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1. Imie i nazwisko
Renata Ewa Perlikowska (z d. Staniszewska)
2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

- $wiadectwo ukdéczenia studiéw podyplomowych w zakresie: Poradroc@ywieniowe i
Dietetyczne, z dnia 10 maja 2017 r., Szkota Glov@wspodarstwa Wiejskiego w Warszawie,
Wydziat Nauk o Zywieniu Cziowieka i Konsumpcji. Tytut projektu dyphowego:
»Postpowanie dietetyczne w niedoczystidarczycy typu Hashimoto

Promotor: dr hab. Ewa Lange, SGGW Warszawa

- stopiér doktora nauk medycznych (w dyscyplinie biologiadyezna) z dnia 5 gaziernika
2010 r., Uniwersytet Medyczny w todzi, Wydziat Legk. Tytut rozprawy doktorskiej:
»Synteza i badanie wdeiwasci farmakologicznych nowych analogéw endomorfiw@kszonej
odporngci na dziatanie protedz

Promotor: Prof. dr hab. Anna Janecka, Uniwersytetiitzny w t.odzi

Recenzenci: Prof. dr hab.zirAleksandra Olma, Politechnika todzka

Prof. dr hab. Zbigniew Szewczukiwersytet Wroctawski

- dyplom magistra ifyniera na kierunku Biotechnologia w zakresie bibteslogii molekularnej

i biochemii technicznej z dnia 13 grudnia 2009°olitechnika £6dzka, Wydziat Biotechnologii i
Nauk oZywnosci. Tytut pracy magisterskiej:Development of a cellular/enzymatic system for
the decarboxylation of malic acid to lactic acid byeans of the malolactic enzyme from
Oenococcus oehi(praca wykonana na: University of Natural Resesrand Applied Life
Sciences, Vienna, Austria).

Promotor: Prof. Klaus Dieter Kulbeniversity of Natural Resources and Applied Lifeebces,

Vienna, Austria
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

2011- nadal- adiunkt w Zaktadzie Chemii Biomoleknkg, Wydziat Lekarski, Uniwersytet
Medyczny w todzi,

2005- 2006- technolog ds. rozwojusredek Bada Farmaceutycznych i Klinicznych BIOFANA
Sp. z 0.0. Kutno.

4. Wskazanie osigniecia* wynikaj acego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 20030
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stoprich i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
2016 r. poz. 882 ze zm. W Dz. U. z 2016 r. poz. 131

4.1.Tytut osiagniecia naukowego

Synteza i badanie wdaiwaosci farmakologicznych nowych analogow peptydow acloialych

Uzyskane osigniccia naukowe, stanowte podstaw habilitacji zostalty udokumentowane w
cyklu pieciu prac oryginalnych i jednej przegdiowej, opublikowanych w latach 2011-2016 i
dotycz roli peptydow opioidowych w organizmie iz@gorodnych maliwosci ich wykorzystania
dla celéw terapeutycznych.

Summaryczny Impact Factor ISI: 15.577

Punktacja MNiSW: 155

Liczba cytowa: 332 (Wo0S), 340 (Scopus) (listopad 2017)
Indeks Hirscha : 9 (WoS), 9 (Scopus)
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4.2. Wykaz publikacji wchodzcych w sklad osagniecia naukowego

Fichna J,Perlikowska R, Wyrebska A, Gach K, do-Rego JC, Toth G, KluczykJAnecka A,
Effect of 2’,6’-dimethyl-L-tyrosine (Dmt) on pharroalogical activity of cyclic endomorphin-2
and morphiceptin analogs, 2011, Bioorg Med Chem£997-6981.

Perlikowska R, Piekielna J, Fichna J, do-Rego JC, Toth G, Jandck Janecka A,
Pharmacological properties of novel cyclic pentajoes withu-opioid receptor agonist activity,
2014, Med Chem, 10: 154-161.

Perlikowska R, Malfacini D, Cerlesi MC, Calo' G, Piekielna Jpfbt L, Henry T, do-Rego JC,
Tombdly C, Kluczyk A, Janecka A, Pharmacologicaaretterization of endomorphin-2-based
cyclic pentapeptides with methylated phenylalamesdues, 2014, Peptides, 55: 145-150.

