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PLENARY LECTURE

Amourphous Selective Neurotoxins: Chemical Aids in Neuroscience. Richard M.
Kostrzewa. Department of Biomedical Sciences, Quillen College of Medicine, East Tennessee
State University, Johnson City Tennessee, 37604, USA.

As stated by the noted Physiologist Walter B. Cannon, one can often deduce the broad functions
of a nerve by observing the loss of function when the nerve is destroyed. Indeed, that is so.
However, it is difficult when there is more than one nerve type in a nerve bundle; or when a
nerve is deep in the brain; or when the nerve is only the length of a few millimeters. Toxins,
non-specific, have been known for eons to have the ability to damage nerves, but such damage
is broad in effect, resulting in injury to multiple neural phenotypes. The era of selective
neurotoxins owes its origin to the discovery by Nobel Laureates R. Levi-Montalcini and S.
Cohen, who showed in the 1950s that an antibody to the neurotrophin Nerve Growth Factor
(NGF; anti-NGF) would prevent development of sympathetic nerves in rodents, resulting in the
loss of sympathetic noradrenergic innervation. In the 1960s Hans Thoenen and J.P. Tranzer
surreptitiously discovered that a norepinephrine isomer, namely 6-hydroxydopamine,
effectively destroyed both noradrenergic and dopaminergic nerves. Since that time there has
been a library of new-found selective neurotoxins, able to destroy nerves — owing to affinity for
neural transporters (i.e., selective uptake), or affinity to specific receptors (e.g., excitotoxins),
or to an action on a particular element / protein or enzyme in particular neuronal phenotypes.
More-recently we discovered that the non-toxin dopamine D receptor (D2-R) agonist
quinpirole, when administered regularly and at intervals during post-natal ontogeny, is able to
produce life-long supersensitization of D»-R. Being a permanent effect, this non-toxin
quinpirole thus produces a life-long adversity (supersensitization); consequently, the outcome
is a neurotoxic effect in the absence of nerve damage. Quinpirole-priming results in behavioral
abnormalities in response to D2-R agonist treatments. Moreover, D2-R supersensitization alters
the interplay of dopaminergic nerves with those nerves of a different phenotype. In
consequence, rats displaying D2-R supersensitivity have been found to be reasonable models
for schizophrenia; and with interplay on tardive dyskinesia; while related studies have modeled
Parkinson’s Disease and attention-deficit hyperactivity disorder (ADHD). The broad array of
selective neurotoxins available for neuroscience research has vastly expanded the opportunities
for animal modeling of human neurological or psychiatric states, to importantly provide insight

into how other neuronal phenotypes are altered (intra-neural changes; receptor dynamics, etc.)
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when one nerve of a single phenotype is altered. More windows will open for observation of

neural interplay, as time moves forward with selective neurotoxin research studies.
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Mice, patients and cells: multiple approaches to understand neurodevelopment
disorders associated to 16p11.2 copy humber variations
Prof. Riccardo Brambilla

Neuroscience and Mental Health Innovation Institute, School of Biosciences, Cardiff
University, Cardiff, UK; Dipartimento di Biologia e Biotecnologie "Lazzaro Spallanzani”,
Universita degli Studi di Pavia, Pavia, Italy
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Potencjal nanoczastek polimerowych w terapii nowotworow piersi — badania in vitro

Katarzyna Niemirowicz-Laskowska', Natalia Stefaniuk', Przemystaw Wielgat?, Pawet
Misiak?®, Izabela Kurowska®, Karolina Markiewicz’, Agnieszka Wilczewska®, Halina Car!

D Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
%) Zaktad Farmakologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
3 Wydziat Chemii, Uniwersytet w Biafymstoku

Nanotechnologia jest dynamicznie rozwijajacg si¢ dziedzing nauki i techniki, taczacag w sobie
elementy biologii, chemii, mechaniki oraz informatyki. Produktami nanotechnologii sa
nanoczastki, ktére zgodnie z definicja Komisji europejskiej sg strukturami o wielkosci do 100
nm przynajmniej w jednym wymiarze. Nanostruktury charakteryzuja si¢ unikalnymi
parametrami fizykochemicznymi oraz wlasciwosciami biologicznymi dzigki czemu ich
zastosowanie w terapii (leczenie celowane), jak rowniez w diagnostyce (detekcja,
obrazowanie), zwtaszcza chorob nowotworowych otwiera wiele nowych mozliwosci.

Jednymi z najbardziej obiecujacych kandydatow rozpatrywanych jako potencjalne no$niki
lekéw sga nanoczastki polimerowe. Ze wzgledu na wysoka kompatybilnos$¢ z komoérkami
gospodarza, zdolnosci regeneracyjne i immunomodulujgce nanoczastek polimerowych, jak
réwniez mozliwo§¢ poprawy parametréw farmakokinetycznych stosowanych obecnie
chemioterapeutykow, istnieje mozliwos¢ zastosowania tego typu nanoformulacji jako
komponentow badz tez jako nowych form lekow w nowoczesnej terapii przeciwnowotworowe;.
W zwiazku z powyzszym, projektowane sa tzw. inteligentne nos$niki polimerowe [34]. Ich
nazwa zwigzana jest z faktem, iz w odpowiedzi na zmian¢ warunkow $rodowiska sg one zdolne
do uwolnienia enkapsulowanej substancji aktywnej w sposob bodzco-zalezny. Czasteczka leku
moze by¢ uwieziona w nos$niku polimerowym w wyniku utworzenia wigzan kowalencyjnych
lub poprzez oddzialywania niekowalencyjne.

W niniejszym wystapieniu przedstawione zostang wyniki badan odzwierciedlajace wtasciwosci
biologiczne oraz potencjal nos$nikow na bazie polimerdw termowrazliwych tj. 1 N-
izopropylokrylamidu oraz N-winylokaprolaktamu jako no$nikéw doksorubicyny w terapii raka
piersi w modelu in vitro. Podjgcie powyzszej tematyki, umotywowane zostato faktem, iz
ostatnie lata pokazuja, iz wsrdd nowo zdiagnozowanych zachorowan w latach 2020 — 2023 na
choroby nowotworowe u kobiet najczesciej wystepowat rak piersi (25 %), wyprzedzajac raka
phuc (12 %), jelita grubego (11 %) i macicy (10 %). Nowotwor ten stal si¢ najczestsza przyczyna
zgondw wsrod kobiet zarbwno w Polsce jak 1 na $wieci. Doksorubicyna (DOX) to zwigzek
organiczny z grupy antybiotykow antracyklinowych, bedacy najpowszechniej stosowanym
lekiem w leczeniu raka piersi. Chemioterapia oparta na DOX, cho¢ skuteczna, wigze si¢ z
cigzkimi dziataniami niepozadanymi, w tym nieodwracalng kardiotoksycznos$cig i supresja
szpiku kostnego. W efekcie wspomniane wyzej zagrazajace zyciu skutki uboczne terapii, ktore
wydtuzaja okres rekonwalescencji pacjentow jak i1 znaczaco zwigkszajg koszty leczenia,
sktaniaja do stworzenia nowej, bezpieczniejsze] opcji terapii przeciwnowotworowej
wykorzystujacej inteligentne systemy dostarczania lekow.

Podzigkowania: NCN/2019/35/B/ST5/03391 (AZW)
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Rola receptora serotoninowego 5-HT7 - patofizjologia depresji i dzialania niepozadane
lekow przeciwdepresyjnych

Dr Barttlomiej Pochwat

Zaktad Neurobiologii, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,
Krakow

Mechanizm dziatania wigkszos$ci lekéw stosowanych w leczeniu depresji polega na modulacji
uktadu serotoninergicznego w moézgu. Z molekularnego punktu widzenia leki te najczgsciej
blokujg transporter dla serotoniny (SERT), zwigkszajac tym samym jej stezenie w
zakonczeniach synaptycznych. Nastepnie serotonina wigzg¢ si¢ z serotoninowymi receptorami
wywolujac charakterystyczne dla kazdego receptora molekularne efekty. Blokada SERT
powoduje, ze biologiczny efekt serotoniny jest niespecyficzny. Tzn. pobudzeniu ulegaja
wszystkie dostepne receptory. Warto doda¢, ze wyodrebniono az 7 (od 5-HT1 do 5-HT7)
réznych typow receptoroOw serotoninowych, wewnatrz ktorych istnieje takze zréznicowanie.
Jednoczesnie nalezy pamigta, ze oprdcz terapeutycznej skuteczno$ci stosowanie lekow
blokujacych SERT wiaze si¢ z opdznionym poczatkiem dziatania, niepozadanymi dziataniami
oraz rezydualnymi objawami depresji. Niekiedy zdarza sig, ze u pacjentéw stosujacych te leki
chronicznie, pojawiaja si¢ objawy, ktore nie wystepowaly przed podjeciem farmakoterapii.
Moga to by¢ np. problemy ze snem, dysfunkcje seksualne czy roéznego typu zaburzenia
kognitywne. Rodzi to pytanie o to, czy stymulacja niektorych receptorow serotoninowych moze
prowadzi¢ do wyzej opisanych zaburzen. Bazujac na dostepnej literaturze przedmiotu i
badaniach wtasnych mozna sformulowa¢ hipoteze badawcza o potencjalnej roli
serotoninowego receptora 5-HT7 w generowaniu dziatan niepozadanych lekéw oraz objawow
rezydualnych depresji. Powyzsza hipoteza staje si¢ jeszcze bardziej atrakcyjna w obliczu
danych, ktére wskazuja, ze wortioksetyna, lek ktory zardowno blokuje SERT jak 1 receptor 5-
HT?7 jest jednym z najlepiej tolerowanych przez pacjentow lekiem przeciwdepresyjnym. Takze
przedkliniczne, badania wlasne, w ktorych uzywano selektywnego agonisty serotoninowego

receptora 5-HT7 uprawdopodobniajg t¢ hipotezg.
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Czynniki neurotroficzne i zwigzane z nimi $ciezki sygnalowe w terapii choroby
Parkinsona

Piotr Chmielarz, Katarzyna Maziarz, Gabriela Burda, Justyna Barut, Anna Alwani

Zaktad Biochemii Mozgu, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,
Krakow

Choroba Parkinsona to postgpujace, zwigzane z wiekiem zaburzenie neurodegeneracyjne o
niejasnej etiologii. W obrazie histopatologicznym, choroba ta charakteryzuje si¢ obecnoscia
ztogow biatkowych znanych jako ciata Lewy&#039;ego oraz degeneracja neuronow
dopaminergicznych. Uwaza si¢, ze patogeneza choroby Parkinsona wigze si¢ z kombinacja
wielu czynnikdw ryzyka, takich jak wiek, predyspozycja genetyczna czy ekspozycja na
czynniki §rodowiskowe. Najnowsze wyniki badan wskazuja, ze oprécz tych czynnikow ryzyka,
prionopodobne rozprzestrzenianie si¢ patologicznej formy biatka alfa-synukleiny - bedacego
jednym z gtéwnych sktadnikow ciat Lewy&#039;ego - odgrywa istotng, a by¢ moze niezbedna,
role w patogenezie choroby Parkinsona. Wciaz jednak, pomimo wielu hipotez dotyczacych
podtoza choroby Parkinsona bezposrednia przyczyna $mierci neuronéw dopaminowych w tej
chorobie pozostaje niejasna, a wszystkie dotychczasowe proby zatrzymania lub spowolnienia
ich degeneracji zawiodly. Obecnie dostgpne sa jedynie terapie symptomatyczne.

Pod koniec XX wieku wielkie nadzieje na skuteczng terapi¢ choroby Parkinsona wigzano z
zastosowaniem czynnikOw neurotroficznych. Sg to biatka wspierajace przetrwanie, rozwdj i
funkcjonowanie neurondéw. Dzigki ich wszechstronnemu dziataniu wspierajacemu przezycie
neuronéw, w tym neurondw dopaminowych, istniata nadzieja, ze zatrzymaja lub przynajmniej
spowolnig procesy degeneracyjne obserwowane u pacjentdw z chorobg Parkinsona. Jednakze,
pomimo poczatkowo obiecujacych wynikow wczesnych faz badan klinicznych, czynniki
neurotroficzne zawiodly w duzych probach klinicznych. Zasugerowano wowczas ze czynniki
neurotroficzne sg nieskuteczne w obecnos$ci agregatow alfa-synukleiny. Jednak ostatnie
badania wskazuja, ze to raczej kwestie techniczne, zwigzane z trudnosciami w dostarczaniu
czynnikow neurotroficznych do moézgu, oraz sama konstrukcja przeprowadzonych badan
klinicznych, mogly by¢ kluczowymi przyczynami niepowodzen. Obecnie znow wzrasta
zainteresowanie wykorzystaniem czynnikoOw neurotroficznych — lub molekul aktywujacych
powigzane z nimi $ciezki sygnalowe — w terapii choroby Parkinsona. Rowniez nasze badania
wskazuja, ze czynnikOw neurotroficznych nie nalezy jeszcze skresla¢ —niedawno wykazaliSmy
w modelach in vitro i1 in vivo, ze czynnik neurotroficzny GDNF przez aktywacj¢ kinazy
tyrozynowej RET 1 z posrednictwem szlaku Akt, chroni neurony dopaminowe przed
akumulacja patologicznej formy alfa-synukleiny. Zaobserwowali$my réwniez podobne efekty
ochronne przy nadekspresji konstytutywnie aktywnego Akt oraz przy uzyciu aktywujacego
sciezkg¢ Akt agoniste receptora greliny, zwigzek MK0677.

Podsumowujac, najnowsze wyniki badan zachecaja do dalszego badania czynnikow
neurotroficznych jako potencjalnego narzedzia w walce z chorobg Parkinsona.

Strona 17 z73



Wplyw AP39 — donora siarkowodoru — na parametry funkcjonalne mitochondriow w
modelu ogniskowego niedokrwienia mézgu

Jakub Jurczyk!, Weronika Krzyzanowska®, Lucyna Pomierny-Chamioto1l, Dauda Abdullahi?,
Bogustawa Budziszewska!, Bartosz Pomierny*

Y Katedra Toksykologii, Zaktad Biochemii Toksykologicznej, Wydzial Farmaceutyczny,
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow
2) Department of Neuroimaging, King's College London.

Wstep: Udar niedokrwienny mozgu stanowi jedng z gléwnych przyczyn zgondw i
niepelnosprawno$ci na $wiecie, powodujac znaczne obcigzenie dla systemow opieki
zdrowotnej. Pomimo dziesigcioleci badan farmakoterapia interwencyjna tego schorzenia jest
bardzo ograniczona. Istnieje zatem ogromna potrzeba spoteczna poszukiwania nowych metod
terapii wymierzonych w te chorobe. Istniejg dowody sugerujace korzystne dziatanie donorow
siarkowodoru (H2S) w zwierzgcych modelach niedokrwienia mézgu, jednak wciaz pozostaja
niejednoznaczne.

Cel: Badanie to podjeto w celu oceny neuroprotekcyjnego dziatania AP39 — czasteczki
uwalniajacej H2S w przestrzeni mitochondrialnej neuronéw — pod katem zmian funkcjonalnych
tych organelli po przejSciowym niedokrwieniu mézgu.

Metodyka: Wykorzystano model 90-minutowej okluzji tetnicy srodkowej mézgu (MCAO) u
szczura, wraz z technikg monitorowania przeptywu krwi systemem analizy kontrastu plamki
lasera (LASCA). AP39 (100 nmol/kg, i.v.) podano 10 minut po przywréceniu krazenia.
Przyzyciowo oceniono deficyty neurologiczne (skala Philipsa) i senso-motoryczne (grid-
walking test) oraz obje¢tos¢ zawalu za pomoca rezonansu magnetycznego. Post mortem
potwierdzono obszar niedokrwienia barwieniem TTC. Wykorzystujac analizator Seahorse XF
okreslono parametry funkcjonalne (efektywnos¢ fosforylacji oksydacyjnej 1 glikolizy)
wyizolowanych mitochondriow z ipsilateralnych obszaréw kory czotowej i1 prazkowia
grzbietowego. W tych samych regionach mézgu okreslano liczbe 1 morfologi¢ mitochondriow
komorek nerwowych przy pomocy transmisyjnego mikroskopu elektronowego (TEM).

Wyniki: AP39 spowodowat zmniejszenie objetosci zawatu, deficytow neurologicznych i senso-
motorycznych. Wykazano modulujacy wptyw badanego zwiazku na tempo zuzycia tlenu i
poziom glikolizy, a takze potencjat ochronny w zakresie dynamiki i morfologii mitochondriow
po udarze. Wyniki wskazuja, ze AP39 moze mie¢ korzystne dzialanie w chorobach
niedokrwiennych, jednak konieczne s3 dalsze starania nad szczegdétowym okresleniem
molekularnego mechanizmu jego dziatania.
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Donor siarkowodoru AP39 redukuje ubytki motoryczne w ogniskowym udarze
niedokrwiennym u myszy

Matgorzata Piechaczek®, Zaneta Broniowska?, Jozef Mizera?, Lucyna Pomierny-Chamioto?

Y Zakiad Biochemii Toksykologicznej, Katedra Toksykologii, Wydzial Farmaceutyczny,
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

2 Katedra i Zaktad Toksykologii, Wydzial Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski
Collegium Medicum

Zablokowanie fizjologicznego przeptywu krwi przez naczynie moézgowe powoduje
wystapienie zespolu objawow neurologicznych, a zwtaszcza deficytow motorycznych. Szybkie
udroznienie naczynia daje szans¢ na powrdt do sprawnosci fizycznej, jednakze niepowodzenie
reperfuzji wigze si¢ z poszerzaniem strefy uszkodzenia co pocigga za sobg niepetnosprawnosc,
a czgsto rowniez zgon pacjenta. Nadzieje niosg strategie dziatania neuroprotekcyjnego celujace
w przywrécenie funkcji natywnych jak najwickszej liczby uszkodzonych przez niedokrwienie
neuronéw obszaru penumbry. Obiecujacym zwigzkiem o dziataniu neuroprotekcyjnym jest
ukierunkowany na mitochondria donor siarkowodoru, zwigzek AP-39. Mitochondria to
organelle krytycznie narazone na niedotlenienie, a ich uszkodzenie pocigga za soba
nieodwracalng utrat¢ funkcji neuronu.

Celem zaprezentowanego eksperymentu byta ocena efektywnosci jednokrotnego podania AP39
w leczeniu zaburzen motorycznych spowodowanych ogniskowym udarem niedokrwiennym
modzgu u myszy bez reperfuzji.

W badaniu wykorzystano 6 miesigczne samce 1 samice myszy szczepu C57BL/6J. U zwierzat
ustalono konczyne przednia dominujacg, a po stwierdzeniu stabilno$ci w zadaniu zrecznego
siggania wywotlano ogniskowe niedokrwienie kory mézgowej odpowiedzialnej za motoryke
konczyny dominujacej oraz podano zwigzek AP39 lub vehiculum (100 nmol/kg m.c., s.c).
Wystgpienie udaru potwierdzono $rodzabiegowo obrazowaniem przeptywu naczyniowego w
korze moézgowej. Trening kontynuowano przez kolejnych 7 dni, a oceny ubytkow
motorycznych dokonano za pomoca skali oceny neurologicznej Bedersona oraz w tescie
zrecznego siggania. Posmiertnie oceniono rowniez wielkos$¢ strefy martwicy

Wyniki badania wskazuja na korzystny wptyw podania AP39 na motoryke zarowno u samcoéw
jak 1 u samic. Zwierzeta z grupy badanej osiggaly lepsze rezultaty w zadaniu zrgcznego
siggania. Trening byl metoda oceny sprawno$ci motorycznej, ale mozna go uzna¢ rowniez za
form¢ rehabilitacji ruchowej. Zaobserwowano ponadto zmniejszenie $miertelnosci
okotoudarowej w grupie zwierzat otrzymujacych donora siarkowodoru w poréwnaniu do grupy
kontrolnej. Celowe wydajg si¢ by¢ dalsze badania na poziomie molekularnym.
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Roznice plciowe w podatnosci na zespol stresu pourazowego (PTSD): ocena interakcji
estrogen- CRF

Aleksandra Wistowska-Stanek?, Alicja Sobolewska?, Danuta Turzynska?, Anna Skorzewska?

Y Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny
2) Zaktad Neuronauki Doswiadczalnej i Klinicznej, Instytut Psychiatrii i Neurologii,
Warszawa

Celem badania bylo okreslenie roli uktadu czynnika uwalniajacego kortykotroping (CRF) w
podatno$ci na wystgpienie zespolu stresu pourazowego (PTSD) u samic szczuréw. Ryzyko
wystapienia PTSD jest dwukrotnie wyzsze u kobiet niz u mezczyzn. Badania epidemiologiczne
sugeruja, ze u kobiet ryzyko wystgpienia zaburzen lgkowych lub nasilenia istniejgcych
objawow wzrasta w okresach wahan poziomu estrogendw to jest w okresie dojrzewania, potogu
1 menopauzy. Badania przedkliniczne wykazaty, Zze samice o wysokim poziomie estrogenow
(faza proestrus) charakteryzuja si¢ stabsza reakcja lekowa w poréwnaniu z samicami o nizszym
poziomie estrogenow (faza diestrus). Uwaza si¢, ze zwigzane z cyklem menstruacyjnym
wahania podatnosci na stres moga przyczynia¢ si¢ do wigkszego ryzyka wystapienia PTSD u
kobiet. R6znice ptciowe modyfikuja rowniez skuteczno$¢ terapii, na przyktad, u kobiet w fazie
wysokiego poziomu estradiolu, wygaszanie leku jest skuteczniejsze niz w okresie niskiego
poziomu estradiolu. Neurobiologiczne podtoze piciowej predyspozycji do PTSD moze by¢
zwigzane z roéznicami w funkcjonowaniu uktadéw regulujacych reakcje na stres w wyniku
interakcji miedzy hormonami ptciowymi a peptydami stresu, takimi jak CRF. Potwierdzaja to
wyniki naszych badan, w ktérych oceniano zaburzenia pamigci kontekstu awersyjnie
uwarunkowanego (wygaszanie leku) w predyspozycji do wystapienia objawow PTSD w
zalezno$ci od plci. Analiza behawioralna wykazata, ze samice w fazie proestrus w warunkach
stresu, charakteryzowaly si¢ zmniejszong reakcja lekowa podczas ekspozycji na kontekst
awersyjny w poréwnaniu do samic w fazie diestrus i1 samcow. U zwierzat tych stwierdzono
rowniez wzrost ekspresji CRF 1 ERa w korze infralimbicznej (IL) oraz spadek ekspresji
receptorow ERP w korze przedlimbicznej (PL) w poréwnaniu do samic w fazie diestrus i
samcow. Ponadto, w jadrach centralnych ciata migdatowatego (CeA), ekspozycja na kontekst
awersyjny zmniejszyla aktywnos¢ biatka CRF oraz zwigkszyla poziomu kortykosteronu u
samic w fazie proestrus w poréwnaniu do samic w fazie diestrus 1 samcow. U samic z niskim
poziomem estrogendw podczas wydarzenia traumatycznego, ponowna ekspozycja na kontekst
awersyjny, zwickszyla ekspresje receptorow CRF2 w jadrach podstawnych ciata
migdatowatego (LA) i receptorow CRF2 i ER w CeA w poroéwnaniu do samic z wysokim
poziomem estrogenow 1 samcow.

