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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach

naukowych

2009-obecnie

2004-2009

adiunkt w Zakladzie Fizjologii Zwierzat, Wydziat Biologii
i Biotechnologii, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

w Lublinie

asystent w Zakladzie Fizjologii Zwierzat, Wydziat Biologii
i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Marii Curie-Sktodowskiej

w Lublinie

4. Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia

14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym, oraz

o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze
zm.w Dz.U.z2016r. poz. 1311)

Osiggniecie naukowe zgloszone do postepowania habilitacyjnego stanowi cykl

pieciu oryginalnych prac naukowych opublikowanych w czasopismach z listy Journal

Citation Reports (JCR) w latach 2014-2019. Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania

Impact Factor (IF) powyzszego cyklu wynosi 15,191, co opowiada 120 punktom MNiSW.

We wszystkich pracach zawartych w cyklu jestem pierwszym autorem oraz autorem

korespondujagcym. Mo6j Sredni procentowy udzial w prezentowanych publikacjach

wynosi 84%.

4.1 Tytul osiagniecia naukowego

PRZECIWDRGAWKOWE WEASCIWOSCI WYBRANYCH ZWIAZKOW ORAZ ICH WPEYW

NA AKTYWNOSC LEKOW PRZECIWPADACZKOWYCH W DOSWIADCZALNYCH

MODELACH DRGAWEK PADACZKOWYCH

4.2 Publikacje wchodzace w sklad osiggniecia naukowego

H1. Nieoczym D*, Socala K, Raszewski G, Wlaz P. (2014) Effect of quercetin and rutin in

some acute seizure models in mice. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry

54:50-58.
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[F2014 = 3,689; MNiSW2014 = 35 pkt; *autor korespondujacy

H2. Nieoczym D* Socala K, Wlaz P. (2017) Evaluation of the anticonvulsant effect of
brilliant blue G, a selective P2X7 receptor antagonist, inthe iv PTZ-, maximal
electroshock-, and 6 Hz-induced seizure tests in mice. Neurochem Res. 42(11):3114-

3124.
[F2017 = 2,772; MNiSW2016 = 20 pkt; *autor korespondujacy

H3. Nieoczym D¥*, Socata K, Wlaz P. (2018) Assessment of the anticonvulsant potency of

ursolic acid in seizure threshold tests in mice. Neurochem Res. 43(5):995-1002.
IF2017 = 2,772; MNiSW2016 = 20 pkt; *autor korespondujgcy

H4. Nieoczym D* Socata K, Gawel K, Esguerra C V, Wyska E, Wlaz P. (2019)
Anticonvulsant activity of pterostilbene in zebrafish and mouse acute seizure tests.

Neurochem Res. https://doi.org/10.1007/s11064-019-02735-2
IF2017 = 2,772; MNiSW2016 = 20 pkt; *autor korespondujacy

H5. Nieoczym D¥*, Socata K, Jedziniak P, Wyska E, WlaZ P. (2019) Effect of pterostilbene,
a natural analog of resveratrol, on the activity of some antiepileptic drugs in the

acute seizure tests in mice. Neurotox Res. DOI: 10.1007/s12640-019-00021-1

IF2017 = 3,186; MNiSW2016 = 25 pkt; *autor korespondujacy

4.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz

zZ omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Padaczka jest jednym z najczestszych zaburzen neurologicznych, ktére dotyka
1% populacji, co stanowi ok. 65 milionéw ludzi na catym Swiecie (1, 2). Wystepuje ona
u 0s6b w kazdym wieku, chociaz wiekszy wspotczynnik zachorowalnoSci na padaczke
notuje sie u dzieci w pierwszych latach zycia, a takze u os6b po 60. roku zycia (3, 4).
Miedzynarodowa Liga Przeciwpadaczkowa (International League Against Epilepsy -
ILAE) oraz Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health Organization - WHO)
zdefiniowaty padaczke jako chorobe chrakteryzujaca sie nawracajacymi spontanicznymi
napadami, ktore sg wynikiem nieprawidtowych, nadmiernych i zsynchronizowanych
wytadowan komoérek nerwowych w obrebie centralnego uktadu nerwowego (5).
Przebieg napadéw padaczkowych jest bardzo réznorodny - od niewielkich zaburzen

Swiadomos$ci po zaburzenia motoryczne, sensoryczne, wegetatywne i psychiczne,
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uzaleznione od struktur moézgu, w ktéorych doszto do zaklécenia sygnatow
elektrycznych. Same napady padaczkowe powodujg w obrebie tkanki mézgowej zmiany

strukturalne i funkcjonalne, ktore sprzyjaja powstawaniu kolejnych napadow (3).

Diagnoza padaczki jest trudna i ztozona, poniewaz choroba ta nie posiada
specyficznych cech, ktére moglyby by¢ tzw. ,ztotym standardem” pomocnym w jej
diagnozowaniu (2). Ogolnie przyjetym kryterium w diagnozowaniu padaczki jest
wystapienie u pacjenta co najmniej dwoéch nieprowokowanych (lub odruchowych)
napadéw padaczkowych w odstepie czasowym dtuzszym niz 24 godziny (5). Postep
wiedzy w zakresie znajomos$ci patomechanizméw zaburzen padaczkowych przyczynit
sie do uaktualnienia definicji padaczki i sformutowania dodatkowych kryteriow
stuzacych diagnozowaniu tego schorzenia. Zgodnie z nowymi zaleceniami ILAE,
padaczke diagnozuje sie rdéwniez u oséb, u ktéorych wystgpil tylko jeden
nieprowokowany (lub odruchowy) napad padaczkowy, ale istnieje u nich wysokie (co
najmniej 60-procentowe) prawdopodobienstwo nawrotu takiego napadu (tj. 2
nieprowokowane napady w ciggu 10 lat obserwacji). Znaczne ryzyko wystgpienia
powtérnych napadéw padaczkowych wystepuje w przypadku m.in. udar6w mdézgu,
infekcji i urazéw centralnego uktadu nerwowego. Padaczke diagnozuje sie réwniez
u pacjentdbw, u ktéorych na podstawie obrazu klinicznego i zapisu
elektroencefalograficznego rozpoznano zesp6t padaczkowy (6). Ws$réd przyczyn
zaburzen padaczkowych wyréznia sie m.in. czynniki genetyczne i immunologiczne,

nieprawidtowosci strukturalne lub metaboliczne oraz infekcje (2).

Komisja ds. Klasyfikacji i Nazewnictwa ILAE zweryfikowata w 2017 roku
obowigzujacg woéwczas klasyfikacje napadoéw padaczkowych. Zgodnie z obecnymi
zaleceniami wyroznia sie trzy podstawowe rodzaje napadow - napady ogniskowe,
uogolnione i napady o nieznanym poczatku. Wsréd napadéw ogniskowych wyrdzniono
napady przebiegajace z zaburzeniami oraz bez zaburzen $wiadomos$ci. Jednym
z rodzajow napadow ogniskowych sg tez wtdérnie uogo6lnione napady toniczno-
kloniczne. W grupie napadéw uogoélnionych oraz tych o nieznanym poczatku
wyréznione zostaly napady z manifestacjiami ruchowymi (m.in. napady toniczne,
kloniczne, toniczno-kloniczne, miokloniczne, atoniczne) oraz napady z objawami innymi

niz ruchowe (6).
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Bezposredniag przyczyng napadéw padaczkowych jest nadmierna aktywnos$¢
komorek nerwowych spowodowana depolaryzacja ich bton komdérkowych. Nadmierne
i zsynchronizowane wyladowania neuronéw sg wynikiem braku réwnowagi miedzy
procesami pobudzania i hamowania w obrebie centralnego ukiadu nerwowego.
Przewaga proceséw pobudzania komorek nerwowych prowadzi do powstawania
napadoéw padaczkowych, natomiast nasilanie proceséw hamowania zapobiega ich
rozwojowi (7). Aktywno$¢ komorek nerwowych jest kontrolowana przez uktady
neuroprzekaznikowe - w przypadku padaczki najwieksze znaczenie ma hamujace
dziatanie kwasu y-aminomastowego (GABA) oraz pobudzajgce wplywy kwasu
glutaminowego, a takze bramkowane ligandami i zmianami napiecia btony komérkowej
kanaty i pompy jonowe. W modelach doswiadczalnych drgawki padaczkowe moga by¢
wywotywane podaniem zwigzkéw modyfikujacych aktywno$¢ powyzszych uktadow
neuroprzekaznikowych, np. pentetrazolu (PTZ), ktéry jest antagonistg receptora GABA,,
czy tez kwasu N-metylo-D-asparaginowego (NMDA) i kwasu kainowego (KA), ktére

pobudzaja receptory kwasu glutaminowego (3).

Chociaz zaburzenia pobudliwosci komérek nerwowych sa bezposrednig
przyczyng napadéw padaczkowych, to w powstawaniu i rozwoju tych nieprawidtowosci
uczestniczy wiele szlakéw i mechanizméw neurobiologicznych, ktére sa jednoczes$nie
potencjalnymi miejscami uchwytu dla nowych terapii przeciwpadaczkowych. Mozna
tutaj wymieni¢ m.in. gromadzenie biatek neurodegeneracyjnych (np. biatko tau,
B-amyloid), procesy neurogenezy i neurodegeneracji, procesy zapalne (np. interleukina
1B, transformujacy czynnik wzrostu (3, kinaza receptora TGF 3 typu 1), zmiany struktury
i aktywnosSci btonowych kanatéw jonowych bramkowanych napieciem lub ligandami,
wydzielanie i wychwyt zwrotny neuroprzekaznikéw, wewnatrzkomorkowe szlaki
sygnalne (np. neurotroficzny czynnik pochodzenia mozgowego — BDNF, receptory Trk),
szlak ssaczego celu rapamycyny (ang. mammalian target of rapamycin, mTOR), a takze

aktywacje komorek mikrogleju (2).

Podstawowym sposobem leczenia zaburzen padaczkowych jest farmakoterapia,
ktérej zadaniem jest zahamowanie lub przynajmniej istotne ograniczenie wystepowania
napadéw. Mechanizm dziatania dostepnych lekéw przeciwpadaczkowych zwigzany jest
gtéwnie z nasilaniem hamujgcego neuroprzekaZnictwa GABAergicznego, ostabianiem

pobudzajacego neuroprzekaZnictwa glutaminianergicznego oraz oddziatywaniem na
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aktywnos$¢ kanatéw jonowych, gtéwnie sodowych, a takze potasowych i wapniowych
(8).

