Wlaziem 2z Katedry Fizjologii Zwierzat i Farmakologii, Instytutu Nauk
Biologicznych Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie w zakresie badania
farmakokinetyki zwigzkow. Rezultatem tej wspolpracy sa wyniki badan wiaczone do
glownego osiggniecia naukowego opisanego w punkcie 4.3.4.2. niniejszego autoreferatu.

W okresie po osiagnigciu stopnia doktora bytam réwniez zaangazowana jako wykonawca
w projekcie finansowanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego nr N N401
006635 (2008-2011) pt.: ,,Modulowanie przekaznictwa z udziatem tlenku w strukturach jader
podstawy jako potencjalny cel terapii choroby Parkinsona. Badania w modelu zwierzecym”,
ktorego kierownikiem byta dr hab. Elzbieta Lorenc-Koci z Zaktadu Neuropsychofarmakologii
IF PAN. Projekt ten dotyczyl okreslenia roli przekaznictwa z udzialem tlenku azotu
(przekaznictwo nitrergiczne) w jadrach podstawy w szczurzym modelu choroby Parkinsona
wywotanym jednostronnym podaniem 6-hydroksydopaminy (6-OHDA). W projekcie tym
bratam udzial w barwieniach histologicznych i immunohistochemicznych skrawkow moézgu
oraz w stereologicznej analizie komorkowej w obrazach mikroskopowych. Rezultatem
mojego zaangazowania w ten projekt jest wspotautorstwo w 1 publikacji:

e Czarnecka A, Lenda T, Domin H, Konieczny J, Smiatowska M, Lorenc-Koci E. Alterations in the
expression of nNOS in the substantia nigra and subthalamic nucleus of 6-OHDA-lesioned rats: the
effects of chronic treatment with I-DOPA and the nitric oxide donor, molsidomine. Brain Res. 2013,
1541, 92-105.

Oproécz tego w ramach wspotpracy z Zaktadem Neuropsychofarmakologii IF PAN bratam
udziat w badaniach sieciowych pt.: ,,Poszukiwanie wewnatrzustrojowych punktow uchwytu
potencjalnych lekéw neurotropowych”, o ktérych pisalam powyzej. Druga cze$¢ tych badan
dotyczyta poszukiwania zwigzkéw ochronnych do przeciwdzialania uszkodzeniom komorek
nerwowych wywolanym zahamowaniem funkcji proteasomu w komoérkowym 1 zwierzecym
modelu choroby Parkinsona. Moja rola w tym zadaniu polegata na wykonaniu barwien
histologicznych i immunohistochemicznych oraz na stereologicznej analizie komodrkowe;j
w obrazach mikroskopowych. Rezultaty tych badan zostaty opublikowane w nastepujacych

publikacjach:
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e Lorenc-Koci E, Lenda T, Antkiewicz-Michaluk L, Wardas J, Domin H, Smiatowska M, Konieczny J.
Different effects of intranigral and intrastriatal administration of the proteasome inhibitor lactacystin on
typical neurochemical and histological markers of Parkinson's disease in rats. Neurochem Int. 2011, 58,
839-849.

e Konieczny J, Jantas D, Lenda T, Domin H, Czarnecka A, Kuter K, Smiatowska M, Lason W, Lorenc-
Koci E. Lack of neuroprotective effect of celastrol under conditions of proteasome inhibition by
lactacystin in in vitro and in vivo studies: implications for Parkinson's disease. Neurotox Res. 2014, 26,
255-273.