Wydaje sie¢, ze ekspozycja na kontekst awersyjny samic z wysokim poziomem estrogenow,
zwicksza aktywnosci IL, ktora poprzez projekcje glutaminergiczng do GABAergicznych
neurondw wstawkowych (ITC), zmniejsza aktywnos¢ CeA 1 ostabia reakcje lgkowa. Natomiast,
u samic z niskim poziomem estrogenéw nasilenie reakcji lgkowej podczas ekspozycji na
kontekst awersyjny prawdopodobnie wywotane jest pro-lekowym dziataniem receptorow ER[3
w CeA. Nasze badania sugeruja, ze interakcje pomigdzy hormonami ptciowymi a uktadem CRF
regulujg warunkowang reakcj¢ lgkowa 1 podatnos¢ na wystgpienie PTSD.
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Optogenetyczne badania mechanizmow braku dzialania lekéw przeciwdepresyjnych w
zwierzecym modelu depresji lekoopornej

Piotr Gruca, Ewa Litwa, Magdalenia Lason, Dominika Biata, Mariusz Papp
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie

Okoto 30% pacjentow cierpigcych na depresj¢ nie reaguje na leczenie lekami
przeciwdepresyjnymi. Powoduje to, ze depresja oporna na leczenie (TRD) stanowi obecnie
jeden z wazniejszych probleméw wspotczesnej psychiatrii. W ostatnich latach pojawity si¢
nowe skuteczniejsze strategie leczenia depresji lekoopornej (Treatment-Resistant Depression,
TRD), obejmujace elektryczng gleboka stymulacje mézgu (Deep Brain Stimulation, DBS) oraz
zastosowanie nowatorskich lekow (zwlaszcza ketaminy i jej pochodnych), ktorych punktem
uchwytu wydaje si¢ kora przedczotowa. Ryzyka towarzyszace tym postgpowaniom motywuja
do dalszych poszukiwan skutecznych lecz bezpieczniejszych dla pacjentow terapii TRD.
Przeszkoda utrudniajaca badania podstawowe w tym zakresie byt brak dobrze
zweryfikowanego zwierzgcego modelu TRD.

W naszych wcze$niejszych badaniach opracowali$my taki model, przy zastosowaniu procedury
Przewleklego Lagodnego Stresu (Chronic Mild Stress, CMS) u szczuréw szczepu Wistar-Kyoto
(WKY). Wykazali§my, ze w przeciwienstwie do szczurow Wistar, u szczurow WKY leki
przeciwdepresyjne nie znosza anhedonii, lgku 1 zaburzeh poznawczych wywotanych CMS.
Deficyty te sa natomiast odwracane przez podanie szczurom WKY ketaminy lub zastosowanie
DBS przysrodkowej kory przedczotowej (mPFC).

Mechanizmy braku wrazliwo$ci na terapi¢ przeciwdepresyjng nie sa poznane. PostawiliSmy
hipotezg, ze przyczyna opornos$ci na dziatanie lekow przeciwdepresyjnych moze by¢ ostabienie
funkcjonowania okreslonych szlakow aferentnych 1 eferentnych mPFC. Stwierdzilismy, ze
CMS powodowal zmniejszenie spozycia sacharozy oraz zaburzenia zachowania szczurOw
WKY w testach podniesionego labiryntu krzyzowego i rozpoznawania nowego obiektu.
Deficyty te ulegly stopniowemu odwroceniu przez wenlafaksyne, lecz tylko gdy przewlektym
podaniom leku przeciwdepresyjnego towarzyszyto wielokrotne optogenetyczne pobudzanie
okreslonych projekcji mPFC — aferentnej z brzusznego hipokampa (VHIP) oraz eferentnej do
jadra potlezacego przegrody (NAc). Sama stymulacja optogenetyczna tych szlakow, bez podan
leku przeciwdepresyjnego, byta w tym modelu nieskuteczna. Podobnie, optogenetyczna
stymulacja potagczen dHIPP-mPFC oraz vHIPP-NACc nie torowala efektu wenlafaksyny.

Synergia migedzy wenlafaksyng i optogenetyczng stymulacjg szlakow vHIP-mPFC 1 mPFC-
NAc $wiadczy, ze zjawisko lekoopornosci powigzane jest z niewydolnoscia obwodu vHIP-

.....

pozostaja nadal niewyjasnione i sg przedmiotem naszych dalszych badan.
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Efekty lezji brzusznego hipokampa w modelu chronicznego lagodnego stresu.
Ewa Litwa, Piotr Gruca, Magdalena Lason, Dominika Biata, Mariusz Papp
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk, Krakow

Pomimo wielu lat badan nad mechanizmami depresji, trudno okresli¢ jej przyczyny, a
stosowane leki przeciwdepresyjne czgsto okazuja si¢ nieskuteczne, co dla pacjenta powoduje
koniecznos¢ doboru innej farmakoterapii. W naszych poprzednich badaniach wykazalismy, ze
ostabienie transmisji pomiedzy brzuszng czg¢scia hipokampa a korg przedczotowa w
zwierzecym modelu depresji moze przyczynia¢ si¢ do wystapienia objawdéw depresyjnych.
Optogenetyczna oraz elektryczna stymulacja $ciezki neuronalnej pomiedzy tymi dwoma
strukturami odwrocila anhedonig¢, zaburzenia pamigci oraz interakcji socjalnych, a takze
obnizyta poziom lgku w modelu chronicznego tagodnego stresu. Zmiany obserwowane byly w
modelu depresji, u szczurow rasy Wistar, oraz w modelu depresji lekoopornej, u szczuroOw rasy
Wistar-Kyoto. Badania te pokazujace, ze brak odpowiedzi na leki przeciwdepresyjne mozna
pokona¢ poprzez dodatkowa stymulacje potaczen hipokamp-kora przedczotowa pozwolity
wysuna¢ hipotezg, ze ostabienie potaczen neuronalnych w obrebie tego szlaku moze wptywaé
na stabsze dziatanie lekéw przeciwdepresyjnych, a nawet odpowiada¢ za lekoopornos¢.

Aby sprawdzi¢ t¢ hipotezg, wykonaliSmy lezje brzusznego hipokampa za pomoca kwasu
ibotenowego, co eksperymentalnie odzwierciedla ostabienie potaczen biegnacych z brzusznego
hipokampa do kory przedczotowe;j. Lezja kwasem ibotenowym brzusznej czg¢sci hipokampa,
wywotata zmiany w zachowaniu zwierzat widoczne poprzez zwigkszenie anhedonii i poziomu
Igku oraz zaburzenie funkcji poznawczych 1 interakcji socjalnych. W badaniach
elektrofizjologicznych lezja powodowata obnizenie amplitudy wejsciowo-wyjsciowej i
obnizyta LTP u zwierzat stresowanych. DBS, (gleboka stymulacja mozgu, ang. Deep Brain
Stimulation) odwrocit efekty lezji potwierdzajac jej wykorzystanie do badania lekoopornosci
w kontekscie braku dziatania lekéw przeciwdepresyjnych. Natomiast leczenie venlafaksyna nie
byto w stanie catkowicie odwroci¢ negatywnych efektéw lezji w modelu chronicznego
tagodnego stresu. Wyniki dotychczasowych dos§wiadczen potwierdzaja nasza hipoteze, ze w
stanie depresji aktywnos¢ szlaku brzuszny hipokamp-kora przedczolowa jest ostabiona, a
oporno$¢ na leki przeciwdepresyjne moze wynika¢ z braku mozliwos$ci przywrdcenia pelnej
aktywnosci powyzszej $ciezki przez leki przeciwdepresyjne.

Badania byly finansowane z projektu wewngetrznego Intramural Instytutu Farmakologii im.
Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk w Krakowie.
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Modulacja CCR1 i CCR3 zmniejsza objawy bolu neuropatycznego poprzez réoznorodny
wplyw na mikroglej/makrofagi i neutrofile

Katarzyna Pawlik-Szczerba, Katarzyna Ciapata, Wioletta Makuch, Agata Ciechanowska,
Joanna Mika

Zaklad Farmakologii Bolu, Instytut Farmakologii Polskiej Akademii Nauk im. Jerzego Maja,
Krakow, Polska

Pomimo licznych badan terapia bélu neuropatycznego jest w wielu przypadkach nieskuteczna,
a mechanizm nadal nie do konca poznany. Najnowsze dane wskazuja, ze modulacja niektorych
receptorow chemokinowych, takich jak CCR2 i CCR5 moze mie¢ korzystny efekt w leczeniu
bolesnej neuropatii. Celem naszych eksperymentow byto zbadanie wplywu antagonistow
receptorow chemokinowych CCR1 i CCR3 na procesy nocycepcji u szczurow i myszy, a takze
okreslenie ich wplywu na markery mikrogleju/makrofagdw i neutrofili oraz poréwnanie
dzialania przeciwbolowego substancji w zaleznos$ci od plci. Doswiadczenia przeprowadzono
na samcach szczuréw Wistar oraz samcach/samicach myszy Albino Swiss. Model bolu
neuropatycznego wykonano poprzez uszkodzenie nerwu kulszowego, ktére polega na jego
podwigzaniu (4-krotnie u szczurdw i 3-krotnie u myszy). Szczurom podawano wielokrotne,
przez kolejne 7 dni po uszkodzeniu, podpajeczyndéwkowo antagonistow CCR1 [J113863 (J11);
0.1 pg/5ul] oraz CCR3 [SB328437 (SB); 10 pg/5ul]. Nastgpnie przeprowadzono testy
behawioralne w celu pomiaru nadwrazliwosci mechanicznej i termicznej, a po ich zakonczeniu
pobierano fragmenty L4-L6 rdzenia kregowego oraz odpowiadajace im zwoje korzeni
grzbietowych (DRG) do analizy. Dodatkowo u myszy poréwnywano skuteczno$¢ blokady
CCRI1 i CCR3 miegdzy plciami podajac jednorazowo, podpajeczynowkowo w dawce 20 pug/Sul
zardwno selektywnych antagonistow (J11 1 SB), jak i podwdjnego antagoniste CCR1/3
(UCB35625, UCB) w dniu 12 po uszkodzeniu. Nasze wyniki wskazuja, ze 7 dni po
podwigzaniu nerwu pojawia si¢ nadwrazliwo$¢ mechaniczna 1 termiczna, natomiast
wielokrotne podania zaréwno J11 jak 1 SB oslabiajg jej rozwdj. Przeprowadzone badania
wykazaty podwyzszony poziom biatka IBA-1 (marker mikrogleju/makrofagow) i MPO
(marker neutrofili) w rdzeniu kreggowym 1 DRG w 7 dniu. Co wazne na poziomie rdzenia
kregowego, J11 przyczynia si¢ do mniejszych zmian w poziomie IBA-1, podczas gdy SB
ostabia wzrost MPO. Ponadto zastosowani antagonisci zmniejszaja wzrost poziomu MPO w
DRG. Co ciekawe, u myszy zaobserwowano rdznice w skuteczno$ci J11 pomiedzy ptciami,
przy czym lepsza skuteczno$¢ zwigzku stwierdzono u samcow. Natomiast SB 1 UCB w podobny
sposob usmierzaja bol u obu ptci. Podsumowujac, nasze wyniki dowodza, ze blokowanie CCR1
przez J11 1 CCR3 przez SB, jak réwniez podwdjna blokada receptorow przez UCB zmniejsza
nadwrazliwo$¢ mechaniczng i termiczng po podwigzaniu nerwu kulszowego u zwierzat obu
plci. Zaobserwowane dziatanie moze wynika¢ z wplywu tych antagonistow na silnie
naptywajace oraz zaktywowane komorki. Co ciekawe, J11 obniza przede wszystkim poziom
markera mikrogleju/makrofagdéw, podczas gdy SB neutrofili. Dane te dostarczaja pierwszych
dowodow na to, ze CCR1 1 CCR3 moga odgrywac rol¢ w rozwoju bolu neuropatycznego, a
otrzymane wyniki by¢ moze kiedys przyczynia si¢ do powstania skutecznych terapii neuropatii.
Podzigkowania: Badania sfinansowano z grantu NCN OPUS22 2021/43/B/NZ7/00230 oraz
srodkow statutowych IF PAN.
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Wplyw modulacji wybranych szlakow wewnatrzkomérkowych na nadwrazliwos$¢
bolowa u myszy po podwiazaniu nerwu kulszowego

Katarzyna Ciapata, Ewelina Rojewska, Katarzyna Pawlik, Agata Ciechanowska, Joanna Mika
Zaktad Farmakologii Bolu, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja, Polska Akademia Nauk

Bol neuropatyczny rozwija si¢ na skutek uszkodzenia lub choroby somatosensorycznego
uktadu nerwowego, a jego przewlekty charakter utrudnia codzienne funkcjonowanie, znaczaco
obnizajac jakos¢ zycia 0osOb zmagajacych si¢ z tym zaburzeniem. Najnowsze badania wskazuja,
ze jedng z najwazniejszych kaskad modulujacych transmisje nocyceptywng jest rodzina kinaz
biatkowych aktywowanych mitogenami (MAP) i kinazy 3-fosfatydyloinozytolu (PI3K), a takze
czynnik jadrowy erytroidalny 2 zwigzany z czynnikiem 2 (Nrf2). Dlatego tez celem
eksperymentéw byto okreslenie potencjatu przeciwbolowego nieselektywnych modulatorow
kinaz MAP — fisetyny, peiminy, astaksantyny i1 artemizyny, a takze bardoksolonu metylu
(selektywny aktywator Nrf2) oraz 740 Y-P (selektywny aktywator PI3K) u myszy w modelu
bolu neuropatycznego wywolanego podwigzaniem nerwu kulszowego (model Bennetta ) oraz
zbadanie wplywu tych substancji na dziatanie przeciwbolowe opioidow. Nadwrazliwos¢
dotykowag 1 termiczng zwierzat mierzono odpowiednio za pomocg testOw von Freya i zimnej
ptytki. Badane zwiazki podawano podpajeczyndéwkowo, w réznych dawkach, w 7 dniu po
uszkodzeniu nerwu, a nastepnie wybrana dawke kazdego zwiazku podawano z morfing,
buprenorfing lub oksykodonem. Fisetyna, peimina i astaksantyna skutecznie obnizala
nadwrazliwo$¢ dotykowa 1 termiczng u myszy po uszkodzeniu, natomiast artemizyna nie
wykazywata takich efektow. Co wigcej, oba testowane aktywatory, bardoksolon metylu i 740
Y-P, rowniez wykazaty dzialanie przeciwbolowe po podaniu podpajeczynéwkowym u myszy
po podwigzaniu nerwu kulszowego. W przypadku astaksantyny i bardoksolonu metylowego
zaobserwowano lepszy efekt przeciwbolowy po tacznym podaniu z morfing, buprenorfing i/lub
oksykodonem w obu testach. Fisetyna i peimina w podobny sposob nasilaty analgetyczne
dziatanie morfiny 1 oksykodonu zmniejszajac nadwrazliwo$¢ na bodzce dotykowe. W
przypadku podan 740 Y-P z lekami opioidowymi zaobserwowano jedynie spadek
nadwrazliwo$ci termicznej. Wyniki naszych badan jednoznacznie wskazuja, Ze substancje
modulujace wszystkie trzy MAPK przynosza ulge w bolu 1 poprawiaja skutecznos¢ opioidow,
szczegOllnie jesli dodatkowo blokuja NF-«B jak peimina, hamuja NF-kB i aktywuja PI3K, tak
jak fisetyna, czy aktywuja Nrf2, tak jak astaksantyna. W §wietle tych eksperymentdéw aktywacja
Nrf2 wydaje si¢ by¢ szczegdlnie korzystna. Testowane substancje przynosza obiecujace wyniki
w badaniach podstawowych, a dalsze badania nad nimi poszerza wiedz¢ na temat
mechanizmow neuropatii 1 by¢ moze przyczynia si¢ do opracowania w przyszlo$ci
skuteczniejszego leczenia. Podzigkowania: Badania sfinansowano ze §rodkéw Narodowego
Centrum Nauki, grantu OPUS 22 2021/43/B/NZ7/00230 oraz $rodkéw statutowych Instytutu
Farmakologii im J. Maja PAN.
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Wplyw farmakologicznej modulacji osi XCL1/XCR1 oraz XCL1/ITGA9 na objawy
nadwrazliwosci bolowej w mysim modelu neuropatii

Agata Ciechanowska,
Zaktad Farmakologii Bolu Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Pomimo postepu nauki i medycyny bol neuropatyczny wcigz stanowi ogromny problem dla
klinicystow. Jest to choroba, ktora znacznie obniza jakos¢ zycia dotknietych nig oséb. Leki
opioidowe, ktore s3 waznym remedium na dolegliwosci bolowe, okazuja si¢ nieskuteczne u
okoto 50% osob dotknigtych neuropatig. Poszukuje si¢ wigc skutecznych terapii skojarzonych
o mniejszym ryzyku dziatan niepozadanych. Dane wskazuja, ze po uszkodzeniach uktadu
nerwowego nastepuje wzrost poziomu markerow licznych komorek immunologicznych i
glejowych, co skorelowane jest rowniez ze wzrostem poziomu markeréw zapalnych takich jak
interleukiny czy chemokiny. W naszych badaniach prowadzonych na myszach szczepu Albino
swiss skupiliSmy si¢ na jednej z czterech rodzin chemokinowych, a mianowicie na rodzinie
XC-. Zbadalismy ekspresj¢ XCLI1, a takze dwoch jej receptorow u myszy po podwigzaniu
nerwu kulszowego w pigciu punktach czasowych. PokazaliSmy, ze wraz ze wzrostem
nadwrazliwo$ci na bodzce mechaniczne i termiczne nastepuje wzrost poziomu XCL1 w rdzeniu
kregowym az do 35 dnia po uszkodzeniu. Ponadto, co niezwykle ciekawe wykazalismy, ze
XCL1 kolokalizuje z komoérkami astrogleju, ktore ulegaja aktywacji w neuropatii. Natomiast
obydwa receptory XCR1 oraz ITGA9 wystepuja na neuronach w rdzeniu kregowym, co moze
ttumaczy¢ szybkie 1 silne pronocyceptywne dzialanie XCL1 po podpajeczynowkowym
podaniu. W modelu neuropatii w dniu 7, zaobserwowalismy ulge w bolu zaréwno po podaniu
podpajeczynowkowym przeciwciala neutralizujacego XCL1, jak rdwniez po zablokowaniu jej
receptorow - XCR1 oraz ITGA9. Ponadto po zastosowaniu tagcznych podan tych trzech narzedzi
farmakologicznych z morfing zaobserwowaliSmy, ze przeciwciala neutralizujace XCL1 1
ITGA9 nasilajg jej efekty analgetyczne. DowiedliSmy rowniez, ze wielokrotne podania
minocykliny, ktora jest tetracykling stosowang u ludzi, obniza poziom pronocyceptywnej
XCL1. Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze sygnalizacja XCL1/XCR1 1 XCL1/ITGA9
przyczynia si¢ do rozwoju nadwrazliwosci bolowej. Sposrdd przebadanych receptorow, to
atypowy ITGA9 wydaje si¢ by¢ lepszym punktem uchwytu dla terapii, jednak obydwa sg godne
uwagi w poszukiwaniu skutecznej strategii leczenia bolu neuropatycznego. Co wazne, zaro6wno
blokada XCL1, jak 1 ITGA9 wydaje si¢ ciekawym podejsciem ze wzgledu na jej korzystny
wplyw na efektywnos$¢ lekéw opioidowych. Podziekowania: Badania sfinansowano z grantu
NCN OPUS22 2021/43/B/NZ7/00230 oraz $rodkéw statutowych IF PAN.

Podzigkowania: NCN/2019/35/B/ST5/03391 (AZW)
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Sole imidazoliowe z kwasem litocholowym ograniczaja wzrost nowotworu jelita grubego
I raka sutka

Diana Sawicka!, Agnieszka Hryniewicka?, Anna Sadowska!, Beata Skonieczna!, Halina Car*

Y Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
2) Zaktad Chemii Organicznej, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

Gtownym celem chemii medycznej jest udoskonalenie wtasciwosci biologicznych zwigzkow
wyjsciowych poprzez potaczenie ze sobg czasteczek bioaktywnych w celu zwiekszenia ich
skutecznosci dziatania. Mozliwosci 1 zaangazowanie nowoczesnych technik chemicznych
pozwala na uzyskanie produktu koncowego o zwigkszonej aktywnosci poprzez taczenie kilku
zwigzkow w jedng substancje¢ o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym.
Zsyntetyzowano 10 soli imidazoliowych z kwasem litocholowym (LCA) r6znigcych si¢ liczbg
atomow wegla w lancuchu alifatycznym (C1-C16) celem wspomagania efektywnosci
standardowej chemioterapii stosowanej w hamowaniu wzrostu nowotworow jelita grubego oraz
sutka.

Sole imidazoliowe sa zwiazkami, ktére w swojej budowie chemicznej posiadaja
pigciocztonowy pierscien imidazoliowy o charakterze aromatycznym, natomiast kwas
litocholowy jest organicznym kwasem syntetyzowanym w watrobie, ktory stanowi koncowy
produkt rozktadu endogennego, wewnatrzustrojowego cholesterolu. Kwas ten hamuje o-2,3-
sialilotransferazy, moduluje receptor witaminy D 1 wykazuje aktywno$¢ przeciwnowotworowa.

W badaniach in vitro z zastosowaniem soli imidazoliowych z LCA wykazali§my istotne
zahamowanie wzrostu komorek nowotworowych jelita grubego linii: DLD-1, HT-29 i Caco-2
oraz komorek nowotworowych sutka linii: MCF-7 i MDA-MB-123, przy jednocze$nie nizszej
toksycznos$ci w stosunku do zdrowych fibroblastow skory linii CRL1475, zalezne od dlugos¢
tancucha LCA. W badaniach przeprowadzonych na modelach choroby w warunkach in vivo:
nowotworu jelita grubego oraz raka sutka zaobserwowano istotnie wolniejszy wzrost
wyindukowanych guzéw w trakcie podawania przez 28 dni soli LCA Hex oraz LCA Okt
(zawierajacych odpowiednio C6 1 C8 w tancuchu alkilowym) w dawce 500 mg/kg m.c.
Ponadto, uzyskany efekt zastosowanych soli w zahamowaniu wzrostu guza nowotworu jelita
grubego i raka sutka byt silniejszy w poréwnaniu do zastosowanych lekow referencyjnych: 5-
fluorouracylu i doksorubicyny, odpowiednio. Badania morfologii krwi oraz pomiary masy ciata
badanych zwierzat nie wykazaty toksycznego dzialania podawanych soli.

Innowacyjnos$¢ uzyskanych soli imidazoliowych na bazie kwasu litocholowego charakteryzuje
prosty sposob ich produkcji, wysoka wydajnos¢ poszczegoélnych etapow syntezy, tatwosé
oczyszczania produktéw oraz istotna aktywnos$¢ biologiczna przy zastosowaniu nieduzych
stezen. Sole imidazoliowe z LCA posiadajg wysoka biokompatybilnos$¢, znaczng aktywnos¢
przeciwnowotworowg przy jednoczesnie niskiej toksycznosci dla organizmu.
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Potencjal grzybow nadrzewnych w ograniczeniu rozwoju nowotworu jelita grubego.
Anna Sadowska!, Diana Sawicka®, Ewa Zapora?, Beata Skonieczna?, Halina Car?

Y Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku
2 Katedra Hodowli i Uzytkowania Lasu, Politechnika Bialostocka
% Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

Rak jelita grubego jest jednym z najczesciej wystepujacych nowotwordw zto§liwych przewodu
pokarmowego. Leki przeciwnowotworowe dostepne na rynku wywieraja liczne dzialania
niepozadane oraz powiktania, podkresla to potrzebe wprowadzenia nowych skutecznych i
mniej toksycznych preparatow. W ostatnich latach obserwowany jest ogromny wzrost
zainteresowania grzybami jako rezerwuarami naturalnych zwigzkow aktywnych wynikajacy z
szerokiego spektrum ich dzialania biologicznego. Grzyby uznawane byly przez stulecia nie
tylko za element diety czlowieka, ale takze wykorzystywano je od tysiecy lat w tradycyjnej
medycynie chinskiej. Wsérdéd grzybow wielkoowocnikowych istnieje liczna grupa o
udowodnionych  wilasciwosciach ~ farmakologicznych, tj. wykazujacych  dzialanie:
antynowotworowe, immunomodulacyjne, przeciwzapalne, antyutleniajace, antywirusowe,
antybakteryjne, antygrzybicze, przeciwpasozytnicze, przeciwmiazdzycowe, detoksykacyjne,
hepatoprotekcyjne oraz hipoglikemiczne. Przedmiotem szczegdlnych zainteresowan
badawczych zespotu jest korzeniowiec sosnowy (Heterobasidion annosum (Fr.) Bref.) (HA) -
grzyb, ktory powoduje hubg korzeni - jedng z najwazniejszych pod wzgledem gospodarczym
chordb lasu w Polsce i w strefie klimatu umiarkowanego. Grzyb ten poraza drzewa w ciggu
calego cyklu rozwojowego drzewostanu.