Chociaz na rynku farmaceutycznym dostepnych jest ponad 20 lekéw
przeciwpadaczkowych, to u ok. 30% pacjentow z padaczka nie udaje sie osiagnac
satysfakcjonujgcych efektéw terapeutycznych po zastosowaniu jednego leku
przeciwpadaczkowego (2, 4, 9). Pacjenci tacy wymagaja leczenia przy uzyciu terapii
skojarzone;j. Jezeli zastosowanie dwdch odpowiednio dobranych i dobrze tolerowanych
schematéw leczenia nie przyniosto oczekiwanych efektoéw terapeutycznych, to taka
padaczke, zgodnie z wytycznymi ILAE, klasyfikuje sie jako lekooporng (10). Niestety,
wprowadzenie na rynek farmaceutyczny nowych lekéw przeciwpadaczkowych nie
zwiekszyto istotnie skuteczno$ci terapii farmakologicznej i nie ograniczyto
wystepowania przypadkéw padaczki lekoopornej. Dane zebrane w Stanach
Zjednoczonych w latach 2013-2015 wykazatly, Ze ponad potowa pacjentéw
przyjmujacych leki przeciwpadaczkowe nadal dos$wiadcza nawracajgcych napadéw
padaczkowych (2). U pacjentow, u ktoérych terapia farmakologiczna nie przynosi
satysfakcjonujacych efektow, nalezy rozwazy¢ zastosowanie innych metod leczenia, np.

diety ketogennej, zabiegoéw chirurgicznych lub neurostymulacji (2).

Tylko kilka sposrod dostepnych na rynku farmaceutycznym lekéw
przeciwpadaczkowych jest stosowanych jako tzw. leki pierwszego wyboru. Niektore
z nich s3 skuteczne zaré6wno w przypadku napadéw ogniskowych, jak i uogélnionych
(np. benzodiazepiny, lamotrygina, lewetiracetam, perampanel, fenobarbital, topiramat,
kwas walproinowy, zonisamid), niektére natomiast s3 stosowane wytacznie w
przypadku napadéw ogniskowych (np. briwaracetam, karbamazepina, octan
eslikarbazepiny, gabapentyna, lakosamid, okskarbazepina, fenytoina, pregabalina,
tiagabina i wigabatryna). Wybdr leku przeciwpadaczkowego uzalezniony jest nie tylko
od rodzaju napaddw padaczkowych, ale rowniez od czynnikow takich jak wiek, pte(,
cigza, tolerancja danego leku oraz wspotistniejace choroby i inne przyjmowane leki. Leki
przeciwpadaczkowe powinny by¢ tez tak dobierane, aby zapobiegaty wystapieniu stanu

padaczkowego u pacjentéw z czestymi i/lub dtugotrwatymi napadami padaczkowymi
(2).
Dodatkowym problemem w farmakoterapii zaburzen padaczkowych jest

wystepowanie dziatan niepozadanych, wsrdéd ktérych czesto notowane sg zaburzenia
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neuropsychiatryczne, np. zmeczenie, zawroty glowy, nerwowos$¢. Leki
przeciwpadaczkowe moga réwniez negatywnie wptywac na inne funkcje organizmu (2).
Na rynku farmaceutycznym dostepne s3a obecnie leki pierwszej, drugiej i trzeciej
generacji. Leki z tych grup nie ro6znig sie istotnie pod katem dziatania
przeciwdrgawkowego, uznaje sie jednak, ze leki drugiej i trzeciej generacji wykazuja
mniej liczne i stabsze dziatania niepozadane. Dziatania niepozadane powoduja
pogorszenie jakoSci zycia pacjenta i mogg by¢ na tyle ucigzliwe i/lub trudne do
zaakceptowania, ze konieczne jest przerwanie leczenia. Dlatego tez ciggle istnieje
potrzeba poszukiwania nowych, skuteczniejszych 1 bezpieczniejszych lekéw

przeciwpadaczkowych.

[stotnym narzedziem w procesie wstepnego skriningu zwigzkéw o potencjalnym
dziataniu przeciwdrgawkowym sg zwierzece modele drgawek padaczkowych, a wsrod
nich modele drgawek indukowanych zwigzkami chemicznymi, np. PTZ, pilokarping, KA,
oraz modele drgawek wywotywanych stymulacja elektryczng, np. test maksymalnego
wstrzasu elektrycznego (MES) i model drgawek psychomotorycznych wywotywanych
stymulacja elektryczng o czestotliwo$ci 6 Hz u myszy (3, 11, 12). W ostatnim czasie
coraz czesciej wykorzystywane s3 rowniez modele drgawek padaczkowych
wywotywanych PTZ u larw lub dorostych osobnikéw danio pregowanego (Danio rerio)
(13, 14).

Celem badan bedacych przedmiotem przedtozonego wniosku byta ocena
przeciwdrgawkowego dziatania wybranych zwigzkéw chemicznych w zwierzecych
modelach drgawek padaczkowych. Badaniu poddano 4 zwigzki pochodzenia
naturalnego, tj. rutyne, kwercetyne, kwas ursolowy (UA) i pterostilben (PTE), oraz jeden
zwigzek syntetyczny - btekit brylantowy G (BBG). W przypadku kwercetyny oraz PTE
zbadany zostat rowniez ich wptyw na aktywno$¢ wybranych lekow

przeciwpadaczkowych w doSwiadczalnych modelach drgawek padaczkowych.

W badaniach wykorzystano trzy doSwiadczalne modele drgawek padaczkowych
u myszy, tj:
1. Model drgawek wywotywanych dozylng infuzjq PTZ (iv PTZ)

PTZ jest antagonista miejsca wigzania pikrotoksyny w kompleksie receptora

GABAa. W tescie tym jest on podawany do bocznej zyty ogonowej myszy, co powoduje

rozwo6j drgawek padaczkowych, ktére poczatkowo przyjmuja postac¢ krotkich drgawek
8
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mioklonicznych przechodzacych nastepnie w uogdlnione drgawki kloniczne z utrata
prawidtowej postawy ciata. Dalsza infuzja PTZ powoduje wystapienie tonicznego
wyprostu konczyn przednich i tylnych. Drgawki toniczne w wiekszosci przypadkéw sa
drgawkami letalnymi. W teScie iv PTZ okre$lany jest prég pobudliwos$ci drgawkowej dla
poszczegbélnych rodzajow drgawek, tj. Srednia dawka PTZ (w mg/kg) wywotujaca

okreslony typ drgawek u zwierzat w danej grupie doswiadczalnej (11, 15).

Model drgawek iv PTZ jest bardzo czutym testem, umozliwia zbadanie zaré6wno
przeciwdrgawkowego, jak i prodrgawkowego dziatania zwigzkéw chemicznych, a takze
czynnikéw niefarmakologicznych, przy uzyciu stosunkowo niewielkiej liczby zwierzat
doswiadczalnych. Test drgawek PTZ jest uznany za model napadéw mioklonicznych
oraz uogdlnionych napadéw nieSwiadomosci u cztowieka (11, 16). Zostat on

wykorzystany w do$wiadczeniach opisanych w publikacjach H1-H5.
2. Test MES

Test ten jest jednym z najczeSciej stosowanych modeli stuzacych ocenie
przeciwdrgawkowego dzialania nowych zwigzkéw, jest on uznany za tzw. ,ztoty
standard” w badaniach przedklinicznych lekéw przeciwpadaczkowych. Krétkotrwaty
(0,2 s) bodziec elektryczny o czestotliwosci 50 Hz powoduje wystgpienie u myszy
tonicznego wyprostu konczyn tylnych, ktéry okreslany jest jako tzw. drgawki
maksymalne. W te$cie MES dziatanie przeciwdrgawkowe wykazuja przede wszystkim
zwigzki dziatajgce poprzez wptyw na kanaty sodowe, np. karbamazepina i fenytoina, ale
rowniez te zwigzki, ktérych mechanizm dziatania zwigzany jest z nasilaniem
hamujgcego neuroprzekaznictwa GABAergicznego, np. fenobarbital, czy tez ostabieniem
pobudzajagcej neurotransmisji  glutaminianergicznej, np. topiramat. Drgawki
maksymalne sg uznawane za odpowiednik uogoélnionych napadéw toniczno-klonicznych

u cztowieka (17).

W artykutach stanowigcych prezentowane osiggniecie naukowe zastosowano
test progu maksymalnego wstrzasu elektrycznego (MEST), ktory stuzy ocenie progu
drgawkowego dla drgawek maksymalnych (publikacje H1-H4), oraz standardowy test
MES, ktéry stuzy wyznaczeniu dawki efektywnej EDso badanych zwigzkéw, tj. dawki,
ktéra chroni 50% testowanych zwierzat przed wystgpieniem drgawek maksymalnych

(publikacja H5) (17).

3. Test drgawek wywolywanych stymulacja elektryczna o czestotliwosci 6 Hz
9
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W przeciwienstwie do testu MES, w teScie drgawek psychomotorycznych
zwierzeta otrzymuja dtugotrwaly bodziec elektryczny (3 s) o niskiej czestotliwosci, tj.
6 Hz. Stymulacja ta powoduje wystgpienie minimalnych drgawek klonicznych konczyn
przednich, po ktérych nastepuja ruchy stereotypowe i automatyzmy (m.in.
znieruchomienie, drzenie wibryséw, tzw. Straub tail), ktére przypominajg aure
u pacjentdw z padaczka czeSciowg lub limbiczng (18, 19). Podobnie jak w przypadku
maksymalnego wstrzasu elektrycznego, w doswiadczeniach przedklinicznych
stosowany jest test progu drgawek psychomotorycznych (publikacja H1-H4) oraz test,
w ktorym zwierzeta stymulowane sg bodZcami supramaksymalnymi (32 lub 44 mA)
w celu wyznaczenia dawki EDso badanych zwigzkéw (publikacja H1, H4 i H5). Ze
wzgledu na brak aktywnos$ci przeciwdrgawkowej fenytoiny w tesScie drgawek
psychomotorycznych, test ten byt opisywany jako model drgawek lekoopornych.
W ostatnim czasie jego uzyteczno$¢ w zakresie badan drgawek lekoopornych jest jednak

mocno kwestionowana (12).