Perlikowska R, Piekielna J, Gentilucci L, De Marco R, Cerlesi MCalo G, Artali R, Tomboly
C, Kluczyk A, Janecka A, Synthesis of mixed MOR/K@HRcacy cyclic opioid peptide analogs
with antinociceptive activity after systemic adnsination, 2016, Eur J Med Chem, 15 : 276-286.

Perlikowska R, Piekielna J, Mazur M, Koralewski R, Olczak J,Rego JC, Fichna J, Modranka
J, Janecki T, Janecka A. Antinociceptive and aptielesant-like action of endomorphin-2
analogs with proline surrogates in position 2, 2@iéorg Med Chem, 22: 4803-4809.

Perlikowska R, Janecka A. Bioavailability of endomorphins an@ thlood-brain barrier- a
review, 2014, Med Chem, 10: 2-17.

Badania, ktérych wynikiem gs ww. publikacje, zostaly wykonane w Zakladzie Chemi
Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego w todzi.
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4.3. Omowienie celu naukowego ww. prac, egjnietych wynikdw oraz ich ewentualnego
wykorzystania

4.3.1. Wprowadzenie

Opiaty, takie jak morfina,asnajbardziej skutecznymsrodkami zwalczajcymi ostry bol.
Mimo, ze maj wiele dziatéd ubocznych, takich jak powodowanie uzalenia, tolerancji czy
depresji oddechowej, do tej pory nie udal@ gasypi¢ ich bezpieczniejszymirodkami.
Wykazano,ze opiaty dziatgy gldwnie poprzez receptony-opioidowe, zlokalizowane w mozgu
ssakow. W roku 1997 Zadina i wsmdkryli w mézgu dwa tetrapeptydy, ktére wykazywaty
niezwykle wysokie powinowactwo i selektyw§godo receptora p-opioidowego i zostaty uznane
za jego endogenne ligandy. Poniewawiazki te dzialag przez ten sam co morfina receptor
nazwano je endomorfinl (EM-1, Tyr-Pro-Trp-Phe-NE i endomorfin-2 (EM-2, Tyr-Pro-Phe-
Phe-Nh). Endomorfiny dziataj gtdbwnie przeciwbdlowo, przeciwdepresyjnie, przdekewo.
Odgrywap wazna role w przypadku natgenia na stres, poniewamniejszaj uczucie niepokoju.
Hamup perystaltyle jelit, pobudzaj apetyt i zwgkszap aktywnad¢ ruchows. Odkrycie
endomorfin dato nadziejna znalezienie bezpieczniejszega morfina srodka zwalczajcego
silny bdl. Niestety endomorfiny, jak wksza¢ peptyddw, nie g dobrymi kandydatami na leki.
Mimo ze wykazuy one bardzo silne dziatanie przeciwbolowe po padatkomorowym (ang.
intracerebroventricular, icv) efekt ten nie jestselwowany po podaniu peryferyjnym, np.
dozylnym (ang. intravenous, iv). Wynika to z tege, s one szybko degradowane przez enzymy
proteolityczne, a tale w wickszaci nie przechodz przez bariey krew-mézg (ang. blood-brain
barrier, BBB). Projektowanie i synteza analogdbw andrfin o lepszym profilu
farmakokinetycznym, ktére znalazltyby zastosowargéoj nowe leki przeciwbolowe czy
przeciwdepresyjne jest od wielu lat zadaniem stawiachemii medyczne.

W ostatnim czasie zsyntetyzowano dzjdsi analogow endomorfin w poszukiwaniu

zwigzkéw o lepszym rii macierzyste peptydy profilu farmakologicznyrh.Jednak, mimo

1 Zadina JE, Hackler L, Hackler L, Ge LJ, Kastin AJpotent and selective endogenous agonist fonmtir@piate receptor, 1997,
Nature, 386: 499-501.