Celem naszych badan byla ocena dzialania ekstraktu z HA w zakresie ograniczenia
przezywalnos$ci komorek nowotworowych jelita grubego jak 1 zahamowania wzrostu guza in
vivo. Zaobserwowano zmniejszone przezycie komorek nowotworowych jelita grubego linii
DLD-1 oraz zahamowanie biosyntezy DNA. Istotnym rezultatem byto stabe dziatanie
ograniczajace zywotnos¢ fibroblastow, co wskazalo na matg toksyczno§¢ wobec zdrowych
komorek. Badania wstgpne pozwolity na zastosowanie ekstraktu u myszy z wyindukowanym
nowotworem jelita grubego, w ktorych uzyskano zmniejszenie masy guza. Badania
prowadzono w kilku réwnolegtych grupach, z wykorzystaniem réznych stezen ekstraktu oraz z
5-fluorouracylem, jako lekiem referencyjnym, gdyz istotnym bylo poznanie interakcji z lekami
stosowanymi w terapii raka jelita grubego celem okre$lenia potencjalnego wspomagania
obecnych terapii. L.aczne zastosowanie ekstraktu i 5-FU spowodowalo wigksze ograniczanie
wzrostu guzow jelita grubego niz po samym HA. Kolejnym etapem bylo poszukiwanie
mechanizmow dziatania ekstraktu z korzeniowca sosnowego. Wyniki testu ELISA wykazaty
zwigkszone stezenie biatka p53 1 kaspazy 8 w grupach zwierzat, ktorym podawano ekstrakt,
rowniez w polaczeniu z 5-FU, w poréwnaniu z grupg kontrolng, podczas gdy stezenie
surwiwiny byto najwyzsze w grupie kontrolnej. Uzyskane wyniki wskazuja na proapoptotyczne
dziatanie ekstraktu. Dotychczas opisywana efektywnos$¢ korzeniowca sosnowego stanowi
podstawe do dalszych badan nad aktywnoscig przeciwnowotworowg ekstraktu z HA.
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Czy dzialanie neuropeptydu S u szczurow stresowanych w okresie dojrzewania jest
wynikiem zmian w ekspresji oksytocyny i wazopresyny?

Mitosz Gotlyszny, Michat Zielinski, Ewa Obuchowicz

Zaklad Farmakologii Katedry Farmakologii, Wydzial Nauk Medycznych w Katowicach, Slgski
Uniwersytet Medyczny

Wyniki badan ostatnich lat wskazujg na potencjalne znaczenie neuropeptyddéw w terapii
zaburzen Igkowych. Dziatanie przeciwlekowe neuropeptydu S (NPS) po podaniu osrodkowym
(Leonard i wsp., 2008) i donosowym (Lukas i Neumann, 2012) obserwowano w testach
behawioralnych u myszy lub szczuré6w nie poddanych dziataniu stresu. Dotychczas nie
oceniano efektow podawania donosowego NPS u szczuréw poddanych dziataniu stresu.

W okresie od 45 do 47 dnia zycia szczury (samce) szczepu Wistar zostaty poddane dziataniu
ostrego stresu wg metodyki opisanej przez Cymerblit-Sabba i wsp. (2015). Glownym celem
eksperymentu byta ocena wptywu donosowego podania NPS (48 dnia Zycia) na zachowanie
szczurdw w tescie uniesionego labiryntu krzyzowego (EPM) oraz ekspresje genu arginino-
wazopresyny (AVP) i1 oksytocyny (OXT) w podwzgérzu. Oznaczono réwniez stezenia
wymienionych nonapeptydow w osoczu krwi. Wiadomo, ze AVP i OXT regulujga odpowiedz
organizmu na stres poprzez ztozone mechanizmy osrodkowe. Analizg¢ statystyczng uzyskanych
wynikdéw przeprowadzono przy uzyciu analizy wariancji ANOVA z testem post hoc Tukey’a
(0=0.05).

W tescie EPM po 120 minutach od podania NPS (57 nmol in.) u szczuréw stresowanych
zaobserwowalismy ostabienie efektu lekowego indukowanego ostrym stresem. Zmianom
behawioralnym towarzyszyl znamienny statystycznie spadek ekspresji genu dla OXT oraz
istotnie nizsza niz w grupie szczurOw niestresowanych ekspresja mRNA dla AVP w
podwzgorzu.

Nasze wstepne badania wskazujg na dziatanie przeciwlgkowe NPS, ale u podtoza tego zjawiska
nie lezy wzrost ekspresji 1 aktywnosci nonapeptydéw podwzgorzowych.
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Stres we wczesnym okresie zycia wplywa na dzialanie lipopolisacharydu na ekspresje
cytokin (IL-1f, IL-10) w mo6zgowiu szczuréw w okresie dojrzewania - badania na samcach
i samicach.

Michat Zielinski, Mitosz Gotyszny, Ewa Obuchowicz

Zaklad Farmakologii Katedry Farmakologii, Wydzial Nauk Medycznych w Katowicach, Slgski
Uniwersytet Medyczny

Procedura separacji potomstwa od matki (MS) jest powszechnie znanym modelem stresu

we wcezesnym okresie zycia (Czéh 1 wsp., 2016), ktory moze wigzaé si¢ ze zwigkszonym
ryzykiem rozwoju zaburzen lgkowych w okresie dorastania lub dorostosci (Syed i Nemeroff
2017; Morris 1 wsp. 2019). Aktywacja uktadu immunologicznego, ktéra manifestuje si¢
zmianami ekspresji cytokin prozapalnych (np. IL-1p) i przeciwzapalnych (np. IL-10) wptywa
na funkcjonowanie

i rozwoj uktadu nerwowego. Wptyw MS na ekspresje cytokin (Brydges i Reddaway, 2020) byt
tematem badan, ale jedynie nieliczne prace (Solarz i wsp., 2023) opisuja to zjawisko u szczurow
w okresie dojrzewania.

Celem niniejszej pracy byla ocena wplywu MS, czynnika immunostymulujacego -
lipopolisacharydu (LPS) lub obu tych czynnikéw na ekspresje gendéw interleukin: IL-1p 1 IL-
10 w strukturach mézgowia szczurow: opuszce wechowej, korze czolowej, hipokampie, ciele
migdatowatym, przysadce mézgowej i podwzgorzu. Szczury szczepu Wistar (samce i samice)
zostaly podzielone na nastepujace grupy: kontrolng (C); szczury poddane dziataniu MS (MS);
szczury, ktorym wstrzyknigto LPS (LPS); szczury poddane dziataniu MS, ktorym wstrzyknigto
LPS (MS+LPS). W procedurze MS potomstwo byto separowane od matki przez 360 minut w
okresie od 2 do 15 dnia zycia. W 42 dniu zycia, szczurom wstrzykiwano jednorazowo ip. LPS
(1 mg/kg; Escherichia coli serotyp 0111: B4) (LPS i MS+LPS) lub 0,9% roztwor NaCl (C i
MS). Po dekapitacji, po 6 godzinach od wstrzyknigcia izolowano wyzej wymienione struktury
moézgowia. Przeprowadzono dwustopniowa reakcje RT PCR oraz obliczono relatywng
ekspresj¢ genow. Analize statystyczng wynikow wykonano przy uzyciu testu ANOVA lub testu
Kruskal-Wallis’a i testow post hoc Tukey’a lub Dunn’a.

LPS spowodowal wzrost ekspresji IL-1B w ciele migdatlowatym zaréwno u samcow, jak i u
samic. Taka zmiane¢ stwierdzono réwniez u samcoOw w podwzgorzu 1 hipokampie. Po podaniu
LPS byt znaczacy spadek ekspresji IL-10 w podwzgorzu, hipokampie 1 opuszce wechowej u
samcOw. Ponadto, MS mial ro6zny, zalezny od plci, wptyw na dziatanie LPS na ekspresje
badanych interleukin, a mianowicie MS zwigkszat efekt LPS wylacznie u samic. U samic
poddanych procedurze MS, LPS spowodowat wzrost ekspresji IL-1 w podwzgorzu, a spadek
ekspresji IL-10 w podwzgorzu, hipokampie i korze czotowe;j. Stwierdzono takze roznice

w ekspresji badanych cytokin u samcéw 1 samic z grup kontrolnych. Wyzsza ekspresje IL-1
stwierdzono w podwzgorzu, przysadce, hipokampie 1 korze czolowej u samcoé6w, natomiast u
samic byta wyzsza ekspresja IL-10 w podwzgorzu, hipokampie i korze czotowe;.
Przedstawione wyniki sugeruja, ze u samic narazonych na dziatanie stresu we wczesnym
okresie zycia, aktywacja uktadu immunologicznego w okresie dojrzewania powoduje silniejszy
efekt prozapalny w mézgowiu, co moze zwigkszac ryzyko rozwoju lub progresji chorob OUN
w ktorych patogenezie zapalenie odgrywa istotng role.
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Rola punktéw kontrolnych ukladu odpornosciowego w patomechanizmie depresji

Katarzyna Curzytek', Kinga Kamifiska!, Anna Gasiorek?, Joanna Koziel?, Stanistaw Malicki
23 Kubera Marta'

D Zaktad Neuroendokrynologii Doswiadczalnej, Instytut Farmakologii im. J. Maja Polskiej
Akademii Nauk

2 Zaktad Mikrobiologii, Wydzial Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloriski
3 Matopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagielloniski

Choroba afektywna jedno- 1 dwubiegunowa (potocznie zwana depresja) jest jedng z
najczestszych chorob psychicznych, a czgstos¢ jej wystepowania wzrasta na calym $wiecie.
Wysitki majace na celu opracowanie nowych lekow przeciwdepresyjnych sa wyzwaniem, po
czesci dlatego, ze nasza wiedza na temat patofizjologii depresji i mechanizmow
przeciwdepresyjnych jest wcigz niekompletna. Istnieje zatem pilna potrzeba zrozumienia
mechanizmow lezacych u podstaw patofizjologii depresji, ktoére mogloby otworzy¢ mozliwosci
opracowania nowych strategii leczenia.

Badania mialy na celu oceng roli punktéw kontrolnych uktadu odpornosciowego (ang. Immune
Checkpoints; ICP), a mianowicie receptora programowanej $mierci 1 (ang. programmed death
receptor 1; PD-1) 1jego liganda (programmed death-ligand 1; PD-L1), w mechanizmie rozwoju
1 przebiegu zaburzen depresyjnych. Do§wiadczenia przeprowadzono na szczurach rasy Wistar
Kyoto (WKY), szczurach rasy Wistar, poddanych 21-dniowemu stresowi unieruchomienia
(ang. Chronic Restraint Stress, CRS) oraz na nietraktowanych samcach szczuréw rasy Wistar
jako zwierzetach kontrolnych. Ponadto, w badaniach wykorzystalismy myszy szczepu
C57BL/6J narazone na powtarzajace si¢ zakazenie bakteriami Porphyromonas gingivalis (Pg),
jako model depresji wywolanej chronicznym zapaleniem przyzebia. U wszystkich zwierzat
przeprowadziliSmy weryfikacj¢ behawioralng, potwierdzajaca depresyjny fenotyp badanych
zwierzat.

Nasze badania wykazaly zwigkszong ekspresje¢ genu PD-L1 w korze czotowe] myszy zakazonej
bakeriami Pg oraz u szczuréw poddanych procedurze CRS, a zmniejszong ekspresj¢ PD-L1 u
szczurow WKY. W hipokampie natomiast, obserwowalismy spadek ekspresji PD-L1 u
szczuréw poddanych procedurze CRS i szczurow WKY. Wzrost ekspresji PD-1 obserwowano
tylko u myszy infekowanych Pg w korze czotowej, w pozostalych strukturach i modelach nie
obserwowali$my zmian. Co ciekawe, we wszystkich badanych zwierz¢cych modelach depresji
obserwowali$my taki sam obraz ekspresji PD-1/PD-L1 w komoérkach PBMC, mianowicie
wzrost ekspresji genu dla PD-1 1 brak zmian w poziomie ekspresji PD-L1. Powyzsze wyniki
moga sugerowac, ze w przebiegu zaburzen depresyjnych dochodzi do zwigkszenia aktywnosci
zapalnej limfocytow obwodowych, przy jednoczesnym braku hamowania proces6w zapalnych
w strukturach moézgu, co najbardziej uwidacznia si¢ w modelu depresji lekoopornej,
reprezentowanym przez szczep szczurow Wistar Kyoto. Dlatego potrzebne sg dalsze badania,
zmierzajace do oceny funkcji ICP w uktadzie nerwowym 1 odpornosciowym, co pomoze nam
wyjasni¢ zwigzek pomiedzy depresja i towarzyszacym jej stanem zapalnym.

Badania byty finansowane z grantu OPUS-22 nr 2021/43/B/NZ6/02203, Narodowe Centrum
Nauki.
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Wplyw stresu prenatalnego i suplementacji diety bakteriami probiotycznymi na behawior
i metabolity szlaku kynureninowego u szczurow

Agata Chudzik!, Katarzyna Wicha-Komsta?, Tomasz Kocki?, Radostaw Rola!, Grzegosz
Stanisz!23
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Stres podczas cigzy moze wptywac na rozwoj i zachowanie potomstwa. Dhugoterminowe skutki
behawioralne stresu prenatalnego u potomstwa obejmuja deficyty uwagi, problemy z rozwojem
psychomotorycznym i regulacja emocji, stany lgkowe i depresyjne. Wykazano rowniez, ze
metabolity szlaku kynureninowego odgrywaja istotng role w patogenezie wielu chorob
neurodegeneracyjnych i1 psychicznych. Literatura podaje, ze spozywanie specyficznych
szczepOw bakterii, moze prowadzi¢ do zmian neurochemicznych w mozgu, a w konsekwencji
wptywac na zdrowie.

Glownym celem eksperymentu byla ocena wplywu suplementacji diety ciezarnych samic
bakteriami Lactocaseibacillus rhamnosus JB-1 (JB-1) na zachowanie oraz poziomy tryptofanu
(TRP), kynureniny (KYN) oraz kwasu kynureninowego (KYNA) u potomstwa narazonego na
stres prenatalny.

Badania przeprowadzono na samcach i samicach szczurow rasy Wistar poddanych stresowi
prenatalnemu. U cig¢zarnych samic zastosowano model chronicznego stresu (ang. chronic
unpredictable mild stress model, CUMS) oraz jednoczes$nie suplementowano je bakteriami JB-
1 lub placebo w postaci zbuforowanej soli fizjologicznej. Potomstwo od dnia 46 po urodzeniu
zostalo poddane testom behawioralnym w celu oceny lgku oraz aktywnosci motorycznej. W
dniu 48 od urodzenia pobrane zostaly kory mozgowe, a nastgpnie stgzenie KYNA, KYN i TRP
zostato oznaczone metoda HPLC z detekcja fluorymetryczng 1 UV. Ocen¢ statystyczng
przeprowadzono za pomoca wieloczynnikowej oraz jednoczynnikowej ANOVA w programie
R Studio (R wersja 4.3.1).

Wykazano, ze stres prenatalny wplywa na zachowania lgkowe samcoOw 1 samic w tescie
uniesionego labiryntu krzyZzowego, nie wykazano jednak tych zmian w tescie otwartego pola u
samic. Suplementacja diety ci¢zarnych matek bakteriami JB-1 wplywa na zachowania
Zwigzane z aktywno$cig motoryczng potomstwa (zardwno u samic jak i u samcéw). Ponadto
wykazano, ze stres prenatalny jak i suplementacja bakteriami probiotycznymi w cigzy wplywa
na stezenie TRP u potomstwa obu plci, jak rowniez na stgzenie KYNA u samic. U potomstwa
ptci meskiej stezenie KYNA zmienito si¢ wytacznie pod wplywem stresu prenatalnego.

Stres prenatalny moze wplywac na zachowanie 1 st¢zenie metabolitow szlaku kynureninowego.
Natomiast suplementacja diety ci¢zarnych samic szczurdw bakteriami JB-1 wptywa na
wymienione parametry u potomstwa w mniejszym stopniu.

Badania zostaty finansowane z grantu Preludium NCN (UMO-2021/41/N/NZ4/01767) oraz
grantu wewnetrznego Uniwersytetu Medycznego w Lublinie DS 457.
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Znaczenie analizy glownych skladowych (PCA) w farmakologii
Wicha-Komsta Katarzyna
Katedra i Zaklad Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej Uniwersytet Medyczny w Lublinie

W farmakologii, tak jak w innych naukach medycznych dysponujemy czesto bardzo duza
ilo$cig zmiennych, ktore niosg ze sobg wiele informacji. Stosujac do analizy danych klasyczne
metody statystyczne mozna nie dostrzec istotnych prawidtowosci, zaleznos$ci, ktore ujawnia si¢
dopiero po redukcji zmiennych opisujacych dane zjawisko. Jedng z metod, ktéra mozna do tego
celu zastosowac jest analiza gtoéwnych skladowych (principal component analysis, PCA).
Podstawowym zadaniem PCA jest zredukowanie poczatkowego zestawu zmiennych do
nowego, jak najmniejszego zestawu nieskorelowanych zmiennych nazywanych juz
sktadowymi, ktore zawieraja wigkszo§¢ informacji znajdujacych si¢ w zmiennych
oryginalnych. Sktadowe s3a kombinacjg liniowa badanych zmiennych, nie sa ze soba
skorelowane, a kazda kolejna skladowa powinna wyjasnia¢ jak najwigcej zmiennoS$ci
niewyjasnionej przez poprzednia.

PCA jest jedng z analiz chemometrycznych, ktore stale si¢ rozwijaja i znajduja zastosowanie
m. innymi w przemys$le farmaceutycznym, chemicznym ale tez w medycznych naukach
podstawowych. Swiadcza o tym liczne publikacje naukowe w ktorych ta metoda jest
wykorzystywana. Ulatwia interpretacje wynikéw, badanie zwigzkdw przyczynowo-
skutkowych czy projektowanie nowych lekow, na kazdym z etapéw. Jest metoda szeroko
dostepna, wszystkie programy komputerowe do analizy statystycznej umozliwiaja jej
wykonanie.

W przeprowadzonych badaniach naukowych, PCA zostalo wykorzystane do interpretacji
wynikéw badan nad wplywem rdéznych stgzen resweratrolu na poziomy metabolitow szlaku
kynreninowego (KP)-kwasu kynureninowego , tryptofanu i kynureniny w réznych strukturach
mozgu, osoczu 1 watrobie szczuréw. Ponadto zostala wykonana analiza ekspresji genoéw
kodujacych biatka enzymatyczne szlaku KP- KMO, KATI i KAT Il., Dzi¢ki pogi¢bionej analizie
chemometrycznej zaobserwowano istotne zaleznosci pomigdzy poziomami metabolitow KP,
dawkami resweratrolu. oraz ekspresja genow zwigzanych z KP.
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Bioinformatyka integracyjna, nowe oblicze badan naukowych
Zofia Wicik
Warszawski Uniwersytet Medyczny

Bioinformatyka to interdyscyplinarna dziedzina tgczgca biologi¢, informatyke i statystyke,
zajmujgca si¢ zarzadzaniem, analiza i interpretacja informacji biologicznych. Integracyjne
podejécie w bioinformatyce jest kluczowe, pozwalajagc na analiz¢ i interpretacj¢ danych
biologicznych z réznych perspektyw opartych na wielu zrodtach. Wykorzystanie jezykow
programowania, takich jak R i Python, umozliwia automatyczng analiz¢ danych biologicznych
o duzych rozmiarach, redukujac bledy zwigzane z rgczng obstuga programéw z interfejsem
graficznym. Podej$cie integracyjne do danych biologicznych jest istotne z kilku powodow: (I)
Systemy biologiczne sa ztozone, a dane biologiczne generowane z réznych zrodet dostarczaja
informacji z roznych pozioméw regulacji biologicznej. Bioinformatyka integracyjna umozliwia
taczenie tych réznorodnych danych dla peliejszego zrozumienia proceséw biologicznych. (IT)
Integracja heterogenicznych danych pozwala na analiz¢ informacji pochodzacych z réznych
technik eksperymentalnych i baz danych, co zapewnia bardziej kompleksowy obraz systemow
biologicznych i umozliwia identyfikacje zwigzkdw 1 wzorcow, niewidocznych przy analizie
poszczegbdlnych danych w izolacji. (III) Integrujac dane z wielu zrdédel, naukowcy moga
uzyska¢ wglad w zlozone interakcje i relacje w systemach biologicznych, co jest kluczowe do
zrozumienia skomplikowanych mechanizméw biologicznych. (IV) Bioinformatyka
integracyjna pozwala generowaé nowe hipotezy oparte na analizie r6znych zestawow danych,
co napedza odkrycia naukowe i poprawia nasze zrozumienie zjawisk biologicznych. (V)
Bioinformatyka integracyjna odgrywa istotng role¢ w przektadaniu wynikow badan na
praktyczne zastosowania, takie jak identyfikacja biomarkerow, rozw6j narzedzi
diagnostycznych i poprawa spersonalizowanych podej$¢ medycznych. To podejscie wypetnia
luke miedzy badaniami podstawowymi a praktyka kliniczng, przynoszac korzysci w zakresie
opieki nad pacjentem 1 jej wynikow. W niniejszej prezentacji zaprezentowane najnowsze
zastosowania narzedzi bioinformatycznych w integracji danych wielkoskalowych do

identyfikacji biomarkerow zwigzanych z chorobami serca.
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Porownanie bezpieczenstwa i skutecznosci regulacji glikemii trehalozy, izomaltulozy i D-
tagatozy.