W doswiadczeniach, ktérych celem byto zbadanie przeciwdrgawkowego
dziatania PTE (publikacja H4) wykorzystany zostal rowniez model drgawek PTZ u
larw danio pregowanego. Modele drgawkowe u danio pregowanego sg stosowane od
niedawna jako alternatywa dla wprowadzonych wczesSniej i szeroko stosowanych
modeli drgawkowych u gryzoni. W wielu przypadkach sg one tez wykorzystywane do
wstepnej oceny wtasciwosci przeciwdrgawkowych badanych zwigzkéw. Model drgawek
wywotywanych podaniem PTZ u danio pregowanego zostat juz stosunkowo dobrze
poznany i zweryfikowany. Zmiany behawioralne, elektrofizjologiczne oraz molekularne
obserwowane u larw danio przypominajg zmiany obserwowane rowniez u gryzoni (13,

14).

Zastosowanie roznych testow drgawkowych umozliwito ocene dziatania
przeciwdrgawkowego badanych substancji pod katem roéznych rodzajow drgawek
padaczkowych. Charakterystyka badanych substancji wraz z wyjasnieniem przyczyn ich

wyboru oraz wyniki przeprowadzonych do§wiadczen zostaty opisane ponize;j.

H1. Nieoczym D, Socata K, Raszewski G, Wlaz P. (2014) Effect of quercetin and rutin
in some acute seizure models in mice. Prog Neuropsychopharmacol Biol Psychiatry

54:50-58.
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Kwercetyna i rutyna to jedne z najlepiej poznanych i powszechnie wystepujacych
flawonoidow. Rutyna jest glikozydem kwercetyny, ktory jest metabolizowany
w organizmie do pochodnych kwercetyny (20, 21). Oba te zwigzki sa obecne zaré6wno
w ro$linach stosowanych w ziotolecznictwie, jak i w tych, ktore sg sktadnikami
podstawowej diety czlowieka. Ze wzgledu na szereg wtasciwosci farmakologicznych,
m.in. dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne i przeciwwirusowe, sa one tez
sktadnikami licznych lekéw i suplementéw diety podnoszacych odporno$¢ organizmu.
Preparaty te moga by¢ przyjmowane przez pacjentéw cierpigcych na padaczke, co
powoduje, Ze moga one wplywac¢ zar6wno na aktywno$¢ drgawkows, jak i dziatanie

przyjmowanych lekéw przeciwpadaczkowych.

Zdolno$¢ flawonoidéw do przechodzenia bariery krew-mdzg sprawia, Ze moga
one réwniez wptywac na funkcje centralnego uktadu nerwowego (22, 23). W badaniach
eksperymentalnych stwierdzono przeciwlekowe, przeciwdrgawkowe i sedacyjne
dziatanie rutyny i kwercetyny (24-27), co moze wynika¢ m.in. z wptywu tych zwigzkéw
na neuroprzekaznictwo GABAergiczne. Rutyna i kwercetyna, a takze ekstrakty roslinne
zwierajace w swoim sktadzie te flawonoidy, poprawialy pamiec¢ i zdolnos$¢ uczenia (28-
30) oraz wykazywaly wiasciwosci przeciwdepresyjne (31, 32) w modelach
doswiadczalnych. Wyniki wcze$niejszych doswiadczen wskazywaty na mozliwos¢

przeciwdrgawkowego dziatania rutyny i kwercetyny (24, 26, 27, 29).

Doswiadczenia, ktérych celem byto zbadanie wptywu rutyny i kwercetyny na
progi aktywnos$ci drgawkowej w mysich modelach drgawek padaczkowych, zostaty
opisane w publikacji H1. Aktywnos$¢ tych zwigzkow zostata zbadana w tescie iv PTZ,
MEST oraz w teScie progu drgawek psychomotorycznych wywotywanych stymulacja
elektryczng o czestotliwosci 6 Hz u myszy. Ze wzgledu na szerokie rozpowszechnienie
badanych flawonoidéw zaréwno w diecie cztowieka, jak i w preparatach leczniczych
oraz suplementach diety, zbadano rowniez wplyw kwercetyny na aktywnos$¢ dwoch
wybranych lekéw  przeciwpadaczkowych, tj. kwasu walproinowego (lek
przeciwpadaczkowy pierwszej generacji) oraz lewetiracetamu (lek przeciwpadaczkowy
drugiej generacji) w teScie drgawek psychomotorycznych wywotywanych stymulacjg
elektryczng o czestotliwo$ci 6 Hz u myszy (test, w ktérym rutyna i kwercetyna
wykazywaly istotne dzialanie przeciwdrgawkowe). Dziatania niepozadane rutyny i

kwercetyny, a takze kombinacji kwercetyny z badanymi lekami przeciwpadaczkowymi
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oceniono w teScie komina (wptyw na koordynacje ruchowa), sity chwytu (wptyw na site

miesni szkieletowych) oraz biernego unikania (wptyw na pamie¢ dtugotrwata) u myszy.

Pierwszym etapem przeprowadzonych doswiadczen byto okreSlenie czasu
maksymalnego dziatania (time-course effect) przeciwdrgawkowego rutyny i kwercetyny
w teScie progu drgawek psychomotorycznych. Istotne statystycznie dziatanie
przeciwdrgawkowe stwierdzono po 30 oraz 60 min od momentu ich dootrzewnowego
(ip) podania w dawce 400 mg/kg. Badania farmakokinetyczne kwercetyny, ktore zostaty
przeprowadzone przy wspoétpracy z prof. dr. hab. Grzegorzem Raszewskim z Instytutu
Medycyny Wsi w Lublinie, wykazaly, ze czas maksymalnego dziatania kwercetyny
w teScie 6 Hz byt skorelowany z wysokim stezeniem tego zwigzku w mdézgu zwierzat
doswiadczalnych. Na podstawie tych wynikéw zdecydowano, ze rutyna i kwercetyna
beda podawane zwierzetom 45 min przed testami behawioralnymi. Kolejne
doswiadczenia wykazaty, ze rutyna i kwercetyna podawane ip w dawkach od 100 do
800 mg/kg nie wptywaja w sposéb istotny statystycznie na prog drgawek
mioklonicznych, uogélnionych drgawek klonicznych oraz tonicznych w tescie iv PTZ
u myszy. Nie zaobserwowano réwniez istotnych statystycznie zmian wartosci progu
maksymalnego wstrzasu elektrycznego (dawki 100-800 mg/kg) po podaniu tych
zwigzkow. Wzrost progu drgawkowego stwierdzono natomiast w teScie drgawek
psychomotorycznych wywotanych pradem elektrycznym o czestotliwosci 6 Hz.
W przypadku obu badanych substancji zmiany istotne statystycznie obserwowano dla
dawek od 10 do 800 mg/kg. Wyniki doswiadczen opisanych w publikacji H1 pozwalaja
przypuszczac, ze przeciwdrgawkowe dziatanie rutyny i kwercetyny moze by¢ zwigzane
m.in. z aktywacjg kinazy biatkowej aktywowanej AMP (AMPK). Substancja C -
selektywny i odwracalny inhibitor AMPK, znosit przeciwdrgawkowe dziatanie

kwercetyny w teScie drgawek psychomotorycznych.

Kwercetyna podawana w zakresie dawek 200-400 mg/kg nie wptywata
w sposob istotny statystycznie na aktywno$¢ kwasu walproinowego i lewetiracetamu
w tescie drgawek psychomotorycznych. Rutyna i kwercetyna (dawki 200-800 mg/kg),
a takze kombinacje kwercetyny z badanymi lekami przeciwpadaczkowymi, nie
wptywaty w sposéb istotny statystycznie na site mie$ni szkieletowych, koordynacje

ruchowg oraz pamie¢ dltugotrwatg u myszy.
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Wyniki do$wiadczen przedstawionych w publikacji H1 wykazaly nieznaczne
dziatanie przeciwdrgawkowe rutyny i kwercetyny, co nie potwierdzilo w petni
wczes$niejszych doniesien o witasciwo$ciach przeciwdrgawkowych tych flawonoidow.
Brak wplywu kwercetyny na aktywnos$¢ kwasu walproinowego i lewetiracetamu
pozwala przypuszczaé, Ze przyjmowane przez pacjentéw z padaczka preparatéw
zawierajace rutyne i/lub kwercetyne nie bedzie wptywato na skutecznosci tych lekow
przeciwpadaczkowych. Co wiecej, rutyna i kwercetyna wydaja sie by¢ zwigzkami
bezpiecznymi, ktére nie powinny negatywnie wptywa¢ na site miesni szkieletowych,

koordynacje ruchowg i pamiec u pacjentéw.

H2. Nieoczym D, Socata K, Wlaz P. (2017) Evaluation of the anticonvulsant effect of
brilliant blue G, a selective P2X7 receptor antagonist, inthe iv PTZ-, maximal

electroshock-, and 6 Hz-induced seizure tests in mice. Neurochem Res. 42(11):3114-

3124.

W publikacji H2 przedstawiono wyniki doswiadczen majacych na celu zbadanie
przeciwdrgawkowego dziatania BBG - selektywnego antagonisty jonotropowych
receptoréw purynergicznych P2X7 (33), w doswiadczalnych modelach drgawek
padaczkowych u myszy. Wptyw jednorazowych i subchronicznych (7-dniowych) podan
BBG na prog aktywnosci drgawkowej badany byt w trzech testach drgawkowych, tj.
w tescie iv PTZ, MEST oraz w teScie progu drgawek psychomotorycznych indukowanych
pradem elektrycznym o czestotliwo$ci 6 Hz u myszy. W celu poznania ewentualnych
dziatan niepozadanych, dziatanie BBG zostato réwniez zbadane w tes$cie komina i sity

chwytu u myszy.