W ramach wspotpracy z Zaktadem Neuropsychofarmakologii IF PAN przeprowadzatam
rowniez badania immunohistochemiczne uwidaczniajgce zar6wno neurony dopaminowe jak
I serotoninowe oraz bralam wudzial w stereologicznej analizie ilosciowej tych
immunoreaktywnych neuronéw w obregbie serotoninowego jadra grzbietowego szwu (DR)
w skrawkach mozgu szczura w zwierzecym modelu choroby Parkinsona z objawami depres;ji.
Nowoscig tych badan byla ocena iloSciowa wystepowania neuronéw dopaminowych
W typowo serotoninowym DR, projektujacym do prazkowia i kory moézgowej. Rezultatem
mojego zaangazowania w te badania jest wspotautorstwo w 1 publikacji:

e Berghauzen-Maciejewska K, Wardas J, Kosmowska B, Domin H, Smialowska M, Glowacka U,
Ossowska K. Adaptive down-regulation of the serotonin transporter in the 6-hydroxydopamine-induced
rat model of preclinical stages of Parkinson's disease and after chronic pramipexole treatment.
Neuroscience. 2016, 314, 22-34.

W Zaktadzie Neurobiologii IF PAN bytam rowniez zaangazowana w dwa granty
kierowane przez prof. dr hab. Andrzeja Pilca. Pierwszy to by grant polsko-norweski nr PNRF-
103-Al-1/07 (2009-2011) pt.: ,,Stworzenie platformy do poszukiwania zwigzkow dziatajacych
na ukfady serotoninergiczny lub glutamatergiczny jako potencjalnych lekow
przeciwdepresyjnych lub przeciwlekowych” (realizowany wspolnie z Zaktadem Biologii
Medycznej Uniwersytetu w Tromso, Norwegia, oraz z Zakladem Biologii Komorki
Narodowego Instytutu Lekow, Warszawa). Celem badan bylo sprawdzenie potencjalnej
aktywnos$ci przeciwlgkowej nowych ligandow receptorow serotoninergicznych 5-HT7 oraz
ligandow receptorow mGlu, a moj udzial w tym projekcie polegal na przygotowywaniu
zwigzkow do eksperymentow i pomocy w doswiadczeniach behawioralnych. Drugi projekt
realizowany byt w ramach Programu Badan Stosowanych Allosterix, finansowany przez
Narodowe Centrum Badan i Rozwoju nr PBS1/B7/8/2012) (2012-2017) pt. ,,Innowacyjne
terapie chorob neurodegeneracyjnych 1 neurorozwojowych w oparciu o modulatory
allosteryczne receptorow mGlu”. W tym projekcie wykonywalam perfuzje myszy w celu
przygotowania tkanki mozgowej do badan farmakokinetycznych.

W Zaktadzie Neurobiologii IF PAN w ramach wspolpracy z Pracownia Neurobiologii
Pierwiastkow Sladowych bylam zaangazowana w badania dotyczace molekularnych
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mechanizmow lezacych u podtoza przeciwdepresyjnej aktywnosci cynku, a moja rola w tych
badaniach polegata na wykonywaniu operacji stereotaktycznych u szczurow w celu
zaimplantowania kaniul prowadzacych do podan domoézgowych (dokomorowych). Ponadto
bytam zaangazowana w projekt finansowany przez NCN w konkursie Opus 10 (2016-2021)
(nr 2015/19/B/NZ4/01890) pt.: ,,Rola wybranych szlakow przekazywania sygnatu w deficycie
cynku”, ktorego kierownikiem jest prof. dr hab. Gabriel Nowak. Celem tego projektu jest
okreslenie zaleznosci pomiedzy deficytem cynku (ZnD) jako zwierzecym modelem depresji,
a aktywnoscig wewnatrzkomérkowych — szlakow  przekazywania sygnalu, ktore sg
zaangazowane W procesy synaptogenezy 1 przezywalnosci komorek. W tym projekcie
uczestniczytam w barwieniu kolcow dendrytycznych metoda Golgiego oraz wykonatam
ilosciowg analiz¢ kolcow dendrytycznych w korze przedczotowej przysrodkowej myszy
w obrazach mikroskopowych. Rezultatem mojego zaangazowania w te badania jest
wspotautorstwo W 3 publikacjach:

e Szewczyk B, Pochwat B, Rafato A, Palucha-Poniewiera A, Domin H, Nowak G. Activation of mTOR
dependent signaling pathway is a necessary mechanism of antidepressant-like activity of zinc.
Neuropharmacology. 2015, 99, 517-526.