Emilia Sokotowska!, Diana Sawicka?, Anna Sadowska?, Irena Kasacka®, Halina Car!
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2) Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
% Zaktad Histologii i Cytofizjologii, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

Otytos¢ powoduje uposledzenie dziatania insuliny w tkankach docelowych, takich jak watroba,
migs$nie 1 tkanka tluszczowg. Dieta wysokottuszczowa (HFD) jest zwigzana z indukcja
insulinoopornos$ci i prowadzi do rozwoju petnoobjawowej cukrzycy typu 2 (T2DM). Celem
badania bylo wyjasnienie wplywu wzbogacenia wysokottuszczowej diety w weglowodany o
niskim indeksie glikemicznym, tj. izomaltuloze (IZO), lub trehaloz¢ (TREH) badz D-tagatoze
(TAG) na kontrole glikemii i mase ciala. Badanie trwalo 90 dni, zostato przeprowadzone na
samcach myszy C57BL6/cmdb podzielonych na dziewig¢ grup: Grupa 1 (Kontrola) - zwierzeta
karmione standardowa dieta, 2. (IR) - zwierzeta karmione dieta wysokotluszczowa (HFD), 3.
(IR+IZO) - karmione HFD z dodatkiem izomaltulozy (5% w diecie), 4. (IR+TREH), 5.
(IR+TAG), 6. (T2DM) - myszy z wywolang streptozotocyng (STZ) T2DM karmione
standardowg dieta, 7. (T2DM+1Z0), 8. (T2DM+TREH), 9. (T2DM+TAG). Masa ciata (BW) i
poziom glukozy we krwi na czczo (FBG) u myszy byly mierzone co tydzien. Skuteczna
indukcja T2DM zostata potwierdzona przez FBG, doustny test tolerancji glukozy (OGTT) i
dootrzewnowy test wrazliwosci na insuling (IPTT) w 26 1 31 dniu eksperymentu. W grupach
IR 1 T2DM wystapil wzrost stezenia glukozy, insuliny i wartoscit HOMA-IR. Wyniki OGTT
wykazaty, ze po doustnym podaniu roztworu glukozy, poziom glukozy we krwi myszy z IR
utrzymywat si¢ powyzej 210,0 mg/dl przez okres do 60 minut, podczas gdy myszy z T2DM
utrzymywat si¢ powyzej 500 mg/dl przez okres do 60 minut. Natomiast myszy suplementowane
1ZO, TREH i TAG mialy znacznie nizsze poziomy glukozy we krwi niz myszy z IR 1 T2DM,
przy czym myszy suplementowane TAG miaty tolerancj¢ glukozy podobna do kontroli. Pole
pod krzywa (AUC) bylo znacznie nizsze w grupie suplementowanej TAG w poréwnaniu z
grupg IR (IR+TAG vs. IR, p&amp;lt;0,01) oraz u myszy suplementowanych TREH lub TAG w
poréwnaniu z grupg T2DM (T2DM+TREH vs. T2DM, p&amp;lt;0,05; T2DM+TAG vs.
T2DM, p&amp;lt;0,01). Suplementacja TAG przywrdcita wartos¢ HOMA-IR oraz poziomy
glukozy 1 insuliny do wartosci kontrolnych. Wskazniki HOMA-IR w grupach IR+IZO,
IR+TREH 1 IR+TAG zmniejszyly si¢ odpowiednio o 45,97%, 38,89% 1 70,37%
(p&amp;lt;0,05) w porownaniu z grupg IR. Wskazuje to, ze TAG moze zmniejszac
insulinooporno$¢ u myszy z IR, co bylo zgodne z wynikami eksperymentu IPTT. Co wigcej,
TAG skutecznie kontrolowata mase ciata zwierzat karmionych dieta wysokotluszczowg. Ocena
histologiczna wykazata wzrost srednicy 1 liczby wysepek trzustkowych w grupie otrzymujace;j
TAG, co moze wskazywac na regeneracj¢ wysepek trzustkowych. Ponadto, TAG wykazywata
bardziej wyrazny wplyw na histologig¢ trzustki w pordwnaniu z grupg otrzymujacg IZO 1 TREH.
[zomaltuloza, trehaloza 1 D-tagatoza to przyktady alternatywnych weglowodanéw o niskim
indeksie glikemicznym, ktore wprowadzone do diety jako suplementacja moga wspomoc
standardowe leczenie farmakologiczne w uzyskaniu poprawy profilu metabolicznego
pacjentow z insulinoopornoscig i T2DM.
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Farmakologiczna modulacja metabolizmu energetycznego sposobem  regulacji
aktywnosci plytek krwi

Patrycja Kaczara,
Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie, Jagiellonskie Centrum Rozwoju Lekow (JCET)

Plytki krwi odgrywaja wazng rol¢ w rozwoju zakrzepicy naczyn krwiono$nych, ktora
stanowi powazny problem kliniczny zwigzany z chorobami ukladu krazenia. W celu
przeciwdziatania lub leczenia zakrzepicy szeroko stosowane sg leki przeciwptytkowe. Jednakze
u niektorych pacjentow z chorobami metabolicznymi wystepuje hiperaktywnos¢ ptytek krwi,
pomimo stosowania tych lekow, co sugeruje zwigzek podniesionej aktywnosci ptytek ze
zmienionym metabolizmem energetycznym. Obecnie stosowane strategie przeciwptytkowe nie
uwzgledniajg tego efektu. Wydaje si¢, ze potaczenie regulatorow metabolizmu z lekami
przeciwptytkowymi moga doprowadzi¢ do rozwoju nowych strategii, ktore ogranicza
hiperaktywno$¢ ptytek krwi, bez zaklécania ich podstawowych funkcji. Poprzednio
pokazaliSmy w izolowanych ptytkach krwi, ze czasteczka uwalniajaca tlenek wegla, CORM-
Al, hamuje agregacj¢ plytek krwi poprzez hamowanie zaréwno oddychania
mitochondrialnego, jak i glikolizy na poziomie dehydrogenazy aldehydu 3-fosfoglicerynowego
(GAPDH) (Kaczara et al. ATVB, 2020;40:2376-2390). Podobne efekty, ale poprzez inne
mechanizmy molekularne, mozna uzyska¢ za pomocag 3PO (3-(3-pirydynylo)-1-(4-
pirydynylo)-2-propen-1-onu);  inhibitor  fosfofruktokinazy/fruktozo-2,6-bisfosfatazy 3
(PFKFB3)), ktéry w ptytkach krwi hamuje nie tylko glikolizg, ale takze oddychanie
mitochondrialne.

Hipoteza lezaca u podstaw naszych badan zaktada, ze farmakologiczna regulacja
metabolizmu energetycznego wzmacnia dzialanie mediatoréw 1 lekow przeciwplytkowych,
ktore same nie wplywaja na metabolizm energetyczny. W badaniach zastosowaliSmy
agregometri¢ oparta na transmisji $wiatta widzialnego, technike Seahors XFe 96 oraz
chromatografi¢ cieczowg-tandemowsg spektrometric mas (LC-MS/MS). Nasze wyniki
wskazuja, ze dzialanie przeciwplytkowe znanych mediatorow, takich jak tlenek azotu (NO;
dostarczany przez PAPA NONOate; dziatajacy poprzez mechanizm zalezny od ¢cGMP) i
karbaprostacyklina (cPGl2; dziatajacy poprzez mechanizm zalezny od cAMP), jak rowniez
kangreloru (lek przeciwptytkowy dzialajacy poprzez blokowanie receptora P2Y 12 ptytek krwi),
w stezeniach hamujacych agregacje plytek krwi, nie wptywalo na metabolizm energetyczny
plytek. Kombinacje CORM-A1
z kangrelorem lub 3PO z PAPA NONOate i cPGl> w stezeniach, w ktorych kazdy z nich
indywidualnie tylko nieznacznie wptywat na agregacj¢ plytek krwi, pozwolity na znaczne
obnizenie aktywnoS$ci agregacyjnej ptytek. Zatem farmakologiczna regulacja metabolizmu
energetycznego plytek krwi moze nasila¢ przeciwplytkowe dziatanie lekéw. Wyniki naszych
badan moga miec istotne znaczenie w przypadku laczenia lekow przeciwplytkowych i terapii
normalizujgcych metabolizm, stosowanych np. u pacjentdw z cukrzycg lub otytoscig. Strategie
takie wymagajg szczegolnego wyczucia tak, aby obnizajac hiperaktywno$¢ plytek krwi,
jednoczesnie nie zwigksza¢ ryzyka niekontrolowanych krwawien.

Podzi¢kowania:

Narodowe Centrum Nauki [OPUS 2021/41/B/NZ7/01426]
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Clinical implantation of non-coding RNAs as treatment and biomarkers; particular focus
for rare genetic diseases

Ceren Eyileten Postula®, Marta Skorupska®, Zofia Wicik!, Anna Czlonkowska?

Y Katedra i Zaklad Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Warszawski Uniwersytet
Medyczny
2) 11 Klinika Neurologiczna, Instytut Psychiatrii i Neurologii w Warszawie

Introduction: Wilson’s Disease (WD) is an autosomal—recessive disorder of copper metabolism
caused by ATP7B mutations. However, the fundamental question of why only some patients
primarily manifest with liver and/or neurological disease remains. We anticipate that platelets
and their regulators, such as non-coding RNAs impact the hepatic and neurological
manifestation of WD. Therefore we aimed to analyze the platelets function and platelet-related
ncRNAs expression changes in WD. Methods: Platelet function test (impedance aggregometry),
in silico prediction, and qRT-PCR validation analysis were performed. 103 patients with
Wilson’s disease and 52 age, gender-matched control individuals were included. Results: a) In
silico prediction: Pathway enrichment analysis showed that Platelet activation, signaling and
aggregation and Platelet degradation were identified on the 3rd and 4th place in terms of
significance in WD based on genes network analysis. We identified 5 miRNAs, top targets from
gene WD and Fibrosis and ATP7B gene, 4 IncRNAs and 9 circRNAs were identified. The in
silico results also suggest that ncRNAs play a critical role in pathophysiology of liver fibrosis
due to increased platelet activation (figl). b) platelet activation: Impedance aggregometry
showed that patients with hepatic form had significantly higher platelet activation than control
in both TRAP and A A-induced test (p=0.02; p=0.03, respectively). c) gPCR: MALAT, HOTAIR
and H19 IncRNAs expressions were found significantly higher in hepatic-involved patients than
the control (p=0.003, p=0.04, p=0.001, respectively) (fig2). Conclusion: Pathway enrichment
analysis supported our hypothesis and wet-lab analysis validated the role of platelet activity in
WD pathology. For the first time, we found increased platelet activation, and platelet-related
IncRNAs in WD patients with hepatic form compared to healthy individuals. Our results may
provide for the first time knowledge on the molecular background of platelets reactivity along
with ncRNAs interactions in contribution to clinical manifestation of WD focusing on its role
in liver fibrosis processes. Funding: NCN: 2022/44/C/NZ2/00143
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Kardioprotekcyjne dzialanie empagliflozyny poprzez szlak sirtuiny-ncCRNA po zawale
miesSnia sercowego

Anna Nowak-Szwed!?, Zofia Wicik:?®, Ceren Eyileten'?, Sara Ahmadova®?, Jolanta Siller-
Matula*, Dirk von Lewinski®, Harald Sourij®, Marek Postutal?

Y Katedra i Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej i Klinicznej, Warszawski Uniwersytet

Medyczny, Centrum Badan Przedklinicznych i Technologii CEPT, Warszawa, Polska
% Instytut Psychiatrii i Neurologii, Warszawa, Polska

4 Klinika Kardiologii II, Uniwersytet Medyczny w Wiedniu, Wieden, Austria

% Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny w Graz, Graz, Austria

8 Klinika Endokrynologii i Diabetologii, Uniwersytet Medyczny w Graz, Graz, Austria

Wstep: Badania wykazaly bezposrednie kardioprotekcyjne dziatanie inhibitorow SGLT2,
jednak dokladne mechanizmy molekularne tego efektu nadal nie s3 w pelni zbadane. Na
podstawie analizy in silico wysuneliSmy hipoteze, ze kardioprotekcyjne dzialanie inhibitoréw
SGLT2 wynika z zwigkszonego poziomu ekspresji sirtuin oraz ich regulatoréw miRNA.

Metodologia: Przeprowadzono analize przewidywania in silico, wykorzystujac podejscie
obliczeniowe, ktore obejmowato: (I) identyfikacje i ranking najbardziej obiecujacych ncRNA
zwigzanych z drogami sygnalowymi sirtuin oraz SGLT2; (II) wytonienie kluczowych miRNA
poprzez przygotowanie list gendéw obejmujacych: wszystkie geny SIRT; interaktory SGLT2
pierwszego i drugiego poziomu; selekcje gendw na podstawie Gene Ontology zaangazowanych
w procesy zapalne, fibrozg, stres oksydacyjny oraz hipoksje-iskemig; geny zwigzane z zawatem
migénia sercowego 1 niewydolnos$cig serca, bazujac na bazie danych DisGeNet. Nastgpnie
wykonano walidacj¢ analizy qRT-PCR. Probki pacjentow pochodzily z podwojnie Slepego
badania klinicznego EMMY (NCTO03087773). Kazda grupa liczyta 24 pacjentow
(empagliflozyna=24; placebo=24), plasma zostata pobrana zar6wno na poczatku badania, jak i
po 26 tygodniach leczenia; w analizie pilotazowej wykorzystano tacznie 96 probek podtuznych.

Wyniki: Analiza in silico wytonita 6 miRNA celujacych w najwigksza liczbg genéw SIRT1-7,
SGLT2 oraz interaktorow SGLT2 pierwszego poziomu, a mianowicie miR-34a-5p, miR-27a-
3p, miR-302a-3p, miR-146a-5p, miR-182-5p 1 miR-124-3p (rysunek 1). Analiza qRT-PCR
wykazata, Zze po 26 tygodniach leczenia empagliflozyng, poziomy ekspresji miR-214, miR-34a,
miR-146a, miR-182-5p 1 SIRT2 byly znaczaco wyzsze w poréwnaniu do poziomow
wyjsciowych (p=0,015; p&amp;lt;0,001; p&amp;lt;0,001; p&amp;lt;0,001; p&amp;lt;0,00;
p=0,005, odpowiednio). Ponadto, stwierdzono, ze po 26 tygodniach leczenia, pacjenci
przyjmujacy empagliflozyne mieli znaczaco wyzsze poziomy ekspresji SIRT6 oraz znaczaco
nizsze poziomy ekspresji miR-214 1 miR-302a-3p w poréwnaniu do pacjentow przyjmujacych
placebo (p=0,036; p=0,007; p=0,042, odpowiednio) (rysunek 2).

Whioski: Nasze wyniki analizy in silico po raz pierwszy przewidzialy sie¢ interakcji miedzy
ncRNA a genami zwigzanymi z niewydolno$cig serca w kontekscie osi SGLT2-sirtuin.
Wykazali§my, Ze zgodnie z naszymi przewidywaniami, empagliflozyna, jako inhibitor SGLT2,
moze wywiera¢ efekt kardioprotekcyjny poprzez molekularny mechanizm dziatania SIRT2 i
SIRT6 oraz ich regulatoréw ncRNA.
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Echokardiograficzna ocena progresji i odpowiedzi na farmakoterapi¢ indukowanego
monokrotaling nadciSnienia plucnego

Ryszkiewicz Piotr, Marta Baranowska-Kuczko, Anna Pedzinska-Betiuk, Patryk Remiszewski,
Barbara Malinowska

Zaktad Fizjologii i Patofizjologii Doswiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

Nadcisnienie plucne (PH) to postepujaca i zagrazajaca zyciu choroba, charakteryzujaca sie
podwyzszonym ci$nieniem krwi w tetnicach ptucnych, prowadzaca do postgpujacej dysfunkcji
i niewydolno$ci prawej komory serca i w konsekwencji do przedwczesnej $mierci. ,,Ztotym
standardem” diagnostyki PH jest inwazyjne cewnikowanie prawostronne serca. Jednakze
echokardiografia przezklatkowa, jako metoda nieinwazyjna, pozwalajagca na wielokrotne
powtarzanie pomiarOw bez obcigzania pacjenta istotnym ryzykiem powiklan, jest
wykorzystywana czesciej, zarowno w badaniach przesiewowych, jak tez w kontroli
dlugoterminowe;j, po rozpoznaniu PH. Stosowana jest rowniez w modelach do§wiadczalnych
tego schorzenia, umozliwiajac obserwacj¢ postepujacych zmian strukturalnych serca i naczyn
phucnych, a takze ocene funkcji prawej komory i przeptywow krwi.

Celem niniejszych badan wstepnych byta ocena, czy dobor zwierzat o okre§lonym zakresie
wyjsciowej masy ciata (BW) ma wptyw na przebieg indukowanego monokrotaling (MCT, 60
mg/kg, s.c.) nadci$nienia phlucnego, jak réwniez na efekt leczniczy zastosowanej
farmakoterapii. Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach Wistar z trzech zakresow
poczatkowej masy ciala (BW): 200-219 g, 220-239 g i 240-260 g. W kazdej z grup oceniano
zwierzeta z wyindukowanym PH (otrzymujace terapi¢ referencyjng [ambrisentan+tadalafil,
10+10 mg/kg, p.o, przez 21 dni] lub odpowiedni rozpuszczalnik) i kontrolne (bez PH).
Pomiaréw echokardiograficznych dokonywano bezposrednio przed wdrozeniem leczenia (w
dniu 7) 1 na zakonczenie protokotu doswiadczalnego (w dniu 28 od podania MCT). U szczuréw
z PH ze wszystkich zakresow BW stwierdzono w dniu 28 w stosunku do dnia 7 wzrost
sredniego ci$nienia w tetnicy ptucnej (mPAP), powierzchni przekroju poprzecznego prawej
czasu przyspieszenia przeplywu przez zastawke pnia ptucnego (PAT) 1 stosunku PAT do czasu
wyrzutu krwi z prawej komory (PAT/PET). Zmiany te byty przy tym najsilniej zaznaczone w
grupie 200-219 g, natomiast najstabiej w grupie 240-260 g. Zastosowana farmakoterapia
referencyjna zmniejszata niekorzystne dziatanie MCT w obrgbie ocenianych parametrow, przy
czym w najwigkszym stopniu w grupie 220-239 g.

Na podstawie przeprowadzonych pomiaréw stwierdzono, ze odpowiedni dobdr wyjsciowe]
masy ciata szczurow ma wplyw zaré6wno na rozw6j PH w modelu indukowanym
monokrotaling, jak tez na odpowiedZz na farmakoterapi¢, co nalezy uwzgledniaé¢ przy
planowaniu protokotow doswiadczalnych. Echokardiografia przezklatkowa moze by¢ przy tym
uznana za uzyteczng metode detekcji tego rodzaju roznic.

Finansowanie: Projekt zostal sfinansowany ze $rodkéw Narodowego Centrum Nauki
przyznanych na podstawie umowy numer UMO-2021/41/B/NZ7/03757 1 Uniwersytet
Medyczny w Bialymstoku, B.SUB.24.236
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Ocena wplywu SSR 504734 na pobudliwos¢ drgawkowsq i dzialanie wybranych lekéw
przeciwdrgawkowych u myszy

Nikola Gapinska'?, Piotr Wlaz!, Marcin Jakubiec3, Michat Abram® Krzysztof Kaminski?,
Katarzyna Ciepiela®*, Elzbieta Wyska®, Alan Gonzalez Ibarra®, Dawid Krokowski®, Marek
Tchérzewski®, Katarzyna Socatal

1) Katedra Fizjologii Zwierzqt i Farmakologii, Wydziat Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk
Biologicznych, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej,

2) Szkola Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, Uniwersytet

3) Zaktad Chemii Lekow, Katedra Chemii Farmaceutycznej, Wydzial Farmaceutyczny,
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

4) Selvita S.A., ul. Bobrzynskiego 14, 30-348 Krakow, Polska

5) Zaktad Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej, Wydzial Farmaceutyczny Collegium
Medicum, Uniwersytet Jagiellonski

6) Katedra Biologii Molekularnej, Wydzial Biologii i Biotechnologii, Instytut Nauk
Biologicznych, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

Padaczka to przewlekle zaburzenie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), ktore
charakteryzuje si¢ spontanicznymi i nawracajagcymi napadami drgawkowymi powstajacymi na
skutek nadmiernych wytadowan bioelektrycznych w mézgu. Padaczka ze wzgledu na bardzo
ztozony patomechanizm oraz komoérkowe i molekularne podtoze, czesto ogranicza skutecznosé
terapeutyczng dostepnych na rynku ponad 30 lekdéw przeciwpadaczkowych. W zwigzku z tym
zachodzi potrzeba poszukiwania nowych mechanizméw molekularnych zaangazowanych w
patomechanizm padaczki oraz nowych sposobow jej leczenia.

Transporter glicyny typu 1 (GlyT1) jest homeostatycznym regulatorem poziomu glicyny w
OUN ssakéw. GlyT1 poprzez kontrolowanie wychwytu zwrotnego glicyny w synapsach bierze
udziat zar6wno w regulacji pobudzajacej - glutaminianergicznej, jak i1 hamujace] —
glicynergicznej. Kontrolujac w ten sposob pozakomorkowe stezenia glicyny, inhibitory GlyT1
moga oddzialywa¢ na rownowage pobudzenia’hamowania, a tym samym wplywaé¢ na
pobudliwo$¢ drgawkowa. Jednakze dane dotyczace roli GlyT1 w padaczce sa bardzo
ograniczone.

Celem niniejszych badan bylo zbadanie wptywu SSR 504734, selektywnego inhibitora GlyT]1,
na progi drgawkowe w trzech modelach drgawek ostrych u myszy, a takze oraz ochronne
dziatanie sze$ciu standardowych lekow przeciwdrgawkowych.

SSR 504734 podawany jednokrotnie znaczaco podwyzszyt prog tonicznego wyprostu konczyn
tylnych w te$cie maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MEST). Zwiazek ten nie wptynat
jednak na prég drgawek psychomotorycznych indukowanych pradem o czgstotliwosci 6 Hz, a
takze na prog drgawek mioklonicznych, klonicznych i tonicznych w tescie drgawek
indukowanych dozylng infuzjg PTZ. Analiza zawarto$ci aminokwasow w strukturach mézgu
wykazata istotny spadek stezenia tyrozyny w pniu mozgu oraz spadek stezenia glicyny w
hipokampie.

Podobnie SSR 504734 podawany przez 14 dni podwyzszyt prog drgawek tonicznych w tescie
MEST, ale byt nieskuteczny w przypadku napadoéw psychomotorycznych oraz w tescie ivPTZ.
Analiza zawartosci aminokwasOw w strukturach mozgu wykazata istotny wzrost stezenia
glicyny w pniu mozgu, seryny w korze mozgowej oraz lizyny w hipokampie.
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Ponadto SSR 504734 nasilat ochronne dziatanie karbamazepiny i lewetyracetamu w tescie 6
Hz (32 mA), lamotryginy i topiramatu w tescie MES oraz walproinianu w teécie scPTZ u
myszy. SSR 504734 nie wplynal natomiast na aktywno$¢ etosuksymidu oceniang w tescie
scPTZ.

Projekt badawczy finansowany przez Narodowe Centrum Nauki UMO-2021/41/B/NZ7/00328.
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Modulacja ukladu endokannabinoidowego a objawy charakterystyczne dla schizofrenii —
efekt dzialania p-kariofilenu w zwierzecym modelu choroby

Magdalena Biaton, Katarzyna Popiotek-Barczyk, Zaneta Michalec-Warzecha, Katarzyna
Starowicz

Zaklad Neurochemii, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,
Krakow

Schizofrenia jest przewlekta chorobg psychiczng dotykajaca okoto 1% populacji ogolne;j i jest
jedng z chorob prowadzacych do znacznego obnizenia jako$ci Zycia pacjentow oraz skrocenia
prognozowanej dlugosci zycia. Do symptomow choroby mozna zaliczy¢ objawy wytworcze
(np. halucynacje), negatywne (np. zubozenie mowy) oraz kognitywne (np. zaburzenia pamigci).
Obecnie farmakoterapia schizofrenii opiera si¢ na stosowaniu lekéw przeciwpsychotycznych:
typowych oraz atypowych. Obie grupy zwigzkéw stosowane w leczeniu, zwigzane sg z
wysokim ryzykiem wystapienia skutkdw ubocznych, jak np. zaburzenia motoryczne czy zespot
metaboliczny. Co wigcej, leki przeciwpsychotyczne sa w stanie skutecznie niwelowac
symptomy wytworcze choroby, natomiast wykazuja niska skuteczno$¢ w przypadku objawow
negatywnych i kognitywnych. Z tego tez powodu istotne jest ciggle poszukiwanie nowych,
bezpiecznych lekow, ktére swoim dzialaniem bgda w stanie objaé wigkszy zakres symptomow
schizofrenii. W tym celu wykorzystuje si¢ modele zwierzgce, dzigki ktorym jesteSmy w stanie
odwzorowac¢ objawy choroby, a tym samym weryfikowa¢ skuteczno$¢ badanych zwigzkow w
niwelowaniu ich.