Zainteresowanie rolg receptorow P2X7 w patomechanizmie padaczki oraz innych
chordb neurologicznych znacznie wzrosto na przestrzeni ostatniej dekady (34-38).
Receptory te pobudzane sg wysokim stezeniem ATP, umozliwiajg nieselektywny
przeptyw jonéw Na*, K* i Ca?* przez btone komorkowa, reguluja wydzielanie
neuroprzekaznikow (np. GABA, kwasu glutaminowego, ATP) i biorg udziat we
wzajemnej komunikacji komorek glejowych oraz komdrek glejowych i nerwowych (35,
36, 38, 39). BBG zostat wybrany do badan na podstawie dostepnych w literaturze
naukowej informacji o ochronnym dziataniu antagonistéw receptora P2X7

w doswiadczalnych modelach padaczki (36, 40-42).
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Wyniki doswiadczenia, ktérego celem byto wyznaczenie czasu maksymalnego
dziatania (time-course effect) BBG wykazaly, ze zwigzek ten powoduje istotny
statystycznie wzrost progu dla drgawek psychomotorycznych w okresie od 15 do 60
min po podaniu (ip), przy czym najsilniejszy efekt byt obserwowany po 30 min od
iniekcji. Na podstawie tych wynikéw zdecydowano, Ze BBG bedzie podawany
zwierzetom 30 min przed wykonywanymi testami behawioralnymi. Wyniki kolejnych
doswiadczen nie potwierdzily w petni wcze$niejszych przypuszczen o wtasciwosciach
przeciwdrgawkowych badanego antagonisty receptorow P2X7. Dootrzewnowe
jednorazowe (dawki 100-400 mg/kg) oraz subchroniczne (dawki 25-100 mg/kg)
podania BBG nie wptywaty w sposéb istotny statystycznie na progi drgawkowe w tescie
iv PTZ oraz MEST. Zar6wno ostre (dawka 100 i 200 mg/kg), jak i subchroniczne (dawka
100 mg/kg) podania BBG powodowaly natomiast istotny statystycznie wzrost progu
drgawek psychomotorycznych wywotanych stymulacja elektryczng o czestotliwosci
6 Hz u myszy. BBG nie wykazywat istotnego dziatania w tes$cie komina i sity chwytu
u myszy, co sugeruje, Ze zablokowanie receptora P2X7 nie powoduje dziatan

niepozadanych w zakresie koordynacji ruchowe;j i sity mie$ni szkieletowych.

Wyniki doswiadczen opisanych w publikacji H2 nie potwierdzity
przeciwdrgawkowych wtasciwosci badanego antagonisty receptoréw P2X7, co wskazuje
na brak mozliwosci wykorzystania zwigzkéw hamujacych aktywnos$¢ tych receptoréow
jako skutecznych lekéw przeciwpadaczkowych. Mozna przypuszczaé, Ze pomimo
udowodnionego zaangazowania tych receptoréw w procesy epileptogenezy nie maja
one istotnego znaczenia w procesie hamowania napadéw padaczkowych lub wptyw ten

moze by¢ ograniczony i zwigzany jedynie z niektérymi rodzajami drgawek.

H3. Nieoczym D, Socata K, Wlaz P. (2018) Assessment of the anticonvulsant potency of

ursolic acid in seizure threshold tests in mice. Neurochem Res. 43(5):995-1002.

Celem doSwiadczen opisanych w publikacji H3 bylo zbadanie
przeciwdrgawkowego dziatania UA w trzech doswiadczalnych modelach drgawek
padaczkowych, tj. w tescie iv PTZ, MEST i teScie progu drgawek psychomotorycznych

indukowanych stymulacjg elektryczng o czestotliwosci 6 Hz u myszy.

UA jest przedstawicielem triterpenoidéw, wystepuje w roslinach leczniczych (np.
kocimietka, macznica lekarska, Zurawina), przyprawach (np. majeranek, bazylia,

oregano, tymianek) oraz owocach (np. jabtka, gruszki, sliwki), w formie wolnej lub
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w formie pochodnych glikozydowych. Zwigzek ten przycigga uwage naukowcow ze
wzgledu na liczne wtaSciwosci farmakologiczne, ktore obejmuja m.in. dziatanie
antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwdrobnoustrojowe, a takze
przeciwnowotworowe (43, 44). W modelach doswiadczalnych stwierdzono réwniez
jego dziatanie przeciwdepresyjne (45-47), przeciwdrgawkowe (48, 49) i przeciwlekowe
(50-52), co mogto by¢ wynikiem wzrostu stezenia GABA w strukturach centralnego

uktadu nerwowego (53).

Doswiadczenia opisane w publikacji H3 rozpoczeto od ustalenia czasu
maksymalnego dziatania (time-course effect) UA w teScie drgawek psychomotorycznych
indukowanych pradem elektrycznym o czestotliwo$ci 6 Hz. Istotny statystycznie wzrost
progu drgawek psychomotorycznych zaobserwowano po 120 min od podania UA
w dawce 50 mg/kg. Na tej podstawie przyjeto, ze badany zwigzek bedzie podawany
zwierzetom doswiadczalnym 120 min przed testami behawioralnymi. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen wykazaty przeciwdrgawkowe dziatanie UA (dawki 50
i 100 mg/kg) w teScie progu drgawek psychomotorycznych oraz MEST u myszy.
Zwiazek ten w dawkach 10-100 mg/kg nie wptywat w sposéb istotny statystycznie na
préog drgawek mioklonicznych, uogoélnionych drgawek Kklonicznych oraz drgawek
tonicznych w te$cie iv PTZ u myszy. Badane dawki UA nie wplywatly réwniez w sposob
istotny statystycznie na site mies$ni szkieletowych w tescie sity chwytu oraz koordynacje

ruchowa w tes$cie komina u myszy.

Podsumowujac, wyniki doswiadczen opisanych w publikacji H3 jedynie
czeSciowo potwierdzity wczeSniejsze przypuszczenia o przeciwdrgawkowych
wtasciwosciach UA. Dziatanie to wydaje sie by¢ ograniczone jedynie do okresSlonych
rodzajow drgawek padaczkowych, co znaczgco ogranicza mozliwo$¢ wykorzystania tego
zwigzku w terapii zaburzen padaczkowych. UA wydaje sie by¢ zwigzkiem bezpiecznym,
poniewaz nie powodowat dziatan niepozgdanych zwigzanych z wptywem na site mie$ni
szkieletowych i koordynacje ruchowg zwierzat. Znajomos$¢ wtasciwosci oraz struktury
UA moze by¢ wskazéwka w procesie dalszego poszukiwana nowych zwigzkéw

o podobnej strukturze, ale silniejszym dziataniu przeciwdrgawkowym.

H4. Nieoczym D, Socata K, Gawel K, Esguerra C V, Wyska E, Wlaz P. (2019)
Anticonvulsant activity of pterostilbene in zebrafish and mouse acute seizure tests.

Neurochem Res. https://doi.org/10.1007/s11064-019-02735-2
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PTE jest naturalnym dimetylowanym analogiem resweratrolu, ktéry poczatkowo
byt wyizolowany z drzewa sandatowego, a w p6zniejszym czasie stwierdzony réwniez
w jagodach, winogronach i orzeszkach ziemnych (54). Ze wzgledu na liczne dziatania
prozdrowotne, m.in. dziatanie antyoksydacyjne, przeciwzapalne, przeciwbodlowe,
przciwnowotworowe, przeciwcukrzycowe i kardioprotekcyjne, zwigzek ten przycigga
w ostatnim czasie uwage naukowcdw i jest przedmiotem licznych badan (55, 56).
W poréwnaniu do resweratrolu, PTE charakteryzuje sie wieksza lipofilnoscia, co istotnie
zwieksza jego biodostepnos$¢ i zdolno$¢ przenikania przez blony w organizmie po
podaniu doustnym. Zdolno$¢ przenikania bariery krew-moézg (55, 57) powoduje, Ze PTE
moze dziata¢ osrodkowo, co zostato zreszta potwierdzone w licznych badaniach
eksperymentalnych. PTE poprawiat funkcje kognitywne w mysich modelach starzenia
i choroby Alzheimera (58), wykazywal réwniez dziatanie przeciwlekowe w teScie
podniesionego labiryntu krzyzowego u myszy (57). Dziatanie przeciwdrgawkowe PTE
nie bylo dotychczas badane, chociaz stwierdzono wcze$niej ochronne dziatanie
resweratrolu w doswiadczalnych modelach padaczki (59, 60). Resweratrol nie
wykazywal przeciwdrgawkowego dziatania w modelach ostrych drgawek
padaczkowych, tj. w teScie MES oraz drgawek psychomotorycznych wywotywanych
stymulacja o czestotliwos$ci 6 Hz (61).

Celem doSwiadczen opisanych w  publikacji H4 byto zbadanie
przeciwdrgawkowych wtasciwosci PTE w modelach doswiadczalnych. Dziatanie to
zostato najpierw ocenione w te$cie drgawek indukowanych PTZ u larw danio
pregowanego, a nastepnie w teScie iv PTZ, MEST i drgawek psychomotorycznych
wywotanych stymulacjq elektryczng o czestotliwosci 6 Hz u myszy. Sprawdzono
réwniez bezpieczenstwo tego zwigzku pod katem jego wptywu na koordynacje ruchows,

site miesni szkieletowych oraz aktywnos¢ lokomotoryczng u myszy.

Wyniki doSwiadczen przeprowadzonych z zastosowaniem modelu drgawek
wywotywanych PTZ u larw danio pregowanego wykazatly istotne dzialanie
przeciwdrgawkowe PTE. Zwigzek ten w stezeniu 10 uM w sposdb istotny statystycznie
redukowat indukowang PTZ aktywno$¢ lokomotoryczna, a takze zmniejszat liczbe oraz
skracat czas trwania wytadowan padaczkowych obserwowanych w zapisie EEG u larw

danio pregowanego. Opisane powyzej doswiadczenia zostaty przeprowadzone przy
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wspotpracy z dr Kingg Gawel oraz prof. Camilg Esguerra z Norweskiego Centrum

Medycyny Molekularnej w Oslo.