e Pochwat B, Rafato-Ulinska A, Domin H, Misztak P, Nowak G, Szewczyk B. Involvement of
extracellular signal-regulated kinase (ERK) in the short and long-lasting antidepressant-like activity of
NMDA receptor antagonists (zinc and Ro 25-6981) in the forced swim test in rats. Neuropharmacology
2017, 125, 333-342.

e Pochwat B, Domin H, Rafato-Ulinska A, Szewczyk B, Nowak G. Ketamine and Ro 25-6981 Reverse
Behavioral Abnormalities in Rats Subjected to Dietary Zinc Restriction. Int J Mol Sci. 2020, 21, 4791.

W Zaktadzie Neurobiologii IF PAN bralam réwniez udzial w badaniach finansowanych
z grantu NCN Opus 9 (nr 2015/17/B/NZ7/02984) pt.: ,,Jednoczesna stymulacja receptorow
muskarynowych M4 oraz wybranych receptoréw regulujacych uwalnianie glutaminianu
(mGlu2, mGlu4 lub GABAB) jako nowy trend w poszukiwaniu skutecznych punktéw
uchwytu dla lekow antypsychotycznych. Rola poszczegdlnych kombinacji zwigzkow
w kontekécie odwracania pozytywnych, negatywnych Ilub kognitywnych objawow
schizofrenii”, ktorego kierownikiem byla dr hab. Joanna Wieronska. Moja rola w tych
badaniach polegata na wykonaniu barwien immunofluorescencyjnych w celu wykazania
kolokalizacji receptorow muskarynowych M1 i M5 z mGluR2 w skrawkach mozgu myszy
I Szczura oraz analizie uzyskanych obrazéw mikroskopowych. Wyniki tych badan zostaty
opublikowane w nastgpujacej publikacji:

e Cieslik P, Domin H, Chocyk A, Gruca P, Litwa E, Ploska A, Radulska A, Pelikant-Matecka I,
Branski P, Kalinowski L, Wieronska JM. Simultaneous activation of mGlu2 and muscarinic
receptors reverses MK-801-induced cognitive decline in rodents. Neuropharmacology. 2020, 174,
107866.
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W 2018 roku zostalam laureatem konkursu Miniatura 2 NCN, w ktérym otrzymatam
finansowanie na realizacj¢ dziatania naukowego (nr 2018/02/X/NZ4/01109) pt.: ,,Staz
naukowy w zakresie eksperymentalnych technik mikrochirurgicznych”. Staz naukowy
odbytam w dniach 06-17.05.2019 w Centrum Umiejetnosci Chirurgicznych (Surgical Skills
Centre) w Almere w Holandii pod kierunkiem prof. dr René Remie. Staz zakonczytam
wynikiem pozytywnym (certyfikat nr 20180509), a efektem zrealizowanego dziatania
naukowego jest zdobycie przeze mnie nowych umiejetnosci z technik mikrochirurgicznych,
takich jak wywotywanie zwierzecych modeli przejsciowego udaru niedokrwiennego mozgu
przez zacisnigcie tetnicy srodkowej mozgu (tMCAO) oraz urazowego uszkodzenia mozgu

(TBI — traumatic brain injury) gldwnie u szczurow.

Podsumowanie dorobku naukowego po otrzymaniu stopnia doktora:

Liczba publikacji oryginalnych: 26
Liczba publikacji przegladowych: 1
Liczba publikacji ksigzkowych: 1
Sumaryczny impact factor: 99.110
Laczna liczba punktow MNiSW: 1087