Najnowsze badania wskazuja na zaangazowanie ukladu endokannabinoidowego w szereg
zaburzen psychicznych, w tym schizofrenii. Szczeg6lng uwage warto poswieci¢ receptorowi
kannabinoidowemu typu 2 (CB2R), ktérego aktywacja nie prowadzi do wywotania efektow
psychotycznych, w przeciwienstwie do aktywacji CBIR. Dlatego tez, CB2R moze sta¢ si¢
obiecujacym celem w terapii choroéb psychicznych. Jedng z substancji, ktora potencjalnie
moglaby wykazywaé skuteczne zmniejszenie symptomoéw schizofrenii 1 jednocze$nie jest
agonistag CB2R jest B-kariofilen (BCP), seskswiterpen wystepujacy naturalnie w konopiach
indyjskich, czarnym pieprzu czy bazylii. Literatura naukowa wskazuje na przeciwbolowe,
przeciwzapalne oraz przeciwlgkowe dziatanie BCP, np. w zwierzecych modelach depres;ji czy
bolu neuropatycznego. Co wigcej, substancja ta wykazuje wysoki profil bezpieczenstwa, co
zostato potwierdzone w przeprowadzonym przez nas badaniu in vitro. W kontekscie omawianej
choroby, szczegdlnie istotne wydaje si¢ by¢ przeciwzapalne dzialanie BCP, ze wzgledu na fakt,
1Z u pacjentow cierpigcych na schizofreni¢ zaobserwowano zwigkszone poziomy czynnikow
pro-zapalnych, korelujacych z nasileniem objawow choroby. Dodatkowo, jedna z teorii
wyjasniajagcych rozwoj choroby jest wtasnie teoria stanu zapalnego — wskazujaca na istotng role
czynnikow pro- i przeciwzapalnych w etiologii schizofrenii.

W prowadzonych przez nas badaniach skupiamy si¢ na potencjalnym, przeciwpsychotycznym
efekcie BCP, ocenianym w indukowanym farmakologicznym modelu schizofrenii u szczuréw.
Badania maja na celu poszukiwanie nowej 1 bezpiecznej farmakoterapii, ktéra moglaby
stanowi¢ alternatywna metode leczenia dla stosowanych lekow przeciwpsychotycznych badz
uzupehnienie klasycznej farmakoterapii, prowadzac jednocze$nie do zniwelowania skutkow
ubocznych przyjmowanych lekow.
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SESJA PLAKATOWA

Ocena dzialania lacznego chronicznego podawania arypiprazolu z N-acetylocysteing w
neurorozwojowym modelu schizofrenii

Zofia Rogéz'?, Kinga Kaminska®, Elzbieta Lorenc — Kocit

U Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja PAN
2) Akademia Nauk Stosowanych w Nowym Targu, Instytut Zdrowia, kierunek kosmetologia

Wstep: Schizofrenia jest zaburzeniem psychicznym zaliczanym do psychoz endogennych, z
ktéra zmaga si¢ od 0,5 do 1% populacji. Schizofrenia nazywana jest choroba wieku
mtodzienczego, gdyz pierwsze epizody psychoz pojawiajg si¢ w okresie mtodzienczym, tj.
migdzy 15 a 20 rokiem zycia. Objawy chorobowe dla schizofrenii mozna podzieli¢ na trzy
gléwne grupy: objawy pozytywne (nadpobudliwo$¢ ruchowa i psychiczna, gonitwa mysli,
urojenia, omamy wzrokowe i sluchowe, halucynacje), objawy negatywne, to przede wszystkim
zaburzenia emocjonalne, wycofanie z zycia spotecznego i rodzinnego, obnizenie aktywnos$ci
fizycznej i umyslowej. Ostatnia grupa objawdw, to zaburzenie funkcji poznawczych
(zaburzenie kancentracji, nauki, pamigci i przetwarzanie informacji). Etiologia schizofrenii jest
bardzo ztozona i nie do konca poznana. Sugeruje si¢, ze czynniki genetyczne, sSrodowiskowe, a
takze czynniki prenatalne i nieprawidlowosci w czasie cigzy oraz na wczesnym etapie zycia
postnatalnego maga mie¢ znaczenie w jej ujawnieniu si¢. Mimo wielu lat badan, objawy
negatywne i1 zaburzone pracesy poznawcze stanowig dla klinicystow powazny problem
terapeuyyczny. Przedkliniczne i kliniczne badania wykazaty, ze arypiprazol (ARI), atypowym
lek przeciwpsychotyczny, wykazuje czeSciowe agonistyczne dziatanie w stosunku do
receptorow dopaminowych D2 i 5-HT1A oraz stabsze antagonistyczne dziatanie do receptoréw
dopaminowych D2. N-acetylocysteina (NAC) jest dobrze znanym antyoksydantem.

Cel pracy: Celem niniejszej pracy byto zbadanie wptywu ARI (0,1 1 0,3 mg/kg, ip) oraz NAC
(10 1 30 mg/kg, po) na objawy przypominajace schizofrenie w modelu neurorozwojowym,
wywotanym podaniem inhibitora syntezy glutationu (BSO, 3,8 mmol/kg, sc) z inhibitorem
wychwytu dopaminy (GBR 12909, 5 mg/kg, sc) noworodkom samcom Szczuréw rasy Sprague-
Dawley miedzy 5 a 16 dniem zycia.

Metody: ARI i NAC podawano oddzielnie i facznie dorostym szczurom przez 21 dni przed
testem. Badania behawioralne (test interakcji socjalnej i rozpoznania nowego obiektu)
wykonano u dorostych szczurow miedzy 88 a 90 dniem zycia.

Wyniki: ARI zastosowany w wyzszej dawce (0,3 mg/kg) oraz NAC (30 mg/kg) znosza deficyty
zachowan w tescie interakcji socjalnej, czas interakcji oraz liczbe interakcji, natomiast w tescie
rozpoznania nowego obiektu zwigkszajg zainteresowanie nowym obiektem poréwnujac z grupa
kontrolng. Laczne zastosowanie nieaktywnych dawek ARI (0.1 mg/kg) z NAC (10 mg/kg)
spowodowato catkowite zniesienie behawioralnych deficytéw w zastosowanym modelu
neurorozwojowym.

Whioski: Uzyskane wyniki wykazaty, ze NAC w nieefektywnej dawce nasila dziatanie
przeciwpsychotyczne nieefektywnej dawki ARI oraz, ze ta strategia skojarzonej terapii moze
stanowi¢ propozycje dla klinicystow w celu zmniejszenia dawek terapeutycznych przy leczeniu
pacjentéw schizofrenicznych, zwlaszcza przy leczeniu objawdéw negatywnych oraz
zaburzonych proceséw poznawczych, ktore sg obserwowane w tej chorobie 1 stanowig powazny
problem terapeutyczny.
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Wplyw psylocybiny na aktywnos$¢ osi HPA szczuréw
Izabela Szpregiel, Agnieszka Bysiek, Krystyna Gotembiowska

Zaktad Farmakologii, Zesp6t 11, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk

Doniesienia kliniczne sugeruja, ze psylocybina moze by¢ stosowana jako szybko dziatajacy lek
przeciwdepresyjny, jednak jej mechanizm dziatania na aktywnos$¢ osi HPA wciaz nie jest w
pelni poznany.

Celem badan byto okreslenie wptywu pojedynczej dawki psylocybiny (0.6 mg/kg) na poziomy
monoamin w homogenatach podwzgdrza (HT) i nadnerczy (ND) szczurow przy uzyciu HPLC.
Ponadto, okreslono stgzenie kortykosteronu (CRT) w surowicy metodg ELISA.

Psylocybina znaczaco zwigkszyta poziom dopaminy (DA) bez wplywu na poziom
noradrenaliny (NA), serotoniny (5-HT) oraz ich metabolitow DOPAC, HVA i SHIAA
mierzonych 7 dni po podaniu w tkance podwzgérza. W nadnerczach szczuréw nie
zaobserwowano zadnego wptywu psylocybiny na tkankowe poziomy NA, adrenaliny (ADR),
DA 1 5-HT. Stezenie CRT w surowicy istotnie zmniejszyto si¢ 7 dni po podaniu psylocybiny.

Uzyskane wyniki wskazuja, Zze psylocybina moze modulowa¢ funkcje osi HPA poprzez
bezposrednia modulacj¢ szlaku DA w podwzgorzu. Wptyw psylocybiny na 0§ HPA moze lezeé
u podstaw przeciwdepresyjnego dziatania psychodelikow.
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Wplyw psylocybiny na uwalnianie neuroprzekaznikow w korze czolowej szczurow
poddanych chronicznemu lagodnemu stresowi

Agnieszka Bysiek, Izabela Szpregiel, Krystyna Gotembiowska

Zaktad Farmakologii, Zespo6t 11, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk

Zaburzenia nastroju i stany lgkowe sg jednym z najczestszych zagrozen zdrowia psychicznego,
a jednoczes$nie charakteryzuja si¢ wysokim poziomem choréb wspotistniejgcych. Psylocybina,
jako selektywny agonista receptora 5-HT2A, wydaje si¢ wykazywaé szybkie dziatanie
przeciwdepresyjne i przeciwlgkowe w poroOwnaniu z obecnie stosowanymi lekami
przeciwdepresyjnymi.

Celem badania byto okreslenie wptywu jednorazowego podania psylocybiny w dawce
0.6mg/kg na uwalnianie in vivo noradrenaliny (NA), dopaminy (DA), serotoniny (5-HT),
glutaminianu (GLU) 1 kwasu y-aminomastowego (GABA) w korze czotowej szczurdéw
poddanych procedurze chronicznego lagodnego stresu. Pozakomoérkowy poziom
neuroprzekaznikow mierzono za pomocg UHPLC z detekcja elektrochemiczng.

Pod wptywem stresu obserwowano wzrost uwalniania DA, 5-HT i GABA, lecz nie NA 1 GLU,
ktérego poziom byt obnizony w stosunku do grupy niestresowanej. Psylocybina zmniejszata
zwigkszone stresem uwalnianie DA, 5-HT i GABA, lecz nie wptywata na uwalnianie NA i
GLU. Uzyskane wyniki sugeruja, ze stres moze powodowac dysfunkcje receptora 5S-HT2A i w
tych warunkach za hamujacy wptyw psylocybiny na uwalnianie DA, 5-HT i GABA moze
odpowiada¢ receptor 5-HT1A w korze czotowe;.
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Wplyw kwasu azjatykowego na dzialanie lekéw przeciwdepresyjnych

Ewa Poleszak!, Anna Serefko?, Sylwia Wosko®, Aleksandra Szopa?, Weronika Stotwinska®,
Andrea Weronika Gieleta®, Dorota Ottarzewska®, Jarostaw Szponar’, Agnieszka Czylkowska®,
Bernadeta Szewczyk®

1) Katedra i Zaktad Farmacji Stosowanej i Spotecznej; Pracownia Badan Przedklinicznych,
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

2) Zaktad Farmacji Klinicznej 1 Opieki Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie
3) Katedra i Zaklad Farmacji Stosowanej i Spotecznej; Pracownia Badan Przedklinicznych,
Uniwersytet Medyczny w Lublinie

4) Studenckie Koto Naukowe; Wydziat Lekarski UM w Lublinie

5) Wydzial Medycyny i Chirurgii, Uniwersytet Malta

6) Szpital SP ZOZ MSWIiA w Lublinie

7) WSzS im. Stefana Kardynata Wyszynskiego SPOZ, Klinika Toksykologii

8) Politechnika t.6dzka; Wydzial Chemiczny; Instytut Chemii Ogoélnej i Ekologicznej

9) Zaktad Neurobiologii, Instytut Farmakologii im J. Maja, Polska Akademia Nauk

Cel:

Depresja to jeden z najczestszych problemow zdrowotnych na $wiecie, ktory moze dotknaé
zarowno kobiety, jak 1 mezczyzn, niezaleznie od wieku. Niestety, optymalne leczenie tej
choroby nadal stanowi istotne wyzwanie dla lekarzy. Ze wzgledu na ograniczong skutecznosc,
opornos¢ na leczenie i ucigzliwe dziatania niepozadane, ktore sg gldéwna przyczyna przerywania
leczenia przez pacjentoéw, konwencjonalne leki przeciwdepresyjne wydaja si¢ niewystarczajace
w leczeniu depresji. Dlatego ciagle trwaja poszukiwania innych, nowych strategii leczenia.
Testowane s3 nowe zwigzki, a takze nowe kombinacje dobrze znanych lekow. Catkiem
niedawno uwage naukowcow zwrocit kwas azjatycki, ktory charakteryzuje si¢
wielokierunkowym dziataniem biologicznym. Wedlug danych literaturowych s$rodek ten
oddzialuje na okoto 100 réznych celow molekularnych, z ktorych wiele jest istotnych dla
prawidtowego funkcjonowania moézgu. Dlatego tez celem wykonanych badan, byla ocena
dziatania przeciwdepresyjnego kwasu azjatykowego oraz jego wpltywu na dziatanie wybranych
lekow przeciwdepresyjnych, tj. imipraminy, reboksetyny, escitalopramu i agomelatyny.

Metody

Dos$wiadczenia przeprowadono na samcach myszy Albino Swiss. Wykonano test zawieszenia
za ogon (TST) oraz oceniono spontaniczng aktywnos$¢ lokomotoryczng zwierzat za pomoca
automatycznego aktymetru.

Wyniki

Z uzyskanych wynikéw wynika, Zze kwas azjatycki w dawce 10 i 20 mg/kg wykazuje dziatanie
przeciwdepresyjne. Ponadto w dawce subaktywnej (5 mg/kg) znaczaco nasila dzialanie
przeciwdepresyjne imipraminy (15 mg/kg), escitalpramu (2 mg/kg) i agomelatyny (20 mg /kg)
w TST u myszy, natomiast nie wptywa na dzialanie reboksetyny (2,5 mg/kg). Co wazne, ani
sam kwas azjatykowy, ani podany z lekami przeciwepresyjnymi nie wptywat na spontaniczng
aktywno$¢ lokomotoryczng badanych zwierzat, co oznacza, ze zachowanie zwierzat
obserwowane w TST nie wynikato z ich potencjalnej nadmiernej lokomocji.
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Whioski

Wyniki uzyskanych badan wskazujg na potencjalng uzytecznos¢ kwasu azjatykowego w
leczeniu depresji, zarbwno w monoterapii, jak i jako dodatek do konwencjonalnych lekow.
Jednak na obecnym etapie wymagane s3 dalsze badania przedkliniczne, aby w przysztosci
potwierdzi¢ potencjal kwasu azjatyckiego w badaniach klinicznych
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Szczegélowa ocena rozwoju wokalizacji osesk6w w neurorozwojowym modelu
schizofrenii

Agnieszka Potasiewicz

Zaktad Badan Nowych Lekéw, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja, Polska Akademia
Nauk

Schizofrenia jest zazwyczaj diagnozowana na poczatku dorostosci, lecz subtelne deficyty
komunikacyjne i w funkcjonowaniu spolecznym czesto sg zauwazalne juz od wczesnego
dziecinstwa. Pomimo tego, mato wiemy o wystepowaniu deficytow komunikacyjnych u
gryzoni w wczesnych etapach zycia w modelach schizofrenii. Zdolnosci komunikacyjne
szczurdw laboratoryjnych mozna oceni¢, badajac ich ultradzwigkowe wokalizacje (USV).
Neonatalne szczury, znajdujac si¢ w sytuacji oddzielenia od matki i gniazda, intensywnie
wokalizuja, aby przywota¢ matke i zwickszy¢ swoje szanse na przetrwanie. Te wczesne USV
moga rowniez shuzy¢ jako wskaznik sity wigzi z matka.

W neurorozwojowym modelu schizofrenii, ktéry wykorzystuje prenatalne podanie octanu
metylazoksymetanolu (MAM; 22 mg/kg; w 17. dniu cigzy), przeprowadzili$my szczegodtowa
analize wokalizacji neonatalnych szczuréw (w wieku 6, 9 i 12 dni). Emisj¢ USV wywotato
oddzielenie mtodych od matki. Analiza USV skupita si¢ na ocenie kluczowych parametrow
charakteryzujacych te sygnaty, takich jak liczba emitowanych USV, dominujaca cze¢stotliwos¢,
zakres czestotliwosci, §redni czas trwania, a takze na organizacji czasowej i klasyfikacji USV
na poszczeg6lne podtypy.

Wyniki wskazuja, ze wraz z uplywem czasu parametry akustyczne ultradzwiekowych sygnalow
wokalnych (USV) ulegaja zmianom, co prowadzi do wyksztalcenia si¢ bardziej zlozonego 1
wyszukanego repertuaru sygnaléw. W miare uptywu czasu, oseski kontrolne emitujg krotsze
USV o wyzszej czestotliwos$cei 1 zwigkszonej modulacji (dzien 9 i 12 w pordwnaniu do dnia 6).
Tego efektu nie obserwujemy u szczuréw MAM. Osobniki MAM wokalizowaly w sposob
poréwnywalny do zwierzat kontrolnych w 6. 1 9. dniu zycia. Jednakze w 12. dniu Zycia, szczury
MAM emitowaly mniej liczne USV, ktore charakteryzowaty si¢ dluzszym czasem trwania i
nizszg czestotliwoscig niz u zwierzat kontrolnych.

Analizujac to, jak rozktadaja si¢ dzwigki w czasie, zauwazyliSmy, ze USV emitowane przez
szczury z grupy kontrolnej tworza najpierw uporzadkowany ciag, czyli sekwencje, a potem
wigksze grupy, ktore nazywamy partiami. Osobniki MAM rozpoczynaja emisje¢ USV w
podobnym czasie co kontrolne, jednak przerwy migedzy USV sa dtuzsze. Skutkuje to tym,ze ich
USV nie uktadajg si¢ w sekwencje czy partie, lecz emitowane sg rOwnomiernie od poczatku do
kofca nagrania.

Bezwzgledu na wiek oseska procentowy udziat poszczegolnych podtypéw USV nie roznit si¢
migdzy badanymi grupami. Zmiany w wokalizacji zwerzat MAM, bytly charakterystyczne dla
obu pici.

Podsumowujac, prenatalna ekspozycja na MAM prowadzi do zaburzen w komunikacji
akustycznej juz na wezesnych etapach zycia szczurdéw. Stopien intensywnosci tych zaburzen
rézni si¢ jednak w zaleznosci od wieku potomstwa. Przeprowadzone badania umozliwiaja
glebsze zrozumienie rozwoju wokalizacji u mtodych gryzoni.

Badanie zostato sfinansowane z grantu Narodowego Centrum Nauki: 2016/23/B/NZ7/01131.
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Deficyty motywacji u szczuréw w tescie wyboru opartego na wysilku - potencjalny model
zaburzen nawiazujacych do apatii

Natalia Malikowska-Racia, Piotr Popik

Zaktad Badan Nowych Lekow Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii
Nauk

Apatia jest stanem obnizonej wrazliwosci na bodzce emocjonalne i fizyczne, ktorej towarzyszy
utrata zainteresowan oraz obnizenie aktywnosci psychicznej i1 fizycznej. Tym samym, apatia
jest jednym z gtéwnych objawow depres;ji i towarzyszy m.in. chorobom neurodegeneracyjnym.
Jedna z potencjalnych przyczyn apatii sg deficyty motywacyjne zwigzane z nieadekwatng oceng
wielkos¢ nagrody 1 wymaganego do jej osiggnigcia wysitku.

Aby zbada¢ ten fenomen, przeprowadzono seri¢ testOw wyboru opartego na wysitku (effort-
based choice, EBC). Zastosowano metod¢ zaproponowang przez Schweimer &amp;amp;
Hauber (2005), ktéra wykorzystuje schemat uczenia z progresywnym rozktadem wzmocnien
(progressive ratio, PROG/chow). Zbadano wplyw poziomu sytosci i dostgpnos¢ alternatywne;,
mniej atrakcyjnej, nagrody pokarmowej na alokacje wysitku i proces podejmowania decyzji u
szczuroOw. Nastepnie zbadano wplyw podania tetrabenazyny, odwracalnego inhibitora
pecherzykowego transportera monoamin VMAT?2, na zachowanie szczurow w tescie EBC. Etap
ten weryfikuje czy podanie tetrabenazyny moze stanowi¢ podstawe farmakologicznego modelu
zaburzen motywacji u szczuré6w w zaproponowanym wariancie testu EBC (Nunes et al. 2013,
Randall et al. 2014). Zbadalismy takze jak podanie psychostymulujacej amfetaminy wptywa na
ukierunkowanie i intensywnos$¢ wysitku w tescie EBC w warunkach kontrolnych i po podaniu
tetrabenazyny.

Sytos¢ oraz podanie tetrabenazyny obnizaly intensywno$¢ pracy szczurow w tescie PROG, na
co wskazywala redukcja liczby naci$ni¢¢ na dzwigni¢ gwarantujaca dostarczenie nagrody.
Dostepnos¢ dodatkowego, mniej atrakcyjnego pokarmu (EBC) réwniez znaczaco obnizata
intensywno$¢ pracy, tzn. szczury czescie] wybieraly mniej smaczng, ale niewymagajaca
wysitku nagrode. Podanie tetrabenazyny potegowato ten efekt, ale nie zmniejszyto konsumpcji
wolno-dostepnego pokarmu. Amfetamina wykazata efekt odwrotny — szczury po jej podaniu
byty sktonne do wtozenia duzo wigkszej pracy, aby uzyska¢ atrakcyjng nagrode pokarmowa.
Amfetamina zmniejszata tez spozycie wolno-dostepnej karmy w tescie EBC oraz odwracata
deficyty po podaniu tetrabenazyny.

Opisane badanie potwierdza dotychczasowe doniesienia o roli tetrabenazyny w modelach
wyboru opartego na wysitku (Salamone et al. 2018). Badanie wykazato takze, ze podanie
tetrabenazyny moze stanowi¢ podstawe farmakologicznego modelu zaburzen motywacji dla
wczesniej opisanej metody PROG/chow (Schweimer &amp;amp; Hauber 2005, Sommer et al.
2014).

Bibliografia

Nunes i wsp. (2013) Journal of Neuroscience. 33: 19120—19130; Randall i wsp. (2014) PloS
One. 9.; Schweimer i Hauber (2005) Learning and Memory. 12: 334-342.; Salamone i wsp.
(2018) Pharmacological Reviews. 70: 747-762.; Sommer i wsp. (2014) Journal of
Neuropsychopharmacology. 17: 2045-2056.
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Polaczone podanie skopolaminy oraz NAM receptora mGlu2 jako potencjalna strategia
leczenia depresji

Yana Babii, Agnieszka Patucha-Poniewiera, Grzegorz Burnat, Andrzej Pilc
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Depresja jest chronicznym, cigzkim 1 nawracajagcym zaburzeniem. Pomimo duzej
réznorodnosci lekow przeciwdepresyjnych dostepnych na rynku, nadal istnieje ogromne
zapotrzebowanie na alternatywne terapie przeciwdepresyjne, ktore charakteryzowatyby sie
szybkim poczatkiem dziatania oraz dlugotrwatymi efektami terapeutycznymi, jednoczesnie
wywotujgc mniej skutkéw niepozadanych.

Nowa nadziejg w leczeniu depresji sg substancje halucynogenne, takie jak na przykiad
skopolamina — nieselektywny antagonista receptoréw muskarynowych nalezacy do podklasy
deliriantow. Jedna z prob wyjasnienia etiologii depresji jest hipoteza cholinergiczna
zaktadajaca, ze podwyzszona aktywno$¢ uktadu cholinergicznego moze by¢ podstawa tego
zaburzenia. Doniesienia kliniczne sugeruja silne dziatanie przeciwdepresyjne skopolaminy,
ktoére pojawia si¢ juz po kilku dniach leczenia. Jednak wcigz niepokojaca kwestig s3 jej
dzialania niepozadane. Jedna z potencjalnych opcji terapeutycznych, ktora pozwolitaby
zredukowac niepozadane skutki skopolaminy, jest wspotpodawanie skopolaminy w dawkach
podprogowych z innymi substancjami o podobnych wtasciwosciach przeciwdepresyjnych.

Wyniki naszych badan wskazuja, ze negatywna modulacja metabotropowego receptora
glutaminergicznego mGlu2 wywotuje szybkie 1 stosunkowo dlugotrwale efekty podobne do
przeciwdepresyjnych w mysim modelu depresji wywotanej procedurg nieprzewidywalnego
chronicznego agodnego stresu. Co wigcej, subchroniczne wspotpodawanie skopolaminy z
negatywnym modulatorem allosterycznym (NAM) receptora mGlu2 w dawkach
podprogowych réwniez odwraca objawy podobne do depresji wywolane chronicznym stresem,
takie jak anhedonia czy apatia. Wstepne badania in vitro sugerujg, ze obserwowane efekty
behawioralne moga wynika¢ z potencjalnej interakcji pomiedzy receptorami muskarynowymi
a mGlu2.