Doswiadczenia z wykorzystaniem mysich modeli drgawek padaczkowych
rozpoczeto od badan farmakokinetycznych, w toku ktorych stwierdzono, ze PTE jest
bardzo szybko absorbowany z przestrzeni otrzewnowej osiggajac maksymalne stezenie
w surowicy i mézgu juz po 15 min od podania. Oznaczenia farmakokinetyczne zostaty
wykonane przy wspotpracy z prof. dr hab. Elzbietg Wyska z Zaktadu Farmakokinetyki
i Farmacji Fizycznej Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego
w Krakowie. Czas maksymalnego dziatania przeciwdrgawkowego, ktory zostat oceniony
w teScie iv PTZ, nie byt $ciste skorelowany z czasem wystgpienia maksymalnego
stezenia PTE w mdzgu, poniewaz maksymalny efekt przeciwdrgawkowy tego zwigzku
byl obserwowany dopiero po 30 min od jego podania. OpdZnienie efektu
behawioralnego w stosunku do czasu wystgpienia maksymalnego stezenia PTE w mézgu
mogto by¢ spowodowane zmianami aktywnoSci szlakéw wewnatrzkomdrkowych, ktére
nastepnie wptywaly na uklady neuroprzekaznikowe i modyfikowaly pobudliwo$¢
komérek nerwowych. Na podstawie powyzszych wynikéw ustalono, ze PTE bedzie
podawany zwierzetom 30 min przed planowanymi testami behawioralnymi. PTE
w dawkach 100 i 200 mg/kg powodowat istotny statystycznie wzrost progu aktywno$ci
drgawkowej w teScie MEST, jak i w teScie progu drgawek psychomotorycznych.
W przypadku drgawek psychomotorycznych dziatanie PTE byto na tyle silne, Ze mozliwe
byto wyznaczenie jego dawki EDso, ktora dla drgawek wywotanych stymulacja
o natezeniu 32 mA wynosita 505,6 mg/kg, natomiast przy stymulacji o natezeniu 44 mA
wzrosta do 540,9 mg/kg. Dawki 100 i 200 mg/kg PTE powodowaty réwniez istotny
statystycznie wzrost progu drgawek mioklonicznych w tescie iv PTZ, natomiast istotny
statystycznie wzrost progu dla uogélnionych drgawek klonicznych byt stwierdzony
jedynie w przypadku dawki 200 mg/kg. PTE (50-200 mg/kg) nie wykazywat istotnego
statystycznie wptywu na prog dla drgawek tonicznych w tescie iv PTZ. Testy oceniajgce
dziatania niepozadane nie wykazaly istotnego wptywu PTE (dawki 50-800 mg/kg) na
site miesni szkieletowych, koordynacje ruchowa oraz aktywno$¢ lokomotoryczng

u myszy.

Podsumowujac, wyniki doswiadczen opisanych w publikacji H4 wykazaly po raz

pierwszy wiasciwosci przeciwdrgawkowe PTE. Co wiecej, nawet wysokie dawki tego
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zwigzku, tj. 400-800 mg/kg, nie powodowaly istotnych dziatan niepozadanych
w zakresie wptywu na aktywno$¢ lokomotoryczng, koordynacje ruchows i site miesni
szkieletowych. Mozna przypuszczac, ze PTE jest zwigzkiem bezpiecznym, pozbawionym
ciezkich dziatan toksycznych. Przedstawione wyniki sugeruja, ze PTE moze zostal
wykorzystany w terapii zaburzen padaczkowych, ale wymagane jest przeprowadzenie
dalszych bardziej szczegétowych badan sprawdzajacych wplyw tego zwigzku na proces
epileptogenezy w doswiadczalnych modelach padaczki. Niezbedne jest réwniez

poznanie mechanizmu jego dziatania przeciwdrgawkowego.

H5. Nieoczym D, Socata K, Jedziniak P, Wyska E, WlazZ P. (2019) Effect of pterostilbene,
a natural analog of resveratrol, on the activity of some antiepileptic drugs in the

acute seizure tests in mice. Neurotox Res. DOI: 10.1007/s12640-019-00021-1

Wykazanie istotnego dziatania przeciwdrgawkowego PTE w dos$wiadczalnych
modelach drgawek padaczkowych u larw danio pregowanego oraz u myszy (publikacja
H4) wskazuje na mozliwo$¢ zastosowania tego zwigzku w terapii zaburzen
padaczkowych. Fakt ten, a takze mozliwo$¢ jednoczesnego przyjmowania przez
pacjentow z padaczka lekéw przeciwpadaczkowych i PTE jako suplementu diety,
sktonity mnie do zbadania wptywu tego zwigzku na aktywno$¢ wybranych lekéw
przeciwpadaczkowych w eksperymentalnych modelach drgawek padaczkowych
u myszy, tj. w teScie iv PTZ, MES i drgawek psychomotorycznych wywotywanych
stymulacja elektryczng o czestotliwosci 6 Hz. W kazdym z tych testéw zbadany zostat
wptyw PTE na aktywnos$¢ dwoch wybranych lekéw przeciwpadaczkowych (jeden
klasyczny lek przeciwpadaczkowy oraz jeden lek przeciwpadaczkowy drugiej generacji),
tj., klonazepamu i tiagabiny w teScie iv PTZ, karbamazepiny i topiramatu w tescie MES
oraz kwasu walproinowego i okskarbazepiny w modelu drgawek psychomotorycznych.
Przy wyborze lekow przeciwpadaczkowych wzieto réwniez pod uwage ich skutecznos¢
w danym modelu do$wiadczalnym. W toku do$wiadczen zbadany zostat rowniez wplyw
kombinacji PTE z badanymi lekami przeciwpadaczkowymi na koordynacje ruchowa

(w tescie komina) i site mie$ni szkieletowych (w tesScie sity chwytu) u myszy.

Wyniki przeprowadzonych dos$wiadczen wykazaty, ze PTE nasila aktywno$¢
przeciwdrgawkowa klonazepamu w tescie iv PTZ, karbamazepiny w teScie MES, a takze
okskarbazepiny w tescie drgawek psychomotorycznych u myszy. Oznaczenia stezen tych

trzech lekéw przeciwpadaczkowych w surowicy i mézgach zwierzat doswiadczalnych
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wykazaty, ze PTE zwiekszal stezenie karbamazepiny i okskarbazepiny, ale nie wptywat
w sposOb istotny statystycznie na stezenie klonazepamu w surowicy i w mézgu u myszy.
Wyniki te sugerujg, Ze interakcje farmakologiczne zachodzgce miedzy PTE oraz
karbamazeping i okskarbazeping miaty charakter farmakokinetyczny, natomiast
nasilenie aktywnos$ci przeciwdrgawkowej klonazepamu mogto wynika¢ z interakcji
farmakodynamicznych. Wyniki otrzymane w te$cie sity chwytu wykazaty rowniez, ze
kombinacja PTE i karbamazepiny ostabia w sposdb istotny statystycznie site miesni

szkieletowych u myszy.

Wyniki doswiadczen opisanych w publikacji H5 wykazaty, ze PTE moze nasila¢
aktywnos$¢ niektoérych lekéw przeciwpadaczkowych. Efekt ten moze by¢ wynikiem
zarOwno interakcji o charakterze farmakokinetycznym, jak i farmakodynamicznym.
Interakcje farmakokinetyczne zwigzane sg ze zmianami stezenia danego leku
w organizmie w wyniku oddziatywania na proces jego absorpcji, dystrybucji lub
eliminacji, natomiast interakcje farmakodynamiczne dotycza zmian aktywnosci leku
w miejscu jego dziatania, np. w mozgu. Interakcje o charakterze farmakokinetycznym
nie sg pozadane w praktyce klinicznej, poniewaz kumulacja leku w organizmie moze
powodowa¢ nasilenie  dotychczasowych i/lub  powstanie nowych dziatan
niepozadanych, ktére moga by¢ na tyle ucigzliwe, ze doprowadza do przerwania
podjetej wczesniej terapii. Wyniki doSwiadczen opisanych w publikacji H5 wykazaty, ze
kombinacja PTE z niektérymi lekami przeciwpadaczkowymi, tj. karbamazeping
i okskarbazepina, moze prowadzi¢ do wystgpienia niekorzystnych oddziatywan
farmakokinetycznych miedzy tymi zwigzkami. Ostabienie sity mies$ni szkieletowych
w teScie sily chwytu mogto by¢ wynikiem kumulacji karbamazepiny w organizmie
zwierzat doswiadczalnych. Mozliwe sg jednak roéwniez interakcje farmakodynamiczne
PTE z lekami przeciwpadaczkowymi, co zostato stwierdzone w przypadku klonazepamu.
Taki rodzaj interakcji jest pozadany w praktyce klinicznej, poniewaz prowadzi on do

nasilenia aktywnosci leku bez koniecznosci zwiekszania stosowanej dawki.

Oznaczenia stezen badanych lekéw przeciwpadaczkowych zostaty wykonane
przy wspotpracy z prof. dr hab. Elzbieta Wyska (Zaktad Farmakokinetyki i Farmacji
Fizycznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagielloniskiego w Krakowie) oraz
dr. hab. Piotrem Jedziniakiem (Zaktad Farmakologii i Toksykologii, Panstwowy Instytut
Weterynaryjny w Putawach).
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Chociaz opisane w publikacji H5 doswiadczenia zostaty przeprowadzone na
zwierzetach, a otrzymane wyniki nie moga by¢ bezposrednio zastosowane w praktyce
klinicznej, to sugeruja one jednak zachowanie duzej ostroznosci w przypadku
jednoczesnego przyjmowania lekéw przeciwpadaczkowych i PTE, ze wzgledu na
mozliwo$¢ wystgpienia niekorzystnych interakcji o charakterze farmakokinetycznym.
Konieczne s3 dalsze badania majace na celu doktadne zbadanie zaré6wno mechanizméw
dziatania samego PTE, jak i jego wplywu na aktywno$¢ innych lekow
przeciwpadaczkowych w celu okres$lenia profilu bezpieczenstwa stosowania tego

zwigzku.
WhniosKi i podsumowanie

Wyniki do$wiadczen opisanych w publikacjach przeditozonych jako osiggniecie

naukowe w postepowaniu habilitacyjnym pozwalajg sformutowac nastepujace wnioski:

1.  Rutynaikwercetyna wykazuja jedynie niewielkie wtasciwosci przeciwdrgawkowe,
ktére wydaja sie by¢ uzaleznione od rodzaju drgawek padaczkowych. Wyniki
opisanych doswiadczen nie potwierdzily jednoznacznie wcze$niejszych
przypuszczen o potencjale przeciwdrgawkowym tych zwigzkéw, pozwalajg jednak
przypuszczac, ze zwiagzki te, jako skiadniki licznych preparatéw leczniczych oraz
suplementéw diety, mogg by¢ bezpiecznie przyjmowane przez pacjentow
z padaczka. Bezpieczne wydaje sie by¢ réwniez przyjmowanie ich w potaczeniu
z niektdrymi lekami przeciwpadaczkowymi, np. kwasem walproinowym

i lewetiracetamem.