6. Informacja o osiggni¢ciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke:
- promotor pomocniczy mgr biologii Lukasza Przykazy w otwartym przewodzie doktorskim
(otwarcie przewodu doktorskiego na posiedzeniu Rady Naukowej IMDIK w Warszawie
w dniu 28 kwietnia 2016);
- opieka naukowa nad praktykami studenckimi (3) (studenci kierunku Neurobiologii UJ oraz
Biotechnologii Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie (lipiec 2019);
- przeprowadzenie warsztatow z technik histologicznych i mikroskopowania w ramach
popularyzacji nauki podczas Festiwalu Nauki i Sztuki w dniach 17-18.05.2018
wspotorganizowanym przez Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN w Krakowie;
- wspotautorstwo w 2 pracach przegladowych w jezyku polskim w czasopismie
popularyzujacym naukg Wszechswiat (pismo przyrodnicze):

e Smiatowska M, Domin H. Astrocyty a depresja. Wszechswiat, 2015, 116, nr 10-12, 282-286.

e  Smiatowska M, Domin H. Astrocyty a intelekt. Wszechswiat, 2015, 116, nr 7-9, 204-209.
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7. Inne informacje:

wspotautor 53 doniesien zjazdowych: 27 na konferencjach krajowych; 26 na
konferencjach migdzynarodowych; w tym jako pierwszy autor: 1 prezentacja w formie
ustnej oraz 20 prezentacji w formie plakatowej;

wygloszenie 2 wyktadow monograficznych na forum IF PAN (2019, 2020);
13 prezentacji w formie ustnej na zebraniach naukowych w IF PAN (w latach 2005-
2017); 1 prezentacja w formie ustnej przed Radg Naukowg IF PAN dotyczaca grantu
Opus 11 (2016/21/B/ST4/02135) (2020);

cztonek zwyczajny Polskiego Towarzystwa Badan Uktadu Nerwowego (PTBUN);
cztonek redakcji (Review editor) czasopisma Frontiers Cellular Neuroscience w dziale
Cellular Neuropathology;

zrecenzowanie 37 manuskryptow (peer-review) w 18 czasopismach o zasiegu

migdzynarodowym [Behavioural Brain Research (1), Biological Chemistry (1), Cellular and Molecular
Neurobiology (1), Cellular Physiology and Biochemistry (1), Frontiers in Cellular Neuroscience (1),
Frontiers in Pharmacology (1), Journal of Medicinal Chemistry (2), Journal of Neuroendocrinology (1),
Journal of Visualized Experiments (1), Molecules (2), Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology
(1), Neuroscience (1), NeuroMolecular Medicine (1), Neural Regeneration Research (4), Pharmacological

Reports (18), Phytomedicine (1), Scientific Reports (1), Synapse (1)] w latach 2013-2021
https://publons.com/researcher/3877055/helena-domin/peer-review/

wykonanie recenzji doktoratu zagranicznego pt.: ,,Investigation of corticosterone impact
on the sub-acute stage of recovery after photothrombotic stroke induction” (Scholl of
Biomedical Sciences and Pharmacy, Faculty of Health and Medicine, University of
Newcastle Australia) (lipiec 2018)

3 stypendia konferencyjne w latach 2008-2017; nagroda Dyrektora IF PAN za najlepsza
pracg oryginalng opublikowang w 2007; nagrody IF PAN w programie ,,Quantitas”

i Qualitas” za prace naukowe opublikowane w latach 2013-2016

naukometryczne podsumowanie dorobku naukowego:
v’ Liczba publikacji oryginalnych: 30

v' Liczba publikacji przegladowych: 1

v" Liczba publikacji ksigzkowych: 1

v’ Liczba publikacji popularno-naukowych: 2
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Sumaryczny Impact Factor publikacji naukowych wedlug bazy Journal Citation Reports
(JCR), zgodnie z rokiem opublikowania wynosi IF = 112.199, co stanowi 1156 punktow
MNiSW/KBN.

L.aczna liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science z dnia 12.01.2021 r.:
e liczba cytowan z autocytowaniami: 507

e liczba cytowan bez autocytowan: 453

Indeks Hirsha wedlug bazy Web of Science z dnia 12.01.2021 r.:
H-indeks = 14
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