Uzyskane wyniki sugeruja, ze potencjalizacja efektow terapeutycznych skopolaminy poprzez
jej taczone podania z NAM mGlu2 w dawkach podprogowych moze stanowi¢ dobra
alternatywe dla stosowania samej skopolaminy w leczeniu depresji, co pozwoli na zmniejszenie
terapeutycznie skutecznej dawki. Niemniej jednak, potrzebne s3 dalsze badania w celu pelnego
zrozumienia ~ mechanizméw  lezacych u  podstaw  obserwowanych  efektow
przeciwdepresyjnych.

Badania zostaly sfinansowane ze S$rodkéw Narodowego Centrum Nauki, grant nr
2020/37/B/NZ7/03499 (prof. dr hab. Andrzej Pilc).
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Kwas protokatechowy zmniejsza deficyty behawioralne w mysim modelu zespolu stresu
pourazowego

Jolanta Orzelska-Gorka!, Katarzyna Dos Santos Szewczyk?, Ewa Kedzierska!, Marta Kruk-
Stomka!, Grazyna Biata®

1) Katedra i Zaktad Farmakologii z Farmakodynamika, Uniwersytet Medyczny w Lublinie
2) 7aktad Botaniki Farmaceutycznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Zespdt stresu pourazowego (ang. post-traumatic stress disorder, PTSD) to przewlekte
zaburzenie osrodkowego uktadu nerwowego (OUN), ktére powstaje w wyniku narazenia na
traumatyczne wydarzenia. Do najczestszych objawdw obserwowanych u pacjentow z PTSD
nalezg objawy depresyjne, lgkowe oraz zaburzenia poznawcze. Niestety, tylko okoto 30%
pacjentow z PTSD osigga petng remisj¢ dzigki zastosowaniu dostgpnych lekow. Dlatego tez
istnieje wyrazna potrzeba opracowania skuteczniejszych i bezpieczniejszych lekéw jako
alternatywnej i/lub uzupetiajacej terapii PTSD. Kwas protokatechowy (ang. protocatechuic
acid, PCA) to jeden z polifenoli wystepujacy w niecierpku gruczolowatym (tac. Impatiens
glandulifera). Nasze poprzednie eksperymenty wykazaty, ze PCA posiada potencjalne dziatanie
przeciwdepresyjne u myszy w tescie wymuszonego ptywania oraz, ze ta wlasciwos$¢ PCA jest
zalezna od uktadu monoaminergiczny oraz ze jest zwigzana ze zwigkszeniem poziomu
neurotroficznego czynnika pochodzenia mézgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor,
BDNF). Ponadto wykazalismy, ze PCA po dlugotrwatym podawaniu, przez 14 dni, wykazuje
wlasciwosci prokognitywne i przeciwlekowe, ktére koreluja ze wzrostem poziomu serotoniny
W SUrOWICY U myszy.

Celem prezentowanego badania byta ocena wplywu PCA na zaburzenia behawioralne (Igk i
zaburzenia pami¢ci) wywotane pojedynczym, ale dlugotrwalym stresem (ang. a mouse single
prolonged stress mSPS) u myszy — model PTSD u gryzoni.

Procedura mSPS: myszy poddano dziataniu serii krotkich stresoréw — przetrzymywano je przez
2 godziny w probowkach z pleksiglasu z malymi otworami (50 ml), umieszczano w szklanych
zlewkach 1 zanurzano po kilka osobnikow w wodzie (23-25°C; 10 min), zamieniono ich sciotke
na $ciotke pobrang z klatek szczuréw (15 min), na koniec zwierzeta poddano dziataniu
bezwodnego eteru dietylowego do momentu utraty przytomnosci (ok. 2-3 min). Po siedmiu
dniach od ekspozycji na mSPS rozpoczgto podawanie substancji (przez kolejne 14 dni).
Nastepnie zwierzeta poddano testom behawioralnym: testowi podniesionego labiryntu
krzyzowego 1 rozpoznawaniu nowego przedmiotu.

Zwierzgta poddane procedurze mSPS, ktorym podawano przewlekle PCA (3,75 1 7,5 mg/kg),
czeg$cie] wehodzily do otwartych ramion labiryntu 1 spedzaty tam wigcej czasu w pordwnaniu
z grupa kontrolng mSPS otrzymujaca przewlekle sol fizjologiczng. Ponadto, PCA w dawce 3,75
mg/kg zlagodzit zaburzenia pamigci, wyraznie obserwowane w grupie mSPS, w tescie
rozpoznawania nowego przedmiotu.

Podsumowujac, nasze wyniki sugeruja, iz PCA w moze tagodzi¢ zarowno zaburzenia lekowe,
jak 1 pamieci wywotane procedurg mSPS — modelem PTSD u myszy.
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M-SMPEP, czeSciowy modulator receptora mGluS indukuje szybkie dzialanie
przeciwdepresyjne w mechanizmie zaleznym od BDNF

Anna Rafato-Ulinska, Michat Santocki, Agnieszka Palucha-Poniewiera
Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polska Akademia Nauk

Badania wykazaty, ze receptor mGlu5 jest zwigzany z patofizjologia depresji i mechanizmem
dziatania lekéw przeciwdepresyjnych. Antagoni$ci 1 cze$ciowi, negatywni modulatorzy
allosteryczni (NAM) receptora mGlu$, taki jak MPEP i MTEP, wykazuja potencjalne dziatanie
przeciwdepresyjne w modelach zwierzgcych, ale ich kliniczne zastosowanie jest ograniczone
przez efekty uboczne, takie jak dysfunkcje poznawcze i efekty psychotomimetyczne. MPEP
nasilal aktywno$¢ lokomotoryczng wywotang przez fencyklidyne i zaktocat inhibicje pre-pulsu.
Alternatywa sg zwiazki cz¢§ciowo hamujace odpowiedz receptora mGlu5 na glutaminian, takie
jak M-SMPEP, ktory dziata jako cze$ciowy antagonista mGlu5. Badania in vitro wykazaty, ze
czesciowe NAM mGlu5 blokujg mniej niz 100% efektu w poréwnaniu do pelnych NAM, a ich
skuteczno$¢ terapeutyczna jest porownywalna. Czgsciowe NAM mGluS maja szersze okno
terapeutyczne i nie wywotuja efektéw psychotomimetycznych.

W przedstawionych badaniach zbadaliSmy, czy czg¢sciowy modulator receptora mGluS, M-
SMPEP indukowat szybki i1 trwaly efekt podobny do szybko dziatajacych lekow
przeciwdepresyjnych (RAAD) u myszy C57BL/6J. W teécie zawieszenia za ogon (TST) M-
SMPEP powodowal szybkie, =zalezne od dawki dziatanie podobne do leku
przeciwdepresyjnego. Ponadto, M-5SMPEP w dawce 30 mg/kg indukowal utrzymujace si¢
dzialanie. Efekty te wykazano w tescie pielggnacyjnym (splash test), zaprojektowanym do
pomiaru stanu apatii oraz w tescie TST. Analizy Western blot i ELISA wykazaty udziat szlaku
TrkB/BDNF w efektach dziatania modulatora M-5MPEP. Wyniki naszych badan wskazuja, ze
czesciowy receptor mGluS NAM, M-5MPEP, ma wiasciwosci szybko dziatajacego leku
przeciwdepresyjnego

Podzigkowania: Badania te byly finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w Polsce w
ramach grantu OPUS 14 2017/27/B/NZ7/01873/Narodowe Centrum Nauki
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Synteza i aktywnos$¢ farmakologiczna nowych pochodnych arylopiperazyny
Ewa Kedzierska, Ewa Gibuta-Tartowska, Marta Kruk-Stomka
Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Badania przedkliniczne i kliniczne wskazujg na receptory serotoninowe 5-HT1A 1 5-HT2C jako
cel terapeutyczny w poszukiwaniu nowych, skuteczniejszych lekow psychotropowych
stosowanych w leczeniu depresji, legku i schizofrenii. Wiadomo roéwniez, ze prawidlowa
regulacja receptoréw 5-HT1A 1 5-HT2C wiaze si¢ z poprawg procesow poznawczych i redukcja
skutkéw ubocznych wystepujacych po atypowych lekach przeciwpsychotycznych, co ma
szczegoOlne znaczenie w leczeniu schizofrenii [Agid i1 in. 2008].

Ponadto leki dziatajgce poprzez receptory 5-HT1A majg lepszy profil bezpieczenstwa,
poniewaz posrednio modulujg neurotransmisje w obszarach mozgu zaangazowanych w rozwagj
zaburzen depresyjnych 1 lekowych: nie powoduja uspokojenia, zaburzen pamigci, nie
oddzialuja z alkoholem i nie maja potencjalu uzalezniajacego (Nautiyal i Hen 2017).
Przyktadami takich lekoéw sg azapirony, w tym buspiron (pochodna arylopiperazyny, czesciowy
agonista receptorow 5-HT1A) [Chessick i in. 2006, Akimova 1 in. 2009], wortioksetyna i
wilazodon (rowniez pochodne arylopiperazyny), ktore naleza do modulatoréw serotoninowych
o duzym powinowactwie do transportera serotoniny i stymuluja postsynaptyczne receptory 5-
HT1A. Zatem poszukiwanie nowych lekéw wsrdd substancji ukierunkowanych na transmisj¢
serotoninowa, w szczego6lnosci wsrod ligandow receptorow 5-HT1A 1 5-HT2C, jest w dalszym
ciggu bardzo obiecujacym kierunkiem rozwoju nowoczesnych i bezpieczniejszych lekéw
psychotropowych, ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w leczeniu depres;ji i stanow lekowych
(rowniez wspotwystepujacych z innymi chorobami, np. schizofrenia).

Celem pracy byto zbadanie potencjalnej aktywnos$ci osrodkowej czterech nowych zwigzkow z
grupy pochodnych arylopiperazyny wykazujacych powinowactwo do receptoréw
serotoninowych 5-HT1A 1i/lub 5-HT2C. Zwiazki badano w testach behawioralnych
stosowanych do przewidywania potencjalnego wptywu na OUN u myszy (po ich podaniu
dootrzewnowym lub podskornym), ze szczegdlnym naciskiem na dziatanie przeciwdepresyjne,
przeciwlgkowe 1 przeciwpsychotyczne. Uzyskane wyniki przeprowadzonych badan
farmakologicznych potwierdzily takie dziatanie, dajac podstaw¢ do dalszych, rozszerzonych
badan.

Agid O, Kapur S, Remington G. Emerging drugs for schizophrenia. Expert Opin Emerg Drugs.
2008

Akimova E, Lanzenberger R, Kasper S. The serotonin-1A receptor in anxiety disorders. Biol
Psychiatry. 2009 Bannon AW, Malmberg AB. Models of nociception: hot-plate, tail-flick, and
formalin tests in rodents. Curr Protoc Neurosci. 2007

Chessick CA, Allen MH, Thase M, Batista Miralha da Cunha AB, Kapczinski FF, de Lima MS,
dos Santos Souza JJ. Azapirones for generalized anxiety disorder. Cochrane Database Syst Rev.
2006

Nautiyal KM, Hen R. Serotonin receptors in depression: from A to B. F1000Res. 2017
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Wplyw dlugotrwalej ekspozycji dlugotrwalej eskpozycji dorastajacych myszy na napdj
energetyzujacy i sporadyczne dawki etanolu na funkcjonowanie myszy dorostych —
znaczenie mozgowego czynnika neurotroficznego (BDNF) w hipokampie

Joanna Listos!, Krzysztof Fronc!, Adrian Pysiewicz!, Matgorzata Lupina?, Marta Kruk-
Stomka?

Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Farmaceutyczny, Katedra i Zaktad Farmakologii
z Farmakodynamika

Uniwersytet Medyczny w Lublinie, Wydziat Lekarski, Katedra i Zaklad Farmakologii
Doswiadczalnej 1 Klinicznej

Obecnos¢ w mozgu receptorow dla peptydu glukagonopodobnego-1 (GLP-1) wskazuje na
udziat peptydu w dzialaniu centralnego ukltadu nerwowego. Celem niniejszych badan byto
okreslenie czy linagliptyna ma wplyw na procesy pamigci u myszy. Linagliptyna jest
selektywnym inhibitorem dipeptydylopeptydazy-IV (DPP-1V), tj. enzymu, ktéry w warunkach
fizjologicznych hamuje rozktad peptydu GLP-1, tym samym zwigksza jego poziom. W
eksperymentach linagliptyng (10 i 20 mg/kg, ip) podawano zaréwno jednorazowo, jak i
przewlekle (8 dni). Do oceny procesu zapamigtywania wykorzystano test biernego unikania
(the passive avoidance test). Zaburzenia pamigci indukowano podaniem diazepamu (2 mg/kg,
ip). Wyniki opracowano statystycznie wykorzystujac jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (one-
way ANOVA). Poréwnania statystyczne pomigdzy grupami wykonano postugujac si¢ testem
Tukey’a. W tescie biernego unikania wykazano, ze przewlekle podawanie wyzszej dawki
linagliptyny (20 mg/kg) hamowato u myszy zaburzenia pamigci indukowane diazepamem. Na
podstawie przeprowadzonych eksperymentéw mozna stwierdzi¢, ze przewlekle podawanie
linagliptyny, inhibitora enzymu DPP-IV, moze wywolywa¢ dziatanie prokognitywne w
osrodkowym uktadzie nerwowym. Niniejsze eksperymenty poszerzaja dotychczasowa wiedzg
w zakresie prokognitywnych wtasciwosci inhibitorow DPP-IV.
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Rola GABAB i GAD w regulacji neurochemicznej w zwierzecym modelu depresji
lekoopornej

Agata Korlatowicz?, Katarzyna Latochal, Paulina Pabian?, Ryszard Bugno?, Adam Hogendorf?,
Tamas Kovacs®, Andzej J. Bojarski?, Zoltan Varga®, Agata Faron-Gorecka®

1 Zaktad Farmakologii, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,
Krakow, Polska

2 Zaktad Chemii Lekéw, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk,
Krakow, Polska

3 Zaktad Farmakologii i Farmakoterapii, Uniwersytet Semmelweis, Budapeszt, Wegry

Depresja lekooporna (TRD) pozostaje jednym z najwigckszych wyzwan dla wspoétczesnej
psychiatrii, wymagajaca rozwijania innowacyjnych podej$¢ terapeutycznych. W ostatnim
czasie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania naukowego rolg substancji psychodelicznych,
takich jak psylocybina (PSI), ktére moga przynie$¢ przetom w leczeniu tej ztozonej choroby.
Wydaje sie¢, ze szczegdlne znaczenie moga odgrywac struktury takie jak habenula (Hb) oraz
kora przedczotowa (PFC), ktore sg kluczowe dla procesow poznawczych i emocjonalnych.

W naszych badaniach zostal wykorzystany dobrze zwalidowany zwierzgecy model depresji
lekoopornej, szczury Wistar Kyoto (WKY). SkupiliSmy si¢ na analizie zmian w ekspresji
genoéw receptora GABA (Gabbr2), kanatu potasowego (Kcnj5) oraz podjednostki receptora
NMDA (Grin2a), ktore odgrywaja znaczacg role w regulacji przewodnictwa neuronalnego i
procesow neuroplastyczno$ci, a takze s3 kluczowe dla adaptacyjnych mechanizméw w
odpowiedzi na stres i zaburzenia nastroju.

Habenula, sktadajaca si¢ z cze$ci bocznej (LHb) i1 Srodkowej (MHDb), jest istotna dla
przetwarzania sygnatow awersyjnych i regulacji emocji. Jej dziatanie jest Scisle powigzane z
PFC, ktora odpowiada za wyzsze funkcje poznawcze oraz regulacje emocji. Przekazywanie
informacji migdzy tymi strukturami mozgu ma kluczowe znaczenie dla adaptacji behawioralnej
w odpowiedzi na stres, oraz dla mechanizmow patologicznych lezacych u podstaw depresji.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze u szczurow WKY dochodzi do wzrostu ekspresji badanych
gendw w Hb, co moze by¢ interpretowane jako mechanizm adaptacyjny majacy na celu
kompensacj¢ nadmiernej aktywnos$ci neuronalnej, typowej dla stanéw depresyjnych.
Jednokrotne podanie PSI w dawce 0,3 mg/kg wywotato zauwazalne zmiany w ekspresji tych
genow, ale rdznigce si¢ w zalezno$ci od regionu: obnizenie ekspresji genu kodujacego Kenjs
w LHb wskazuje na kluczowa rolg tego kanatu w dziataniu przeciwdepresyjnym PSI, podczas
gdy zmniejszenie ekspresji Grin2a w MHb oraz obnizenie ekspresji Gabbr2 i Kenj5 w PFC
moze $wiadczy¢ o ogdlnym wptywie PSI na stabilizacj¢ aktywno$ci neuronalnej w regionach
krytycznych dla procesOw poznawczych 1 emocjonalnych.

Nasze badania potwierdzaja kluczowe znaczenie habenuli oraz jej potaczen z korg
przedczotowa w mechanizmach depresji lekoopornej, a takze wskazuja na potencjalne nowe
Sciezki terapeutyczne, ktore moga by¢ wykorzystane w leczeniu TRD.

Badania zostaly sfinansowane w ramach dziatalnosci statutowej Pracowni Farmakologii
Biochemicznej IF PAN w Krakowie.
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Ocena aktywno$ci terapeutycznej donora siarkowodoru AP39 w modelu
fototrombotycznego ogniskowego zawalu mozgu u myszy

Patrycja Rachwat, Jakub Jurczyk, Zuzanna Guzda, Alicja Skorkowska, Bartosz Pomierny,
Lucyna Pomierny-Chamioto

Laboratorium Obrazowania, Centrum Rozwoju Terapii Choréb Cywilizacyjnych i Zwigzanych
z Wiekiem (CDT-CARD), Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum

Zaktad Toksykologii, Katedra Toksykologii, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum

Udar niedokrwienny jest jedng z gtéwnych przyczyn $miertelnosci i niepelnosprawnos$ci na
swiecie. Dwie trzecie pacjentow to osoby starsze, ale w czasie pandemii COVID-19 drastycznie
wzrosta liczba mtodych pacjentéw, u ktérych dochodzi do epizodow zakrzepowych
prowadzacych do cigzkiego udaru niedokrwiennego. Skuteczne strategie farmakoterapii w
przypadku zawalu moézgu wciaz s3 ograniczone. Mitochondria pelnig kluczowa role w
produkcji energii komdrkowej poprzez tancuch oddechowy. W wyniku niedokrwienia dochodzi
do zaburzen w funkcjonowaniu mitochondriéw, co skutkuje deficytem energetycznym
komorki, wzrostem stezenia glutaminianu i nasileniem zjawiska ekscytotoksyczno$ci. Dane
literaturowe sugeruja, ze siarkowoddr moze peli¢ role dawcy elektronow w lancuchu
oddechowym i wptywa¢ na funkcjonalno$¢ mitochondriéw w chorobach niedokrwiennych.

Celem tego projektu byta ocena wpltywu podania zwigzku AP39, bedacego donorem
siarkowodoru ukierunkowanym na mitochondria, na przeptyw krwi w mdzgu, objetos¢ zawatu
oraz ekspresj¢ wybranych bialek mitochondrialnych w modelu fototrombotycznego
ogniskowego niedokrwienia kory moézgowej zar6wno u samcow jak i u samic myszy.

W badaniu zastosowano model niedokrwienia wywotany dozylnym podaniem rézu
bengalskiego 1 na§wietlaniem wybranego obszaru kory mozgowej swiattem o dtugosci fali 561
nm. Wystapienie udaru oraz przeptyw krwi w mézgu potwierdzano i monitorowano za pomocg
systemu analizy kontrastu plamki lasera (LASCA). AP39 (100 nmol/kg m.c., i.v) podawano 10
minut po wywolaniu niedokrwienia. Obj¢tos¢ zawalu oceniano przyzyciowo obrazowaniem
MRI oraz post mortem za pomocg barwienia TTC. Ekspresje¢ biatek kluczowych dla proceséw
mitochondrialnych COX 1V oraz TOMM?20 obrazowano immunofluorescencyjnie na
skrawkach sekcji koronalnych mozgu.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze podanie AP39 zredukowato objetos¢ udaru 1 zwiekszyto
przeptyw naczyniowy w mozgu myszy. Wyniki sugeruja, ze AP39 moze mie¢ korzystny wptyw
w chorobach niedokrwiennych, jednak konieczne sg dalsze badania w celu analizy mechanizmu
molekularnego jaki stoi za dzialaniem nowego donora siarkowodoru.
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Wplyw wolnego ederavonu i ederavonu zamkni¢tego w nanokapsulkach na hodowle
organotypowe hipokampa w modelu udaru niedokrwiennego mozgu

Beata Grygier?, Kinga Kaminska', Krzysztof Szczepanowicz?, Piotr Warszynski?, Wiadystaw
Lason?, Agnieszka Basta-Kaim?

Zaktad Neuroendokrynologii Do$wiadczalnej, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej
Akademii Nauk

Laboratorium Nanotechnologii, Instytut Katalizy i Fizykochemii Powierzchni im. Jerzego
Habera Polskiej Akademii Nauk

Zaburzenia neurologiczne, w tym udar niedokrwienny modzgu, sa gloéwng przyczyng
niepetnosprawnosci fizycznej 1 psychicznej na calym $wiecie 1 obecnie dotykaja okoto 15%
Swiatowej populacji. W ciggu ostatnich 30 lat bezwzgledna liczba pacjentéw znacznie wzrosta.
Co wiecej, oczekuje si¢, ze w ciggu najblizszych dwoch dekad obcigzenie chorobami
neurodegeneracyjnymi wzros$nie co najmniej dwukrotnie.

Za istotne niekorzystne czynniki rozwoju choréb neurodegeneracyjnych uwaza si¢ stres
oksydacyjny oraz zaburzong odpowiedZz immunologiczng. Lepsze zrozumienie tych
powiazanych procesOw moze stanowi¢ podstawe do opracowania nowych terapii i metod
leczenia chordb neurodegeneracyjnych.

Ederavone jest lekiem neuroprotekcyjnym, ktorego glowne dziatanie polega na zmiataniu
wolnych rodnikow i zmniejszeniu stresu oksydacyjnego Jednak skutecznos¢ jego dziatania jest
w dalszym ciggu niewystarczajaca, ze wzgledu na ograniczenia chemiczne, takie jak staba
rozpuszczalno$¢ lub stabilno$¢ oraz ograniczenia farmakologiczne prowadzace do eliminacji
leku, toksyczno$¢ obwodowg oraz liczne skutki uboczne. Wydaje si¢, ze proces enkapsulacji
jest obiecujacy strategia przezwycigezenia tych ograniczen 1 zwigkszenia skutecznosci
terapeutycznej lekow neuroprotekcyjnych.

Celem pracy byto poréwnanie neuroprotekcyjnego dziatania wolnego ederavonu i ederavonu
zamknigtego w nanokapsutkach w hodowlach organotypowych hipokampa w warunkach
deprywacji glukozy i tlenu — uznanego ex vivo modelu udaru niedokrwiennego mozgu.

Wykazalismy wplyw deprywacji glukozy 1 tlenu na poziom cytokin pro- i przeciwzapalnych
(IL-1beta, 1L-6, IL-4, IL-10) oraz czynnika indukowanego hipoksja 1 alfa (ang. hypoxia-
inducible factor lalpha HIF-lalpha). ZbadaliSmy wplyw wolnego ederavonu i1 ederavonu
zamknigtego w nanokapsutkach na cytotoksycznos¢ 1 uwalnianie tlenku azotu, a takze na
zmiany w liczebno$ci populacji mikrogleju 1 astrocytéw w odpowiedzi na eksperymentalng
ischemig.