2. BBG - selektywny antagonista receptoréw P2X7, nie posiada istotnego dziatania
przeciwdrgawkowego. Chociaz receptory P2X7 wydajg sie petnic¢ istotne funkcje
w procesie epileptogenezy, a zwigzki bedace ich antagonistami wykazujg dziatanie
ochronne w doswiadczalnych modelach padaczki, to rola tych receptoréow
w procesie hamowania napaddéw padaczkowych nie wydaje sie by¢ znaczaca.
Uzyskane wyniki nie potwierdzajg wczeSniejszego przypuszczenia o mozliwosci

zastosowania antagonistéw receptora P2X7 jako lekéw przeciwpadaczkowych.

3.  UA, ktory jest sktadnikiem diety czlowieka i jest réwniez stosowany jako
suplement diety, wykazywatl dziatanie przeciwdrgawkowe jedynie w testach
drgawek indukowanych stymulacja elektryczng, tj. w teScie MEST i drgawek

psychomotorycznych indukowanych stymulacjg elektryczng o czestotliwosci 6 Hz
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u myszy. Ze wzgledu na ograniczone wtasciwosci przeciwdrgawkowe, zwigzek ten
nie wydaje sie by¢ dobrym kandydatem do dalszych badan majacych na celu
poszukiwanie nowych, skuteczniejszych i bezpiecznych sposobéw farmakoterapii

zaburzen padaczkowych.

PTE wykazywat dziatanie przeciwdrgawkowe w zastosowanych modelach
drgawek padaczkowych u larw danio pregowanego oraz u myszy. Uzyskane wyniki
wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania tego zwigzku w terapii zaburzen
padaczkowych. Konieczne s3 jednak dalsze badania majgce na celu poznanie
doktadnego mechanizmu dziatania tego zwigzku, a takze sprawdzenie jego
wilasciwosci antyepileptogennych. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen
pozwalajg rowniez przypuszczac, ze przyjmowanie PTE w formie suplementéw
diety lub jako sktadnika diety przez pacjentéw z padaczka nie bedzie miato
niekorzystnego wptywu na wystepowanie napadéw padaczkowych, co wiecej nie
powinno réwniez niekorzystnie oddziatywac¢ na koordynacje ruchowa oraz site

miesni szkieletowych.

Chociaz PTE wykazuje dziatanie przeciwdrgawkowe w do$wiadczalnych modelach
drgawek padaczkowych u zwierzat, to moze on wchodzi¢ w niekorzystne
interakcje o charakterze farmakokinetycznym z niektérymi lekami
przeciwpadaczkowymi. = Oprécz  obserwowanego  nasilenia  aktywnoSci
przeciwdrgawkowej karbamazepiny i okskarbazepiny mozliwe jest nasilenie
dotychczasowych i/lub powstanie nowych dziatan niepozadanych, co bedzie
negatywnie wptywalo na stan zdrowia pacjenta i moze doprowadzi¢ do
przerwania podjetej wcze$niej terapii. Mozliwe sg jednak rowniez korzystne
interakcje farmakodynamiczne miedzy PTE i lekami przeciwpadaczkowymi, co

zostato stwierdzone w przypadku klonazepamu.

Chociaz wyniki doswiadczen przeprowadzonych z zastosowaniem zwierzecych

modeli nie mogg by¢ przeniesione bezposrednio do praktyki klinicznej, to stanowig one

istotng wskazowke w procesie poszukiwania i opracowywania nowych sposobdéw

terapii nie tylko zaburzen padaczkowych, ale tez innych typow schorzen. Modele

zwierzece umozliwiajag wstepng identyfikacje zwigzkéw o dziataniu terapeutycznym,

a takze pozwalajg na zbadanie mechanizméw ich dziatania. Szczegélnie wazna

w przypadku zaburzen padaczkowych jest mozliwo$¢ zbadania mechanizmu dziatania
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badanych zwigzkéw w tkance mozgowej, co nie jest mozliwe do wykonania w praktyce

kliniczne;j.
5. Omoéwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1 Dzialalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Jestem absolwentka Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi (obecnie Wydziat Biologii
i Biotechnologii) Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie. W roku 2001
uzyskatam tytut zawodowy licencjata biologii na podstawie pracy licencjackiej pt. , Typy
torfowisk wysokich oraz udziat komponentéw sfagnowych w ich budowie”, ktéra zostata
przygotowana w Zaktadzie Systematyki RoS$lin. Prace magisterska pt. ,Analiza
polipeptyddéw i biatek humoralnej odpowiedzi immunologicznej u larw Galleria mellonella”
wykonatam w Zaktadzie Immunologii Bezkregowcow pod kierunkiem prof. dr hab.
Teresy Jakubowicz. Tytut magistra biologii uzyskatam w roku 2003, a rok p6Zniej (maj
2004 r.) rozpoczetam prace na stanowisku asystenta w Zakladzie Fizjologii Zwierzat
Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Marii Curie-Sktodowskiej w Lublinie,

kierowanym przez prof. dr. hab. Piotra Wlazia.

Podjete przeze mnie prace badawcze dotyczyty przede wszystkim zaburzen
padaczkowych i byly one prowadzone z zastosowaniem do$wiadczalnych modeli
drgawek padaczkowych u myszy i szczurow. Jednym z pierwszych realizowanych przeze
mnie zadan badawczych byto poznanie zmian wybranych parametrow stresu
oksydacyjnego bedacych nastepstwem aktywnosSci drgawkowej. W trakcie realizacji
tego projektu wspotpracowatam z prof. dr hab. Martg Kankofer z Katedry Biochemii
Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen wykazaly szereg wywotanych stymulacjg elektryczng
zmian markerow stresu oksydacyjnego w tkance mézgowej, surowicy oraz erytrocytach
zwierzat doswiadczalnych. Podprogowa stymulacja elektryczna, ktéra nie powodowata
wystapienia drgawek tonicznych u myszy, nie wywotywata tak duzych i gwattownych
zmian aktywnos$ci peroksydazy glutationowej (GSH-Px) jak w przypadku zmian
obserwowanych po drgawkach tonicznych. Stymulacja elektryczna, niezaleznie od
wystapienia drgawek tonicznych, powodowata spadek poziomu peroksydac;ji lipidow, co
mogto wynika¢ m.in. z wysokiej aktywnos$¢ GSH-Px. Wyniki tych doswiadczen zostaty

szczegbtowo opisane w publikacji P3 (Zatacznik 4).
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W poczatkowym okresie pracy naukowo-badawczej wspotpracowatam réwniez
z prof. dr. hab. Waldemarem Turskim (Katedra i Zaktad Farmakologii DoSwiadczalnej
i Klinicznej, Uniwersytet Medyczny w Lublinie) w ramach realizacji dwdch grantow
finansowanych przez Komitet Badan Naukowych, tj. ,, Wptyw orfenadryny na pobudliwos¢
drgawkowq - nowy model drgawek” (2 PO5D 060 29) oraz "Wplyw nowych lekéw
przeciwpadaczkowych na drgawki i proces epileptogenezy w modelu pilokarpinowym” (2
PO5A 130 30). W trakcie realizacji tych projektow przeprowadzitam do$wiadczenia,
ktérych celem byto wykonanie i analiza zapisu EEG ze struktur mézgowych szczuréw, tj.
hipokampa, ciata migdatowatego i kory moézgu. Przeprowadzone doswiadczenia
pozwolity na opisanie modelu drgawek orfenadrynowych u szczuréw jako nowego
modelu wtérnie uogdlnionego stanu padaczkowego (status epilepticus), ktory moze by¢
wykorzystywany w badaniach przedklinicznych w procesie poznawania mechanizméw
padaczkowych oraz poszukiwania nowych lekéw o dziataniu przeciwdrgawkowym
(publikacja D6). Doswiadczenia przeprowadzone z wykorzystaniem modelu
pilokarpinowego, ktore zostaty szczegétowo opisane w publikacji D2, wykazaty
skuteczno$¢ riluzolu oraz brak skuteczno$ci topiramatu w hamowaniu drgawek
wywotanych pilokarping u szczuréw. Odmienne wyniki otrzymane w przypadku tych
dwoch badanych lekéw wynikaty prawdopodobnie z ich interakcji farmakokinetycznych
z pilokarping, poniewaz riluzol powodowat spadek stezenia pilokarpiny, a topiramat
wzrost jej stezenia zaré6wno w osoczu, jak i w tkance mo6zgu u szczuréw. Publikacje D2

i D6 ukazaty sie po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora.

We wspotpracy z prof. dr hab. Ewg Poleszak z Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Medycznego prowadzitam badania dotyczgce m.in. aktywno$ci magnezu
w teScie wymuszonego ptywania u myszy. Moim zadaniem byto przygotowanie probek
(tj. osocza oraz homogenatow mozgow) oraz oznaczenie w nich stezen magnezu przy
uzyciu metody spektrofotometrycznej. Wyniki przeprowadzonych doswiadczen
wykazaty wtasciwosci przeciwdepresyjne magnezu oraz udziat szlaku NMDA/kwasu
glutaminowego w mechanizmie jego dziatania. Zostaty one opisane w publikacjach P1

1P2.