Uzyskane dane wskazuja, ze nanoczasteczki moga by¢ skutecznymi nanono$nikami lekow o
potencjale protekcyjnym dla komorek osrodkowego uktadu nerwowego. Modulacyjne
wlasciwosci ederavonu zdaja si¢ wskazywaé, ze zwigzek ten moze by¢ rozwazony w
opracowywaniu nowoczesnych teranostycznych terapii neuroprotekcyjnych opartych na
modulacji  stresu oksydacyjnego 1 nieprawidlowosci w funkcjonowaniu uktadu
odpornosciowego.
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Wsparcie finansowe - projekt 2019/34/H/ST5/00578 z Narodowego Centrum Nauki oraz
Dziatalno$¢ Statutowa Zaktadu Neuroendokrynologii Doswiadczalnej IF im. Jerzego Maja
PAN
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Ocena wplywu ACEA 1025 w zwierzecym modelu neurotoksycznosci wywolanej
deksametazonem

Zofia Danilczuk!, Beata Krasuska-Grzegorczyk?, Halina Szymczyk®

) Katedra i Zaktad Farmakologii Do$wiadczalnej I Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w
Lublinie
2) Katedra i Klinika Kardiologii, Uniwersytet Medyczny w Lublinie

Glikokortykosteroidy (GCs), hormony steroidowe syntetyzowane przez kor¢ nadnerczy,
wykazujg wlasciwosci przeciwzapalne, przeciwalergiczne i immunosupresyjne, dzieki ktorym
znalazly szerokie zastosowanie w leczeniu chorob zapalnych i autoimmunologicznych.
Podwyzszony poziom glikokortykosteroidow (np. stres, terapia glikokortykosteroidami) moze
powodowac uszkodzenie mdzgu, a W szczegolnosci hipokampa — struktury bogatej w receptory
glikokortykosteroidowe, a odpowiadajacej za pamigé, odczuwanie emocji, regulacje nastroju i
zachowanie. Podkreslana jest rola hamujacego wplywu GCs na transport glukozy do
hipokampalnych neurondéw i gleju czy tez udziat GCs w zwigkszonej transmisji
glutaminianergicznej. Poprzez aktywacje receptorow NMDA, AMPA i metabotropowych kwas
glutaminowy moze bra¢ udzial w ostrym uszkodzeniu moézgu oraz wpltywaé na proces
neurodegeneracji. W zwiazku z tym waznym jest poszukiwanie substancji o wtasciwos$ciach
neuroprotekcyjnych, ktore wykazywatyby dziatanie ochronne wobec uszkadzajacego neurony
OUN  dziatania  glikokortykosteroidow 1 warunkowaly  bezpieczng  terapi¢
glikokortykosteroidowa. Odkrycie ekscytotoksycznosci glutaminianu skionito do poszukiwan
substancji  neuroprotekcyjnych  ws$réd —antagonistow aminokwaséw  pobudzajgcych.

Celem badan jest ocena wptywu ACEA 1021 (5-nitro-6,7-dichloro-1,4-dihydro-2,3-
quinoxalinedione; licostinel), selektywnego antagonisty miejsca glicynowego zwigzanego z
kompleksem receptora NMDA, na neurotoksycznos¢ wywotang deksametazonem u myszy. Do
badan wykorzystano opracowany w Katedrze i Zakladzie Farmakologii Doswiadczalnej i
Klinicznej  Uniwersytetu =~ Medycznego w  Lublinie, model neurotoksycznos$ci
glikokortykosteroidowej, polegajacy na podawaniu dootrzewnowo myszom deksametazonu
(DEX-syntetyczny agonista GCs) w dawce 16 mg/kg/dobe przez 14 dni. ACEA 1021 w
dawkach: 1,25, 2,5 1 5 mg/kg/dobg podawano 30 min przed DEX. Nasze wczesniejsze badania
behawioralne wykazaty efekt protekcyjny zastosowanego ACEA 1021 w modelu
neurotoksycznosci glikokortykosteroidowej wywotanej deksametazonem. Dla potwierdzenia
tego dziatania, dodatkowo wykonano oznaczenia morfologiczne oraz immunohistochemiczne
na bialka PCNA 1 GFAP w polu CA3 hipokampa. 48 h po ostatniej dawce stosowanych lekow
myszy zostaly poddane znieczuleniu w narkozie pentobarbituranowej (Nembutal 180 mg/kg),
dekapitowane a pobrane mézgi perfundowane 0,9% NaCl z heparyna i 4% formaldehydem (pH
7,4). W badaniach histomorfologicznych, zabarwione hematoksyling i eozyng (H+E) skrawki
parafinowe mozgoéw oceniano W mikroskopie $wietlnym. Zastosowano réwniez ocene
morfometryczng wykorzystujac program Fiji.app. Komoérki z jasnym, okraglym jadrem i
widocznym jaderkiem byly uwazane za prawidtowe, podczas gdy neurony z ciemnym cialem
komorki za uszkodzone. W komorkach warstwy piramidowej pola CA3 hipokampa oceniano
rowniez odczyn immunohistochemiczny na PCNA (Proliferating Cell Nuclear Factor- jadrowy
antygen dzielacej si¢ komorki jako marker proliferacji komérkowej 1 wykladnik nasilenia
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proceséOw proliferacji komorki) oraz przeprowadzono ocen¢ immunohistochemiczng przy
uzyciu GFAP (Glial Fibrillary Acidic Protein). GFAP jest bialkiem filamentéw posrednich
wystepujacym w komorkach glejowych, mi.in. w astrocytach regulujacych aktywnosé
neuronow, ktorego zwiekszona immunoreaktywnos$¢ jest przyjmowana jako wskaznik glejozy
lub uszkodzenia neuronow.
Wyniki badan wykazaty, ze deksametazon zastosowany w dawce 16 mg/kg/dobe przez 14 dni
powodowat uszkodzenie neurondw pola CA3 hipokampa pod postacia obrzgku
pozakomorkowego, wakuolizacji oraz zwyrodnienia jader. Dodatkowo zmniejszat aktywnos¢
proliferacyjng  w  polu CA3 hipokampa oceniang przy pomocy odczynu
immunohistochemicznego na PCNA oraz zmniejszal $rednig intensywno$¢ reakcji
immunohistochemicznej na GFAP w tym regionie.
ACEA 1021 w zadnej ze stosowanych dawek nie powodowat istotnego nasilenia zmian
morfologicznych neuronéw pola CA3 hipokampa. Obserwowano istotne zmniejszenie ilo$ci
uszkodzonych komorek piramidowych oraz normalizowanie obnizonej intensywnosci reakcji
immunochemicznej GFAP w polu CA3 hipokampa po wszystkich zastosowanych dawkach
ACEA 1021 w modelu neurotoksycznosci z deksametazonem, a najwigkszg aktywnos¢
proliferacyjng obserwowano po zastosowaniu nizszych dawek tego antagonisty NMDA.

Na podstawie uzyskanych wynikow, mozna wnioskowaé, ze ACEA 1021 wykazuje, w
zalezno$ci od dawki, dzialanie protekcyjne w zwierzecym modelu neurotoksyczno$ci
wywotanej deksametazonem. Biorgc pod uwage nasze wczesniejsze 1 kontynuowane badania
behawioralne oraz aktualne morfologiczne i immunochemiczne, nizsze dawki ACEA 1021 tj.
1.25 1 2.5 mg/kg wykazuja wiekszy potencjat protekcyjny w modelu neurotoksycznos$ci
glikokortykosteroidowej. Badania z zastosowaniem antagonisty miejsca glicynowego receptora
NMDA  potwierdzaja udzial aminokwaséw  pobudzajacych  w neurotoksycznosci
glikokortykosteroidow a zastosowany model z uzyciem deksametazonu okazat si¢ przydatny w
przeprowadzeniu tych badan. A zatem, rozwazajac prowadzenie bezpieczne] terapii
glikokortykosteroidami mozna sugerowac, ze ACEA 1021, jako potencjalny lek protekcyjny,
mogltby spetnia¢ taka funkcje, jednakze konieczne jest prowadzenie dalszych obserwacji i
badan.

Strona 59273



mMiR-1a-3p modulatorem podatnosci i odpornosci na stress

Joanna Solich, Agata Faron-Gorecka, Paulina Pabian, Katarzyna Latocha, Marta Dziedzicka-
Wasylewska

Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk

Stres jest reakcja organizmu w odpowiedzi na zewnetrzne lub wewngtrzne bodzce, ktore
zaktocaja jego rownowage i za pomocg ktorej organizm reaguje na zagrozenie. Przedtuzajacy
si¢ stres jest przyczyng wielu chordb m.in. depresji czy zespotu stresu pourazowego, ale takze
cukrzycy i1 chorob uktadu krazenia. Jednak nie wszystkie organizmy reaguja w ten sam sposob
w odpowiedzi na stres, dzigki temu wyrdznia si¢ osobniki podatne i odporne na stres. Niektore
aspekty odpornosci na stres mogg by¢ modelowane i1 badane na zwierzetach co wigze si¢ z
przeprowadzeniem odpowiednich testow behawioralnych. Istniejg rowniez szczepy zwierzat,
ktore wykazuja odpornos$¢ na stres. Takim szczepem sg myszy SWR/J oraz myszy pozbawione
funkcjonalnego transportera noradrenergicznego (NET-KO). Z kolei myszy C57BL/6J (WT)
wykazujg podczas badan podatnos¢ na stres.

Dlatego istotne jest odnalezienie biomarkerow réznicujacych myszy podatne od odpornych na
stres, ktore mogtyby stac si¢ ewentualnymi celami farmakologicznymi, pozwalajacymi lepiej
zarzadzac stresem i zapobiegaé wystgpowaniu choréb z nim zwigzanych.

Niniejsze badania mialy na celu poszukiwanie takich biomarkeréw wsrod miRNA. W tym celu
badano surowic¢ myszy WT, NET-KO 1 SWR/J zaréwno kontrolnych, jak tez poddanych
stresowi unieruchomienia. Do tych eksperymentow wykorzystano Custom TaqgMan Array
MicroRNA Cards (Thermo Fisher Scientific). ROwniez sprawdzono ekspresj¢ wielu miRNA w
réznych rejonach mozgu. Najbardziej interesujacy okazat si¢ mmu-miR-1a-3p, ktory
réznicowal myszy podatne od odpornych na stres zarowno w surowicy jak i w mézdzku. Aby
sprawdzi¢ jego wpltyw na zachowanie zwierzat przeprowadzono infuzj¢ preparatu MIRACLE
mmu-miR-1a-3p Antagomir (ANT-miR-1a-3p)- zmniejszajacego ekspresje miR-1a-3p - do
komory moézgu myszy WT oraz MIRACLE mmu-miR-1a-3p Agomir (AGO-miR-1a-3p) —
zwigkszajacego ekspresje miR-1a-3p - do mézgu myszy NET-KO, a nastepnie przeprowadzono
test wymuszonego ptywania. W ten sposob zaobserwowano zmian¢ zachowania zwierzat
podatnych na stres (WT) na takie jakie obserwowali$my u odpornych na stres i odwrotnie —
myszy odporne na stres (NET-KO) zmienity swoje zachowanie na takie, jakie wykazywaty
myszy WT. Tydzien po wykonanym tescie behawioralnym sprawdzono ekspresj¢ mmu-miR-
la-3p w surowicy myszy WT i1 wykazano, ze ekspresja ta obnizata si¢ po podaniu ANT-miR-
la-3p 1 nie zmieniata si¢ pod wptywem stresu, co byto spojne ze zmianami stwierdzonymi w
surowicy myszy odpornych na stres przed infuzjg AGO-miR-1a-3p.

Wydaje si¢, ze mmu-miR-1a-3p jest dobrym kandydatem zar6wno jako biomarker zwigzany z
odporno$cia na stres, jak tez ewentualny cel terapeutyczny, zwlaszcza ze jest on réwniez
wigzany z dysfunkcjami mig$nia sercowego i regulacja metabolizmu glukozy.

Badania te byly wspierane przez Narodowe Centrum Nauki (projekt nr 2016/23/B/NZ4/01086)
1 dziatalno$¢ statutowg Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk.
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Modyfikacja sjalilacji blony komérkowej glejaka jako mechanizm modulujacy
wrazliwo$¢ komorek na inhibitory EGFR.

Patrycja Jastrzab®, Robert Czarnomysy?, Halina Car', Przemystaw Wielgat*

1) Zaktad Farmakologii Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
2) 7aktad Syntezy i Technologii Srodkéw Leczniczych; Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku

Nieprawidlowa glikozylacja stanowi charakterystyczng ceche komodrek nowotworowych.
Zmiany ilosciowe 1 jakos$ciowe struktury tancuchow cukrowych, moga przyczyni¢ si¢ do
rozwoju nowotworu. Szczegdlng modyfikacjg potranslacyjng zwigzang z glikozylacja biatek
jest sjalilacja — proces polegajacy na dodawaniu reszt kwasu sjalowego do terminalnych cz¢sci
tancuchow cukrowych. Sjalilacja odgrywa kluczowg role w progresji nowotwordéw, a zmiany
we wzorze sjalilacji zostaly opisane jako czynniki modyfikujace skuteczno$¢ chemioterapii.
Celem badania byta ocena wptywu zmian sjalilacji btony komorkowej na wrazliwo$¢ komorek
nowotworowych na inhibitory EGFR. Ma to istotne znaczenie w terapii nowotworow gleju,
gdzie skuteczno$¢ leczenia jest ograniczona.

Linie komodrkowe glejaka wielopostaciowego LN-18 1 LN-229 rdznigce si¢ poziomem ekspresji
receptoréw EGFR i HER2 oraz wrazliwo$cig na temozolomid zostaly poddane dziataniu
erlotynibu. Modyfikacje sjalilacji btony komérkowej przeprowadzono poprzez enzymatyczne
usuniecie kwasu sjalowego z N-koncow glikoprotein i glikosacharydow za pomoca sjalidazy.
Wrazliwo$¢ komorek na erlotynib oceniono przeprowadzajac analizy cyklu komoérkowego i
poziomu ekspresji biatka Ki-67. Aktywnos$¢ migracyjng komorek zbadano w tescie gojenia rany
&quot;wound healing&quot;. Zmiany we wzorze sjalilacji potwierdzono cytometrycznie za
pomoca znakowania sjaloglikanow lektyna SNA.

Enzymatyczne usuniecie kwasu sjalowego w komoérkach LN18 zwigkszato antyproliferacyjne
dziatanie erlotynibu wyrazone zmniejszeniem ekspresji biatka Ki-67 i zmiang podziatu faz
cyklu komorkowego G1, G2 1 S.

W linii komoérkowej LNI18 zaobserwowano istotny wpltyw erlotynibu na migracje, w
przeciwienstwie do komorek linii LN229. Enzymatyczne usunigcie kwasu sjalowego w
komorkach LN229 zmniejszatlo migracje komorek po narazeniu na erlotynib. Podobnego efektu
nie zaobserwowano w przypadku komorek LN18. Uzyskane wyniki sugeruja, ze modyfikacja
sjalilacji btony komoérkowej moze by¢ istotnym mechanizmem warunkujacym wrazliwos¢
komorek glejaka na leki z grupy inhibitorow receptora EGFR.
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Fosforylacja p53 w komérkach niedrobnokomorkowego raka pluca (A549); wplyw
cisplatyny i pylow zawieszonych

Adam Hotownia, Katarzyna Milewska, Agata Niechoda
Zaktad Farmakologii, Uniwersytet Medyczny w Bialymstoku

Zanieczyszczenie powietrza generuje uszkodzenia DNA komorek uktadu oddechowego, a
narazenie chroniczne wspotwystepuje z rakiem ptuc. Biatko p53 jest ,,staznikiem genomu” i
jest aktywowane przez fosforylacje we wcezesnych stadiach uszkodzenia DNA. Celem naszych
badan byta ocena wptywu standaryzowanych zanieczyszczen powietrza: sadzy technicznej
(CB), pylu miejskiego (UD) 1 sadzy nanoczasteczkowej (NPCB) na cykl komorkowy,
uszkodzenia DNA 1 fosforylacje biatka p53 w pozycjach Ser 9, Ser 20, Ser 46 i Ser 392 w
proliferujacych i nieproliferujagcych komorkach niedrobnokomoérkowego raka ptuca (A549)
oraz w komorkach z lekoopornoscig na cisplatyng (CisPT). Fosforylowane p53 oznaczono
ilosciowo w subpopulacjach komodrek za pomoca cytometrii przeptywowej, stosujac
specyficzne  przeciwciala monoklonalne  znakowane fluorochromami 1 analize
dwuwymiarowych wykresow rozrzutu rozktadu fluorescencji. CisPT, UD 1 NPCB zwigkszyly
lokalnie-specyficzng fosforylacje p53, tworzac charakterysyczne wzorce. NPCB aktywowato
wszystkie miejsca niezaleznie od cyklu komodrkowego, podczas gdy UD byt bardziej
selektywny. p53 Ser 9-P i1 p53 Ser 20-P korelowaty dodatnio z liczbg komorek traktowanych
CisPT w fazie GO/G1, a NPCB i NPCB + CisPT dawaty podobny efekt. Stwierdzono takze
obecno$¢ dodatniej korelacji i zintegrowang odpowiedz pomiedzy Ser 20-P i Ser 392-P w
spoczynkowych komodrkach A549 traktowanych NPCB i CisPT, ale nie UD. Wspétzaleznos¢
miedzy ekspresja p53 fosforylowanego w Ser 20 i Ser 392 a zatrzymaniem cyklu komérkowego
pokazuje, ze zmiany potranslacyjne moga by¢ zwigzane z aktywacja funkcjonalng. Nasze dane
sugeruja, ze fosforylacja biatka p53 w odpowiedzi na specyficzne uszkodzenia DNA jest
wielowarstwowa, cze$ciowo zintegrowana 1 prowadzi do funkcjonalnej aktywacji, krytycznej
w profilaktyce 1 leczeniu raka pluca.
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Wplyw niedoboru cynku i przewleklego stresu unieruchomienia na homeostaze cynku i
miedzi, ekspresje metalotionein oraz status stresu oksydacyjnego w watrobie.

Dorota Bederska-fLojewska?, Justyna Turek!, Agata Machaczka®, Lukasz Gasior!, Barttomiej
Pochwat!, Bartlomiej Rospond 2, Joanna Piotrowska 2, Bernadeta Szewczyk?

D7aktad Neurobiologii, Instytut Farmakologii im. Jerzego Majkowskiego Polskiej Akademii
Nauk

2) Zaklad Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydzial Farmaceutyczny, Collegium
Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego

Wstep

Wczesniejsze badania wykazaty, ze dieta uboga w cynk i przewlekly stres indukujg zachowania
depresyjne oporne na leczenie u gryzoni oraz zmiany morfologiczne w roznych narzadach
($ledziona, grasica, watroba, jelita). Watroba jest glownym narzadem odpowiedzialnym za
metabolizm cynku. Sam niedobor cynku moze zakldca¢ funkcje hepatocytéw. Celem badania
bylo zbadanie potencjalnego wptywu stresu i niedoboru cynku na zmiany stezen cynku i miedzi,
a takze zmiany w ekspresji metalotionein (biatek bioracych udzial w wigzaniu metali).
OcenialiSmy réwniez status oksydacyjny myszy poddanych procedurom stresowym i
niedoborowi cynku.

Materiat i metody

Myszy C57Bl1/6 zostaly podzielone na cztery grupy: 1. ZnA - zwierzeta kontrolne z pasza
zawierajaca 50 mg/kg cynku; 2. ZnACRS - zwierzgta poddane 3-tygodniowemu przewleklemu
stresowi unieruchomienia (3 godziny dziennie), otrzymujac ta sama diete jak w poprzednia
grupa; 3. ZnD - otrzymujace diet¢ z poziomem cynku < 3 mg/kg przez 4 tygodnie; 4. ZnDCRS
- poddane tej samej procedurze stresowej co ZnACRS, ale z dieta uboga w cynk. Ocena stezen
MT-1, MT-2, MT-3, ZnT-1, TBARS, SOD i GSH-Px w watrobie (prawy ptat sSrodkowy) zostata
przeprowadzona za pomocg zestawu testow immunoenzymatycznych (ELISA) firmy Enlibio
Biotech Co., Ltd. (Wuhan, Chiny). Catkowita zawartos¢ Zn 1 Cu okreslono metoda
spektroskopii absorpcji atomowej (AAS).

Results

Stezenie MT-2 i MT-3 byto najwyzsze w grupie ZnD (MT-2: 2124+122 ng/pg biatka, MT-3:
1265+57.59 ng/pg biatka) w poréwnaniu do grup ZnA (MT-2: 1663+58.90 ng/ug biatka, MT-
3: 896+18.50 ng/pg biatka), ZnACRS (MT-2: 1443+157.8 ng/pg biatka, MT-3: 1012+64.39
ng/pug biatka) i ZnDCRS (MT-2: 1591+104.5 ng/pg biatka, MT-3: 1041+59.45 ng/ug biatka).
Ograniczenie cynku w diecie, zarowno samodzielnie, jak 1 w potgczeniu ze stresem, znaczaco
zwigkszylo MT-1 w obu grupach: ZnD (1418+75.34 ng/ug biatka), ZnDCRS (1275+80.89
ng/ug biatka) w poréwnaniu do grupy kontrolnej (899+42.15 ng/ug biatka). Grupy ZnA
(898.6+22.38 ng/pg biatka) 1 ZnACRS (915.0+57.93 ng/ug bialka) mialy nizsza ekspresje
biatka ZnT-1 w watrobie niz ZnD (1190+61.27 ng/ug biatka).

Stres oksydacyjny mierzony posrednio przez poziom TBARS byt najwyzszy w grupie ZnA
(5728111913 pmol/g tkanki) w poréwnaniu do pozostatych grup (ZnD 19417+8813;
ZnACRS 25433+12372, ZnDCRS+36350 pmol/g tkanki). Znaczaco obnizony poziom TBARS
zaobserwowano u myszy ZnD w porownaniu do ZnDCRS. Najwyzszg aktywno$¢ SOD
zaobserwowano w grupie ZnA (0,862+0,24 U/mg biatka) w pordwnaniu do grupy ZnD
(0,613+0,15 U/mg biatka). Nie stwierdzono istotnych réznic w aktywnosci GSH-Px (ZnA
42,95+18,32 U/mg biatka, ZnD 34,06£16,22 U/mg biatka, ZnACRS 38,54+9,51 U/mg biatka,
ZnDCRS 43,75+7,06 U/mg bialka). Stezenie cynku nie roznito si¢ migdzy wszystkimi grupami,
ale grupa ZnDCRS miata nizsze stezenie Cu (2,29+0,42) w poréwnaniu do grupy kontrolne;j
(2,87+0,47).
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Whioski

Na podstawie wynikbw mozna stwierdzi¢, ze niedobor cynku 1 przewlekly stres
unieruchomienia wplywaja na ekspresje metalotionein, markery stresu oksydacyjnego oraz
homeostaze¢ cynku 1 miedzi w watrobie. Niedobdr cynku znaczaco zwigksza poziomy
metalotionein i wplywa na markery stresu oksydacyjnego, podczas gdy przewlekly stres
unieruchomienia modyfikuje te efekty. Potgczenie niedoboru cynku i stresu zmienia odpowiedz
na stres oksydacyjny oraz stezenie miedzi. Wyniki te podkreslaja ztozong interakcje migdzy
stanem cynku, stresem a homeostazg metali w watrobie.

Badania byly finansowane z grantu Narodowego Centrum Nauki (projekt nr.
2020/37/B/INZ5/03891) .
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Czy diapauza zarodkowa moze odmlodzi¢ zarodki? Wplyw diapauzy na ekspresje genow
w blastocystach pochodzacych od matek w zaawansowanym wieku

Fukasz Gasior!?, Richard Musson 2, Hafsa Gulzar 2, Grazyna Ewa Ptak®

U Instytut Farmakologii im. Jerzego Majkowskiego Polskiej Akademii Nauk w Krakowie,
Zaktad Neurobiologii,

2) Matopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow, Polska; Szkota
Doktorska Nauk Scistych i Przyrodniczych, Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie.