Bratam roéwniez udzial w badaniach nad wplywem sarkozyny, ktéra jest
endogennym inhibitorem transporteréw glicyny typu 1, na prog aktywnos$ci

drgawkowej w tesScie iv PTZ oraz MEST u myszy. Wzrost steZenia glicyny, do ktérego
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dochodzi w wyniku zablokowania jej transporteréw, nasila aktywacje receptoréw
NMDA, w wyniku czego moze dochodzi¢ do obnizenia progu pobudliwosci drgawkowej.
Wyniki przeprowadzonych przez nas doSwiadczen nie potwierdzilty wcze$niejszych
przypuszczen, poniewaz sarkozyna nie wptywata w sposéb istotny statystycznie na prog
aktywnosci drgawkowej w tescie iv PTZ, natomiast w teScie MEST powodowata istotny
statystycznie wzrost progu drgawek maksymalnych. Uzyskane wyniki pokazaty, ze
stosowanie sarkozyny w leczeniu schizofrenii nie niesie ryzyka wystepowania napadow
padaczkowych, natomiast stosowanie tego zwigzku u pacjentéw z padaczka wymaga
dalszych doktadniejszych badan. Powyzsze do$wiadczenia zostaty szczegétowo opisane

w publikacji D5.

Réwnolegle do opisanych powyzZej doswiadczen prowadzitam badania majgce na
celu ocene aktywnosci sildenafilu, selektywnego inhibitora fosfodiesterazy 5 (PDE5),
w do$wiadczalnych modelach drgawek padaczkowych u myszy oraz w modelu drgawek
rozniecanych (kindling) z ciala migdatowatego u szczuréw. Cze$¢ tych doswiadczen
zostala sfinansowana z grantu Komitetu Badan Naukowych (,Wptyw sildenafilu na
dziatanie klasycznych i nowych lekéw przeciwpadaczkowych w modelach napadéw
padaczkowych u myszy. Badania farmakodynamiczne i farmakokinetyczne”, KBN N N401
224434, kierownik: prof. dr hab. Piotr Wlaz), a ich wyniki zostaty szczegétowo opisane
w mojej rozprawie doktorskiej oraz 5 oryginalnych artykutach naukowych (D1, D3, D4,

D10 i D13), ktdre zostaty opublikowane po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora.

Badania dotyczace aktywno$ci sildenafilu w doswiadczalnych modelach drgawek
i padaczki zostaty podjete w odpowiedzi na pojawiajace sie w literaturze naukowej
informacje o mozliwosci prodrgawkowego dziatania tego zwigzku. Ponadto, duza czes¢
mezczyzn cierpigcych na padaczke i przyjmujacych leki przeciwpadaczkowe doswiadcza
wspotwystepowania zaburzen funkcji seksualnych, w tym zaburzen erekcji, ktéore moga
by¢ leczone z zastosowaniem wtasnie sildenafilu. Zwigzek ten jest powszechnie znany
jako Viagra® (Pfizer), a obecnie dostepny rowniez bez recepty. Celem badan byto wiec

okreslenie bezpieczenstwa stosowania tego leku u pacjentéw z padaczka.

Wyniki doswiadczen wykazaty bardzo stabe dziatanie prodrgawkowe sildenafilu
w teScie iv PTZ oraz jego przeciwdrgawkowe dziatanie w teScie MEST u myszy
i w modelu drgawek rozniecanych z ciata migdatowatego u szczuréw. W pédzZniejszym

okresie doSwiadczenia te zostaly poszerzone o zbadanie wptywu sildenafilu na
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aktywno$¢ wybranych lekéw przeciwpadaczkowych w testach MES oraz podskérnym
(sc) i iv PTZ. Badany inhibitor PDE5 nasilat aktywno$¢ etosuksymidu w tescie sc PTZ,
karbamazepiny, kwasu walproinowego i topiramatu w tescie MES oraz wigabatryny i
gabapentyny w teScie iv PTZ. W przypadku kombinacji sildenafilu z karbamazeping
i etosuksymidem zostato stwierdzone wystepowanie interakcji o charakterze

farmakokinetycznym.

Doniesienia o rekreacyjnym zazywaniu sildenafilu, czesto w potgczeniu z innymi
zwigzkami, m.in. z kokaing, sktonity mnie do zbadania aktywno$ci tego zwigzku w tescie
drgawek kokainowych u myszy. Wyniki tego do$wiadczenia wykazaty brak wptywu
sildenafilu na aktywno$¢ drgawkowag w teScie drgawek kokainowych, na podstawie
czego mozna przypuszczaé, Ze nie bedzie on zwiekszat ryzyka wystepowania drgawek

u 0s6b przyjmujacych go jednoczesnie z kokaina.

Prace doktorska pt. ,Wptyw sildenafilu na aktywnos¢ drgawkowq w zwierzecych
modelach drgawek eksperymentalnych oraz jego interakcje z wybranymi lekami
przeciwpadaczkowymi”, przygotowana pod kierunkiem prof. dr. hab. Piotra Wlazia,

obronitam 19 listopada 2008 r.

Podsumowanie dorobku naukowego przed uzyskaniem stopnia doktora

o Liczba publikacji znajdujgcych sie w bazie JCR: 3
. Laczny IF: 6,011 (wg roku publikacji)

. Laczna liczba punktow MNiSW: 50 (wg roku publikacji)
5.2 Aktywno$¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk biologicznych kontynuowatam
dosSwiadczenia dotyczace dziatania sildenafilu i jego wplywu na aktywnos$¢ lekow
przeciwpadaczkowych w do$wiadczalnych modelach drgawek padaczkowych u myszy.
Kontynuacja tych doswiadczen zwigzana byta z koncowym etapem realizacji
finansowanego przez Komitet Badan Naukowych grantu naukowego, o ktérym pisatam
we wczesSniejszej czesci niniejszego autoreferatu, a takze z realizacjq projektu Iuventus
Plus finansowanego przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (,Wplyw
sildenafilu na  aktywnos¢ drgawkowq oraz dziatanie  wybranych lekéw

przeciwpadaczkowych w modelu drgawek psychomotorycznych wywotywanych prgdem
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elektrycznym o czestotliwosci 6 Hz u myszy”, 1P 2011 038571), ktorego bytam
kierownikiem. Wyniki do$wiadczen przeprowadzonych w ramach realizacji projektu
[uventus Plus zostaly opublikowane w publikacji D17. Przeprowadzone doSwiadczenia
wykazaly istotny efekt przeciwdrgawkowy sildenafilu w teScie drgawek
psychomotorycznych. Co wiecej, zwigzek ten nasilal aktywnos$¢ wszystkich badanych
w tym teScie lekow przeciwpadaczkowych, tj. fenobarbitalu, kwasu walproinowego,
klonazepamu, etosuksymidu, tiagabiny, okskarbazepiny i lewetiracetamu. Interakcje
sildenafilu z kwasem walproinowym i lewetiracetamem miaty charakter
farmakokinetyczny, o czym $wiadczyt wzrost stezenia tych lekow przeciwpadaczkowych
w surowicy 1 mézgach zwierzat doswiadczalnych. Nasilenie aktywnosci
przeciwdrgawkowej pozostatych lekéw bytlo natomiast wynikiem interakcji

farmakodynamicznych.

W zwigzku z wykazaniem istotnych wtasciwosci przeciwdrgawkowych
sildenafilu w te$cie 6 Hz u myszy, badania te byt kontynuowane w pdzniejszym czasie
w celu poznania mozliwych mechanizméw jego dziatania. Wyniki przeprowadzonych
doswiadczen wykazaty udziat neurotransmisji GABAergicznej, glutaminianergicznej,
serotoninergicznej i adenozynowej w przeciwdrgawkowym dziataniu sildenafilu
w teScie 6 Hz. Nie wykazano natomiast udziatu receptoréw opioidowych p. Powyzsze

doswiadczania zostaty przedstawione w publikacji D31.

Badanie wptywu sildenafilu na funkcje centralnego uktadu nerwowego
kontynuowatam uczestniczgc réwniez w doswiadczeniach prowadzonych przez dr
Katarzyne Socale. Badata ona wtasciwosci przeciwdepresyjne tego zwiazku oraz jego
wptyw na aktywnos$¢ lekow przeciwdepresyjnych w teScie wymuszonego ptywania
u myszy. DoSwiadczenia te wykazaty przeciwdepresyjne witasciwosci sildenafilu po
zablokowaniu muskarynowych receptoréw cholinergicznych. Zwigzek ten wplywat
rOwniez na aktywnoS$¢ niektorych lekow przeciwdepresyjnych - nasilal dziatanie
amitryptyliny, wenlafaksyny, bupropionu, mianseryny i tianeptyny oraz ostabial
aktywnos$¢ paroksetyny i magnezu. Nasilenie aktywnos$ci wenlafaksyny, bupropionu
i tianeptyny przez sildenafil byto prawdopodobnie wynikiem interakc;ji
farmakokinetycznych. Wyniki powyzszych doswiadczen zostaty opisane w publikacjach

D9,D11,D12,D14iD15.
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Badanie wtasciwosci przeciwdepresyjnych sildenafilu byto kontynuowane
réwniez w pdzniejszym okresie w ramach realizacji projektu Iuventus Plus pt. ,Ocena
przeciwdepresyjnego dziatania sildenafilu (selektywnego inhibitora fosfodiesterazy 5)
i jego wplywu na terapie przeciwdepresyjng u myszy” (IP 2014 043373, kierownik: dr
Katarzyna Socata), a wyniki tych doSwiadczen zostaty szczegd6towo opisane
w publikacjach D25 i D26. Wielokrotne podania sildenafilu powodowaty jedynie
niewielkie dziatanie przeciwdepresyjne w teScie wymuszonego ptywania u myszy. Ostre
podania sildenafilu odwracaty wywotane rezerping lub unieruchomieniem wydtuzenie
czasu bezruchu w tym teScie oraz wzrost poziomu kortykosteronu we krwi zwierzat,
zarowno tych poddanych stresowi unieruchomienia, jak i u tych, ktére nie byly
poddawane unieruchomieniu. Zaobserwowano wystepowanie interakcji
farmakodynamicznych  miedzy  sildenafilem i trzema badanymi lekami
przeciwdepresyjnymi, tj. sertraling, trazodonem i maprotyling, a takze interakcji
farmakokinetycznych z citalopramem, fluwoksaming i agomelatyng. Co wiecej, efekt
terapii elektrowstrzasowej byt ostabiany u zwierzat, ktérym podawano sildenafil

przewlekle.