% Matopolskie Centrum Biotechnologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Tlo: Zaawansowany wiek matki (AMA) niesie ze soba znaczne ryzyko niekorzystnych
wynikow cigzowych oraz dtugoterminowych problemoéw zdrowotnych u potomstwa. Do tych
ryzyk naleza zwigkszone wskazniki poronien, wrodzonych wad rozwojowych, niskiej masy
urodzeniowej, przedwczesnego porodu oraz zaburzen neurodewelopacyjnych, takich jak
autyzm, padaczka i Igk. Chociaz niekorzystne skutki AMA na potomstwo byly szeroko badane,
doktadne mechanizmy pozostaja niejasne. W szczeg6lnosci zmiany w ekspresji gendow w
zarodkach przedimplantacyjnych spowodowane AMA mogg leze¢ u podstaw wielu z tych
ryzyk.

Diapauza zarodkowa jest naturalng strategia reprodukcyjng u niektorych ssakow, gdzie rozwoj
zarodka zostaje tymczasowo wstrzymany z powodu niereceptywnego stanu macicy matki. To
zawieszenie pozwala na synchronizacj¢ z optymalnymi warunkami $rodowiskowymi. Podczas
diapauzy aktywnos$¢ komorkowa i metabolizm s3a znaczaco redukowane, a ochronne
mechanizmy, takie jak zwigkszona naprawa DNA 1 zmniejszony stres oksydacyjny, sa
aktywowane. Te ochronne S$ciezki sa kluczowe dla utrzymania zywotnosci zarodka w
warunkach, ktére zazwyczaj bylyby niekorzystne dla rozwoju, takich jak stres oksydacyjny czy
uszkodzenia DNA.

Cel: Biorac pod uwage te mechanizmy ochronne, diapauza zarodkowa stanowi intrygujaca
potencjalng interwencje¢ majaca na celu poprawe jakosci zarodkéw dotknietych AMA.
Wprowadzenie diapauzy moze umozliwi¢ naprawe uszkodzen genetycznych i zmniejszenie
stresu oksydacyjnego, ktory zazwyczaj wzrasta wraz z wiekiem matki. Celem tego badania jest
zbadanie, czy diapauza moze ztagodzi¢ negatywne skutki AMA na profil ekspresji genow w
zarodkach przedimplantacyjnych, potencjalnie oferujac przetomowe strategie terapeutyczne.
Metody: Badanie obejmowato mlode (3-miesigczne) i stare (10-12-miesieczne) myszy.
Superowulacj¢ indukowano za pomoca 10U PMSG i1 10U hCG. Stare myszy poddano diapauzie
zarodkowej poprzez owaryektomie w 2,5 dniu po kopulacji, a zarodki pobierano w 12 dniu po
kopulacji. Analizowano cztery grupy: Mlode, AMA, Mtode + ED i AMA + ED. RNA
izolowano z poszczegodlnych zarodkéw za pomoca zestawu Dynabeads™ mRNA Purification
Kit. Biblioteki przygotowywano za pomocg zestawu SMART-Seq v4 i sekwencjonowano na
sekwenatorze NovaSeq. Ekspresje gendéw analizowano za pomocg pseudoalignmentu z
wykorzystaniem Kallisto, w poréwnaniu do transkryptomu myszy GRCm39. Analize
statystyczng przeprowadzono za pomocg DESeq2. Analiz¢ wzbogacenia przeprowadzono z
uzyciem platformy Metascape. Za statystycznie istotne uznawano geny z log2FoldChange
wigkszym niz 2 lub mniejszym niz -2 oraz FDR mniejszym niz 0,05 (skorygowanym za pomocg
korekceji Bonferroniego). W grupie zaawansowany wiek plus diapauza w poréwnaniu do grupy
kontrolnej zidentyfikowano 2800 statystycznie istotnych transkryptéw, podczas gdy w grupie
zaawansowany wiek w poréwnaniu do miodej grupy zidentyfikowano 259 istotnych
transkryptow.

Wyniki: Znaczaca nadekspresja $ciezek zwigzanych z sygnalizacja synaptyczng, zachowaniem
1 rozwojem uktadu nerwowego zostala zaobserwowana w zarodkach od starych myszy w
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poréwnaniu do mtodych myszy. Zarodki od myszy poddanych diapauzie wykazywaty profile
ekspresji genéw podobne do zarodkéw od miodych myszy, z znaczacym wzbogaceniem
procesow cyklu komorkowego i §ciezek metabolicznych. Diapauza wigze si¢ ze zmniejszonym
stresem oksydacyjnym i zwigkszonymi mechanizmami naprawy DNA, co prawdopodobnie
przyczynia si¢ do obserwowanej normalizacji profilu ekspresji genow. Sugeruje to potencjalng
role diapauzy w poprawie jakosci zarodkOw poprzez minimalizowanie stresu rozwojowego 1
korygowanie aberracji genetycznych.

Whnioski: AMA zmienia ekspresje genow w zarodkach przedimplantacyjnych, szczegdlnie
wplywajac na Sciezki rozwoju neuronalnego. Diapauza zarodkowa cze§ciowo przywraca profil
ekspresji gendw podobny do tego u miodych myszy, co sugeruje potencjalne strategie
terapeutyczne majace na celu ztagodzenie ryzyka zwigzanego z AMA poprzez poprawe jakosci
zarodkow dzigki mechanizmom ochronnym aktywowanym podczas diapauzy.

Podzigkowania: Badania te byty finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w Polsce w
ramach grantow 2019/35/N/NZ3/03213, 2019/35/B/NZ4/03547 oraz 2021/41/B/NZ3/03507.

Strona 66 z 73



Wplyw zmiany poziomu serotoniny w moézgu na pamie¢¢ wzrokowa zwierzat w teScie
rozpoznawania nowego obiektu (NOR)

Gotebiowska Joannal, Judith Homberg? Natalia Alenina®, Michael Bader®, Popik Piotr?,
Agnieszka Nikiforuk!

1) Zaktad Badan Nowych Lekow, Instytut Farmakologii PAN im. Jerzego Maja w Krakowie

20 Department of Cognitive Neuroscience, Donders Institute for Brain, Cognition and
Behaviour, Nijmegen, the Netherlands

¥ Max-Delbriick-Center for Molecular Medicine (MDC), Berlin

Uktad serotoninergiczny odgrywa bardzo wazng role w wielu procesach zachodzacych w
o$rodkowym uktadzie nerwowym. Synteza serotoniny w mézgu przebiega przy udziale enzymu
hydroksylazy tryptofanu (TPH2), ktory jest niezbedny do tego procesu. Natomiast transporter
wychwytu zwrotnego serotoniny (SERT) odgrywa kluczowa role w regulacji aktywnosci
serotoninergiczne;.

Celem niniejszej pracy jest zbadanie procesow pamigci wzrokowej u szczurow z genetycznymi
modyfikacjami w obrgbie genéw kodujacych TPH2 oraz SERT. Szczury TPH2-KO zostaty
wygenerowane przy zastosowaniu nukleazy z motywem palca cynkowego (Zincfinger
nuclease). Enzym ten powoduje wycigcie 11 nukleotyddow w obrebie siddmego eksonu
szczurzego genu Tph2. Powstala mutacja typu ,,przesuniecie ramki odczytu” prowadzi do
powstania przedwczesnego kodonu stop, co skutkuje niefunkcjonalnym produktem biatkowym,
czyli zmniejszeniem poziomu serotoniny w mozgu. Szczury SERT-KO zostaty wygenerowane
w oparciu chemiczng mutagenez¢ z zastosowaniem N-etylo-N-nitozomocznik (ENU). Zwigzek
ten powoduje powstanie punktowej mutacji, tj. transwersji cytozyny do adeniny w pozycji 3924
genu SERT. Zmiana ta prowadzi do powstania przedwczesnego kodonu stop w obrebie
trzeciego eksonu kodujacego druga wewnatrzkomoérkowa petle biatka SERT. Powstaje krotszy
1 niefunkcjonalny produkt biatkowy, czyli szczury te charakteryzuja si¢ zwigkszonym
poziomem serotoniny w mozgu.

Do oceny wzrokowej pamigci epizodycznej uzyto testu rozpoznawania nowego obiektu NOR
(Novel Object Recognition Test), polegajacego na ocenie spontanicznej eksploracji dwdch
obiektow przez szczura. Test dzieli si¢ na dwie 3-minutowe proby oddzielone przerwa (ITI) o
roznej dlugosci, w zaleznos$ci od wariantu testu (1 lub 6 godzin przerwy). Podczas pierwszej
proby (T1) dwa identyczne obiekty (Al 1 A2) umieszczone zostaja w przeciwleglych rogach
otwartego pola. W drugiej prébie (T2) jeden z obiektow zostaje zastgpiony nowym
(A=znajomy, B=nowy). Na podstawie czasu eksploracji (E) obu obiektow obliczany jest
wskaznik dyskryminacji wedtug wzoru: DI=(EB-EA)/(EA+EB).

Wykazano, ze szczury ze zwigkszonym poziomem serotoniny w mézgu (SERT-KO) wykazuja
zaburzenia pamigci wzrokowej po uptywie szesciu godzin. U zwierzat TPH2-KO nie wykazano
zadnych istotnych zmian ani w jedno- ani w sze$cio- godzinnym wariancie testu NOR.

Niniejsza praca ukazuje, ze zmiany w obrgbie uktadu serotonergicznego prowadzace do
zwigkszenia poziomu serotoniny w mozgu moga prowadzi¢ do zaburzen pamigci wzrokowe;.
Uzyskane wyniki potwierdzaja, ze szczury pozbawione transportera serotoninowego stanowig
cenny model stuzacy do badania konsekwencji wzrostu poziomu serotoniny w mézgu.
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Badania byly finansowane z grantu ERA-NET Neuron II JTC 2015 oraz z dzialalnos$ci
statutowe] Zaktadu Badan Nowych Lekow, Instytut Farmakologii PAN im. Jerzego Maja w
Krakowie
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Prenatalne podanie deksametazonu prowadzi do obnizZenia ekspresji genow kodujacych
bialka rybosomalne w korze czolowej

Katarzyna Gtombik®, Magdalena Kukla-Bartoszek®, Matgorzata Borczyk?, Jacek Hajto?,
Marcin Piechota?, Michat Korostynski?, Agnieszka Basta-Kaim?!

Y Pracownia Immunoendokrynologii, Zaktad Neuroendokrynologii Doswiadczalnej, Instytut
Farmakologii, Polska Akademia Nauk
20 Pracownia Farmakogenomiki, Zaktad Neurofarmakologii Molekularnej, Instytut
Farmakologii, Polska Akademia Nauk

Pomimo wieloletnich badan nad mozliwos$ciami terapii depresji, odsetek pacjentow cierpiacych
na to zaburzenie, u ktorych standardowe leczenie jest nieefektywne, stale ro$nie. Z tej
przyczyny lepsze zrozumienie etiologii tej choroby jest konieczne do opracowania nowych,
spersonalizowanych strategii leczenia. Jedna z najnowszych hipotez wigze deregulacje
ekspresji genéw kodujacych biatka rybosomalne (RPG, ang. ribosomal protein genes) oraz
zmiany w liczbie i sktadzie rybosomow jako jedng z przyczyn rozwoju depresji. Zmiany te,
zwlaszcza w neurytach, moga modyfikowac¢ syntez¢ biatek zaangazowanych w proces
przekaznictwa synaptycznego, co moze prowadzi¢ do jego uposledzenia. W zwigzku z
powyzszym, naszym celem byta analiza zmian ekspresji RPG w zwierzgcym modelu depresji
opartym o prenatalne podawanie deksametazonu, w korze czotowej jako strukturze
zaangazowanej w patofizjologie depresji. Cigzarnym samicom szczurdw szczepu Sprague-
Dawley podawano syntetyczny glikokortykoid - deksametazon (w dawce 0.1 mg/kg)
poczawszy od 14 dnia cigzy az do porodu. Doroste, meskie potomstwo matek kontrolnych i
matek, ktérym podawano deksametazon usSmiercono i wyizolowano kore czotowa w celu
analizy przy uzyciu metody sekwencjonowania RNA. Analize¢ roznicowej ekspresji gendw
przeprowadzono za pomocg pakietu R: EdgeR v3.42.4. Wartosci p skorygowano dla
wielokrotnego testowania  przy  uzyciu poprawki Benjaminiego-Hochberga
(FDR&amp;lt;0.05). Do analizy funkcjonalnej wykorzystano baz¢ danych KEGG 1
przeprowadzono ja przy uzyciu ClueGO v.2.5.6 i GeneMania v.3.5.2., wtyczek do
oprogramowania Cytoscape v.3.8.2 wraz z narzedziem PINE, ktére wykorzystano do
wizualizacji wynikow. Analiza wzbogacenia pokazala, ze podanie deksametazonu w okresie
prenatalnym spowodowato znaczny spadek poziomu ekspresji 15 RPG, kodujacych biatka
duzej 1 matej podjednostki rybosomalnej (Rpl: Rpl13, Rpl18a, Rpl32, Rpl35, Rpl35all, Rpl37,
Rpl37a, Rpl8, Rplp2; Rps: Rps1011, Rps15, Rps16, Rps18, Rps21, Rps28). Wydaje sig, ze
obnizenie poziomu RPG w moézgu moze skutkowa¢ zmniejszong biosynteza rybosomow w
neuronach, co prowadzi do globalnego spadku translacji i syntezy biatek. Co wigcej, poniewaz
rybosomy biorg udzial w syntezie receptorow dla neuroprzekaznikow, bialek rusztowania
synaptycznego i innych czynnikéw regulacyjnych, zaobserwowane zmiany moga posrednio
zmienia¢ proces neuroprzekaznictwa, ale aby to oceni¢ konieczne sg dalsze szczegdtowe
badania.

Finansowanie: Praca powstala w wyniku realizacji projektu badawczego o nr
2020/39/D/NZ7/01610 finansowanego ze $srodkow Narodowego Centrum Nauki
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Cardiovascular effects in SARS - CoV - 2 infected humans.
Andrzej J. Plech!, Monika Rykaczewska - Czerwinska?, Dominika Czewinska - Gtowka?

1) Wydziat Nauk o Zdrowiu, Slaski Uniwersytet Medyczny
2) Instytut Nauk Medycznych, Uniwersytet Opolski

SARS-CoV-2 induced infection of respiratory systemin of several patients may be of different
intensity. It may be manifested as a mild clinical status till a serious clinical manifestatioins as
a pneumonia, or an acute respiratory distress syndrome(ARDS). Further clnical studies of
patients SARS -CoV infected appeared a broad spectrum of the disfunction of different internal
organs, including cardiovascular system. Amog them the lesion of cardiac muiscle and the
cadiac arrhythmias were evidently more frequent in SARS - CoV — 2 infected patients.
Endothelial disfuncion is an important risk factorin for patients with COVID-19 and with
different cardiological disturbances.

Mental and neurological effects in SARS - CoV - 2 infected patients.
Andrzej J. Plech!, Monika Rykaczewska - Czerwifiska?, Dominika Czewinska - Gtowka?

V) Wydziat Nauk o Zdrowiu, Slaski Uniwersytet Medyczny
2) Instytut Nauk Medycznych, Uniwersytet Opolski

Coronaviride exert a stong biological effect on different living species: invertebrates as well
on humans. A new virus belonging to this family: SARS CoV — 2 may often induce in
humans a disease COVID — 19, which since 2019 is regarded as a pandemic

infectious disease. It was proved that these viruses may penetrate via lungs insite of infected
organism. Puybasset presented hypothesis of existing a tunctional axis: brain - lungs - brain
in SARS — CoV - 2 infected patients. It is necessary to confirm this hypothesis. However the
results of in vitro study on human astrocytes, and on human microglial cells showed that
they are sensitive to SARS — CoV — 2 viruses penetrating into human brain.

These results support an important but transient influence of SARS - Cov — 2 on human
central nervous system.
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Myszy ze zroznicowanym tempem metabolizmu (BMR) jako doskonaly model badania
rozwoju chorob cywilizacyjnych

Halina Car!, Diana Sawicka!, Sebastian Maciak?, Anna Sadowska?, Marek Konarzewski?

1) Zaktad Farmakologii Do$wiadczalnej, Uniwersytet Medyczny w Biatymstoku
?) Katedra Ekologii Ewolucyjnej i Fizjologicznej, Uniwersytetu w Biatymstoku

Myszy laboratoryjne selekcjonowane na wysokie i niskie tempo metabolizmu podstawowego
(BMR) (hodowla w Katedrze Ekologii Ewolucyjnej i Fizjologicznej na Wydziale Biologii
Uniwersytetu w Biatymstoku) stanowig unikatowy model do badania rozwoju choréb
cywilizacyjnych zaleznych od metabolizmu.

U myszy szczepu Mus musculus oprocz roznic w wartosciach BMR obserwowane sg
wielokierunkowe zmian architektury komorkowej. U myszy charakteryzujacych si¢ niskim
wskaznikiem metabolizmu podstawowego (LBMR), komorki pochodzace z narzagdéw uktadu
pokarmowego (hepatocyty, enterocyty) i komorki kanalikow nerkowych sg mniejsze, podczas
gdy erytrocyty oraz komorki nabtonka skéry sa znacznie wigksze w porownaniu do tych
samych komorek u myszy z wysokim metabolizmem podstawowym (HBMR). Zwierzgta te
r6znig si¢ istotnie zdolnos$cia do odpowiedzi immunologicznej, podatno$cia na zatrucia
substancjami szkodliwymi, co przektada si¢ na tempo starzenia si¢ komorek, oraz rozwdj takich
chorob jak cukrzyca czy nowotwory. Obie linie myszy charakteryzuja si¢ zrdéznicowana
generacja reaktywnych form tlenu (RFT), proporcja nienasyconych kwasow tluszczowych i
zdolno$cig do utrzymania mechanizmow obronnych. Badania z zastosowaniem tego modelu
pozwalaja na kontrolowanie wptyw zmiennosci BMR na rozwoj choréb uktadu sercowo-
naczyniowego, cukrzycy i nowotworow.

W ramach wspétpracy i przeprowadzonych badan wykazaliSmy, iz myszy linii HBMR
charakteryzuja si¢ wyzsza ekspresjag genu mTOR w hepatocytach niz myszy linii LBMR, co
moze sugerowa¢ wzmocniony mechanizm obrotu glukozy w organizmach z wyzszym BMR, a
tym samym spowolnienie rozwoju insulinoopornosci (IR) i cukrzycy typu 2 (T2D). Ponadto,
stwierdziliSmy u myszy linii HBMR silniejsza relaksacj¢ aorty w wyniku wigkszej gestos¢
kanaléw potasowych w $rdédbtonku naczyn krwionos$nych, co potencjalnie moze stanowié
mechanizm ochronny przed nadci$nieniem. Nasze ostatnie badania pokazaly istotnie wyzsze
stezenia enzymow oksydacyjnych oraz wyzsza ekspresj¢ genu Keap-1 w watrobie i mézgu oraz
szybszy rozwoj 1 silniejszy wzrostu guza nowotworu jelita grubego u myszy liniit HBMR.
Zainteresowanie tematyka wpltywu tempa metabolizmu w rozwoju innowacyjnych metod
zapobiegania 1i/lub leczenia choréb cywilizacyjnych ostatnio istotnie wzrosto. Nasze
dotychczasowe badania z zastosowaniem wyzej opisanego modelu zwierzat maja charakter
unikatowy oraz posrednio odnosza si¢ do poznania czynnikéw sprzyjajacych minimalizacji
ryzyka rozwoju chorob zaleznych od metabolizmu, a takze zmniejszenia prawdopodobienstwa
zachorowania zwlaszcza wsrdd osob z grupy ryzyka.
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Rozw6j badan behawioralnych: analiza interakcji spolecznych szczuréw oparta na
uczeniu maszynowym

Ewelina Cyrano, Agnieszka Potasiewicz, Piotr Popik, Agnieszka Nikiforuk

Zaktad Badan Nowych Lekéw, Instytut Farmakologii im. Jerzego Maja, Polska Akademia
Nauk

Rozw¢j technologii uczenia maszynowego zapoczatkowat nowg er¢ w metodach badawczych,
takze w analizie ztozonych interakcji spotecznych zwierzat. Tradycyjne metody oceny
zachowan spolecznych sg niezwykle czasochlonne i narazone na subiektywne interpretacje
badaczy. W odpowiedzi na te wyzwania, nowoczesne techniki informatyczne oferuja szybka i
obiektywng metod¢ analizy danych behawioralnych. Niniejsza praca skupia si¢ na
wykorzystaniu technik uczenia maszynowego do klasyfikowania zachowan spolecznych
szczuréw, opierajac si¢ na dynamicznie rozwijajacych si¢, darmowych programach, takich jak
DeepLabCut i Simple Behavioral Analysis (SimBA).

Celem badania bylo zweryfikowanie skutecznosci narzedzi uczenia maszynowego w analizie
zachowan spotecznych par szczurdéw, porownujac uzyskane wyniki z tradycyjnymi metodami
oceny. Nagrania wideo interakcji szczurow w ,,wolnym polu”, zostaly wykorzystane do
wytrenowania sieci neuronowej przy pomocy pakietu DeepLabCut. Uzyskane dane
numeryczne, reprezentujace czg¢sci ciala zwierzat w przestrzeni i czasie, byly nast¢pnie
wykorzystywane do konstrukcji klasyfikatoréw modeli zachowan spolecznych w programie
SimBA. Doktadno$¢ automatycznych oznaczen zostala zweryfikowana poprzez poréwnanie
uzyskanych wynikow z manualnymi adnotacjami wykonanymi przez badaczy.

Wyniki badania wykazaly wysoki stopien korelacji miedzy automatyczng klasyfikacja
zachowan szczuréw przez DeepLabCut i SimBA a manualnymi adnotacjami, co $wiadczy o
skutecznos$ci narzedzi uczenia maszynowego w analizach behawioralnych. Integracja takich
narzedzi w badania zachowan zwierzat stanowi istotny postgp w dziedzinie badan
behawioralnych. Nasze badania sugeruja, Ze analiza cyfrowa stanowi efektywne, praktyczne i
tatwe w obstudze rozwiazanie dla precyzyjnej oceny interakcji spotecznych zwierzat.

Badanie zostalo sfinansowane ze $rodkow statutowych Zaktadu Badan Nowych Lekow
Instytutu Farmakologii im. Jerzego Maja Polskiej Akademii Nauk oraz grantu Narodowego
Centrum Nauki SONATA 17 2021/43/D/NZ5/00469
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Prezentacja firmy Polygen Sp. z 0.0., Gliwice
Bujak Karol

Polygen oferuje kompleksowe i innowacyjne rozwigzania do chromatografii cieczowej! Firma
specjalizuje si¢ w dostawie aparatury, kolumn i1 akcesoriow w zakresie: HPLC/UHPLC,
FLASH, GPC/SEC, a takze przeprowadza instalacje, szkolenia i prowadzi doradztwo
techniczne.

Polygen dysponuje wlasnym, autoryzowanym serwisem oferowanej aparatury oraz posiada
uprawnienia do przeprowadzenia procesoOw kwalifikacji 1Q, OQ/PQ.

Polygen jest przedstawicielem renomowanych producentéw aparatury jak: Thermo Scientific,
Advion Interchim Scientific, Tosoh Bioscience, Shodex, Macherey-Nagel, Recipe, La-Pha-
Pack, VICI, Chrom4.

W ofercie Polygen sg rowniez osmometry firmy Gonotec — An ELITech Group , aparatura do
mikrodializy firmy CMA Microdialysis AB, generatory gazow firmy F-DGSi oraz zestawy do
badan uwalniania substancji czynnej w lekach oraz zestawy do przygotowania mediéw do
uwalniania substancji czynnej firmy Riggtek. Polygen posiada wlasne laboratorium
aplikacyjne.
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