W 2010 roku nawigzatam wspéiprace z dr hab. Mirostawem Czuczwarem
z Il Kliniki Anestezjologii i Intensywnej Terapii Uniwersytetu Medycznego w Lublinie.
Wspélpraca ta zwigzana byta z realizacjg projektu pt. ,Wplyw hamowania neurogenezy
we wczesnym okresie zycia na epileptogeneze i zjawisko lekoopornosci u szczurow”
(Iuventus Plus, IP 2010 006870), a wyniki przeprowadzonych doswiadczen zostaty
zaprezentowane w formie doniesien zjazdowych. W ramach wspoétpracy z prof. dr. hab.
Maciejem Gasiorem (Zaktad Farmakologii i Fizjologii, Kolegium Medycznego
Uniwersytetu Drexel w Filadelfii, USA) uczestniczytam w doswiadczeniach majgcych na
celu zbadanie wplywu kwasu klawulanowego (inhibitor f-laktamazy), kwasu
kaprylowego oraz kwasu dekanowego (sktadniki diety ketogennej) na aktywnos$¢
drgawkowa w doswiadczalnych modelach drgawek padaczkowych u myszy (publikacje
D7, D8 i D19). Doswiadczenia dotyczace kwasu kaprylowego zostaty w pdzZniejszym
czasie poszerzone o zbadanie mechanizmu jego przeciwdrgawkowego dziatania w tescie
drgawek psychomotorycznych indukowanych stymulacjg elektryczng o czestotliwosci
6 Hz u myszy (publikacja D20). DoSwiadczenia realizowane we wspoétpracy z zespotem
prof. dr. hab. Jakuba Fichny z Zaktadu Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
zaowocowaty publikacja kolejnych trzech artykutéw (publikacja D16, D23 i D24), w
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ktorych opisane zostaty wyniki do$wiadczenn majacych na celu ocene aktywnosci
selektywnych antagonistow receptoréow opioidowych p, melatoniny i agonistow
receptora melatoninowego (Neu-P11 i Neu-P67), a takze wodnego wyciaggu z Calea

zacatechichi w mysich modelach drgawek padaczkowych.

Uczestniczytam w do$wiadczeniach prowadzonych we wspoétpracy z dr hab.
Karoling Pytkg z Katedry Farmakodynamiki Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie,
ktéorych celem byto zbadanie przeciwdrgawkowych wtasciwoSci antagonistow
receptoréw serotoninowych 5-HTia, 5-HT7 i 5-HT3 tj. HBK-14 i HBK-15,
w doSwiadczalnych modelach drgawek padaczkowych u myszy. Wyniki
przeprowadzonych doswiadczen wykazaty przeciwdrgawkowe wtasciwosci HBK-14 we
wszystkich  trzech zastosowanych testach, tj. w teScie MEST, drgawek
psychomotorycznych indukowanych stymulacja elektryczng o czestotliwosci 6 Hz oraz
w tescie iv PTZ u myszy. HBK-15 podnosit natomiast prég drgawkowy jedynie w testach
drgawek indukowanych stymulacjg elektryczng, tj. w teScie MEST i drgawek
psychomotorycznych. Badane zwigzki nie wptywaty na site mies$ni szkieletowych oraz
koordynacje ruchowa u myszy. Wyniki powyzszych do$wiadczen zostaty szczegdétowo

opisane w publikacji D28.

W czasie swojej pracy w Zaktadzie Fizjologii Zwierzat UMCS uczestniczytam
réwniez w doSwiadczeniach prowadzonych przez dr Katarzyne Socate, ktérych celem
byto zbadanie wpltywu wodnego ekstraktu z Genoderma Iucidum, sulforafanu,
a-spinasterolu, tadalafilu (selektywny inhibitor PDE5) i KA-11 (zwigzek hybrydowy
posiadajacy w swojej strukturze fragmenty czasteczek etosuksymidu, lakozamidu
i lewetiracetamu) na niektore funkcje centralnego ukiadu nerwowego. Wyniki tych
doswiadczen wykazaty brak wptywu wodnego ekstraktu z grzybni G. lucidum na prog
aktywnosci drgawkowej w tescie iv PTZ i MEST u myszy. Ekstrakt ten wykazywat
natomiast dziatanie przeciwdrgawkowe w teScie drgawek psychomotorycznych
wywotanych stymulacja o czestotliwosci 6 Hz. Stwierdzono réwniez jego dziatanie
przeciwdepresyjne w teScie wymuszonego ptywania oraz brak dziatania
przeciwlekowego w teScie podniesionego labiryntu krzyzowego u myszy. Powyzsze
wyniki zostaty szczegétowo opisane w publikacji D22. Alfa-spinasterol - selektywny
antagonista receptora waniloidowego typu 1 (TRPV1), wykazywat istotne dziatanie

przeciwdrgawkowe w trzech testach drgawek padaczkowych. Powodowat wzrost progu
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aktywnosci drgawkowej dla drgawek maksymalnych w teScie MEST oraz drgawek
psychomotorycznych wywotanych stymulacjg elektryczng o czestotliwosci 6 Hz,
w tescie iv PTZ podnosit prog dla drgawek mioklonicznych oraz klonicznych (publikacja

D21).

Wyniki dosSwiadczen z sulforafanem nie potwierdzity wczesniejszych przypuszczen
0 jego dziataniu przeciwdrgawkowym, poniewaz zwigzek ten powodowat istotne
obniZzenie progu drgawkowego dla drgawek mioklonicznych i klonicznych
w tescie iv PTZ oraz dla drgawek psychomotorycznych, nie wptywat natomiast w sposéb
istotny statystycznie na prég drgawek tonicznych w tescie iv PTZ i MEST. Co ciekawe,
sulforafan nasilal aktywno$¢ przeciwdrgawkowg karbamazepiny w tescie MES.
Interakcje te mialy prawdopodobnie charakter farmakokinetyczny, poniewaz
zaobserwowano wzrost stezenia tego leku przeciwpadaczkowego zaré6wno w osoczu,
jak i w moézgach zwierzat doswiadczalnych. W trakcie do$wiadczen zaobserwowano
réwniez, ze wysokie dawki sulforafanu maja dziatanie sedacyjne, powoduja hypotermie,
upos$ledzenie koordynacji ruchowej, ostabienie sity mie$ni szkieletowych, a takze
wysoka $miertelno$¢ myszy. W zwigzku z dziataniem prodrgawkowym oraz licznymi
dziataniami niepozadanymi zdecydowano sie rdwniez na wyznaczenie dawki toksycznej
TDso oraz dawki letalnej LDso tego zwigzku. Wyniki powyzszych doSwiadczen zostaty

przedstawione w publikacji D27.

Doswiadczenia oceniajgce aktywnos$¢ tadalafilu wykazaty, Ze obniza on proég dla
drgawek mioklonicznych, ale nie wptywa na progi dla uogélnionych drgawek
klonicznych oraz drgawek tonicznych w teScie iv PTZ u myszy. Zwigzek ten nie
powodowat zmian aktywnos$ci drgawkowej w teScie MEST oraz 6 Hz. Tadalafil nie
wptywat na aktywno$¢ karbamazepiny i topiramatu w teScie MES oraz kwasu
walproinowego i tiagabiny w teScie drgawek psychomotorycznych, nasilal natomiast
dziatanie klonazepamu i ostabial dziatanie okskarbazepiny w teScie iv PTZ. Mozna
przypuszczac, ze interakcje miedzy tadalafilem a klonazepamem i okskarbazeping miaty
charakter farmakodynamiczny, poniewaz nie zaobserwowano zmian stezenia tych
lekéw przeciwpadaczkowych w osoczu i mézgu myszy. Szczegdétowy opis wynikéw

powyzszych doswiadczen zostat przedstawiony w publikacji D29.

Badanie wtasciwosci zwigzku KA-11, ktdéry zostat zsyntetyzowany w Zaktadzie

Chemii Lekéw, Katedry Chemii Farmaceutycznej Collegium Medicum Uniwersytetu
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Jagiellonskiego w Krakowie, zostato przeprowadzone z uzyciem modelu drgawek
rozniecanych (kindling) wywotywanych wielokrotnymi podaniami PTZ u myszy. Po
zakonczeniu procedury kindlingu ocenione zostaty niektére parametry behawioralne
oraz prog aktywnosci drgawkowej u zwierzat. KA-11 w sposéb istotny statystycznie
hamowat rozwéj drgawek padaczkowych w modelu drgawek rozniecanych, co wskazuje
na jego wtasciwosci antyepileptogenne. Powodowat réwniez obnizenie progu drgawek
mioklonicznych i uogdlnionych drgawek tonicznych w tescie iv PTZ u myszy poddanych
procedurze kindlingu, natomiast jego ostre podania u zwierzat, ktére nie przeszly tej
procedury, nie wptywaty na prég drgawkowy w tym tescie. Dodatkowo, KA-11 znosit
cze$ciowo prodepresyjne dziatanie wielokrotnych podan PTZ u myszy, nie wptywat
natomiast na zachowania lekowe. Nie odnotowano istotnych statystycznie zmian
aktywnosci lokomotorycznej u badanych zwierzat. Opisane doswiadczenia zostaty

szczegbtowo opisane w publikacji D30.

W latach 2011-2018 bytam szeSciokrotnie nagradzana zespotowa Nagroda
Rektora za cykl publikacji naukowych. W roku 2013 otrzymatam stypendium START

Fundacji na rzecz Nauki Polskie;.

Podsumowanie dorobku naukowego po osiagnieciu stopnia doktora (z wylaczeniem

publikacji stanowiacych osiagniecie naukowe)

o Liczba publikacji znajdujacych sie w bazie JCR: 31
. Laczny IF: 94,206 (wg roku publikacji)
. Laczna liczba punktow MNiSW: 883 (wg roku publikacji)

6. Podsumowanie catego dorobku naukowego
. taczna liczba publikacji znajdujacych sie w bazie JCR: 39
o taczny IF: 115,408
o Laczna liczba punktéow MNiSW: 1053
o Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science: 386
o Liczba cytowan publikacji bez autocytowan wedtug bazy Web of Science: 304
o Indeks Hirscha wedtug bazy Web of Science: 11
o Referaty wygtoszone na krajowych konferencjach tematycznych: 3
o Liczba komunikatow zjazdowych: 27, w tym:

-z konferencji krajowych: 6
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

-z konferencji miedzynarodowych: 21
o Liczba projektéw badawczych: 7, w tym:
- kierownik projektu: 1

- wykonawca: 6
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