2 De Marco R, Janecka A. Strategies to improve biitetiity and in vivo efficacy of the endogenousi@ig peptides
endomorphin-1 and endomorphin-2, 2015, Curr Top Khdm, 16: 141-155.
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znacznego pogbu w badaniach, do tej pory nie udate sirzyma zwiazku, ktory bytby réwnie
skuteczny jak morfina wémierzaniu silnego bdlu, a jednoénee pozbawiony jej niegadanych
efektow ubocznych, zatem projektowanie nowych, zdepszych analogébw endomorfin jest
nadal prowadzone w wielu laboratoriachsméecie.

Gtéwne strategie syntetyczne, stosowane dotychezaselu otrzymania analogow
peptydow opioidowych o lepszych wawosciach farmakologicznych w poréwnaniu do
natywnych peptydéw, polegajna wprowadzaniu nienaturalnych aminokwasow Inb
aminokwasow, tworzeniu wkan pseudopeptydowych, syntezie struktur chimeryczngel te:
cyklizacji liniowych sekwenciji.

Cyklizacja liniowych sekwencji wydaje ¢siby¢ jedrg z korzystniejszych metod
pozwalagcych uzyskd zwigzki o zwikszonej odporrgei na dziatanie enzymow
proteolitycznych, jak rownie wykazupcych korzysta aktywna¢ biologiczry po podaniu
obwodowym. Peptydy cykliczneg owiem bardziej sztywne -iich liniowe odpowiedniki, a
zmniejszona swoboda konformacyjnasteczki mae mie wptyw na jej lepsze dopasowanie do
okreSlonego typu receptoréw i wzrost selektywoid® Cyklizacja zweksza stabilng
metaboliczg oraz lipofilowas¢, ktdra z kolei wptywa na biodaginas¢ zwigzkdw, decydujcg w
duzej mierze o przenikalrici peptydow przez btony komorkowe.

Cyklizacj liniowych sekwencji mgna przeprowadzaprzy wyciu réznych strategii i w
réznych pozycjach. W pracy przegdgowej, w ktorej jestem wspdtautorem, zatytutowanej
,Cyclization in opioid peptidésautorstwa Piekielna i wsp., opisane zostaly sgékmvo
cykliczne analogi peptydéw opioidowych opublikowameiagu ostatnich 30 lat [11.1.13].

Endomorfiny g zaledwie tetrapeptydami, a poza tym zarowno kKekava grupa
aminowa jak i C-kacowy amid g elementami strukturalnymi decydaymi o ich aktywnéci. Z
tego powodu cyklizacja typu ,glowa-ogon” nie wydajge korzystna. Wobec czego,
zaproponowane w moich dotychczasowych badaniackicegle analogi otrzymatam poprzez
utworzenie wdzania amidowego powrdzy grum aminows i karboksylow w tancuchach
bocznych aminokwasu diaminowego (Lys) i dikarbo&sydgo (Asp), wprowadzonych do

38 Varamini P, Blanchfield JT, Toth I. Endomorphirrigtatives with improved pharmacological properti2813, Curr Med
Chem, 20: 2741-2758.

4 Janecka A, Gentilucci L. Cyclic endomorphin analogtargeting opioid receptors to achieve paiiefg?014, Future Med
Chem, 6: 2093-2101.
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sekwencji EM-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NHw pozycje 2 i 5. Spwdd otrzymanych zvgizkow,

peptyd cykliczny o sekwencji Tyro{Lys-Phe-Phe-Asp)-NH byt catkowicie odporny na
dziatanie peptydaz, miat de powinowactwo do receptoréw p-opioidowych oraz amgvat

bardzo silne i diugotrwate dziatanie przeciwbdlop@ podaniu dokomorowym, a tak stabe
dziatanie przeciwbolowe po podaniu peryferyjnymzdoym) [11.1.6]. Fakt,ze zsyntezowany
analog byt aktywny @odkowo, swiadczy o tym,ze byt w stanie, przynajmniej ¢iowo,

przeg¢ przez barigy krew-moézg. Otrzymane rezultaty pokazatye cykliczne analogi
endomorfin mog sta sie zwigzkami wygciowymi w dalszych poszukiwaniackrodkow

przeciwbolowych o strukturze peptydowe;j.

Wobec tego w ramach dalszej pracy naukowej zapimjetam kilka kolejnych serii
cyklicznych peptydow opioidowych. Syntegyklicznych analogéow prowadzitam na fazie statej
metody z zastosowaniem procedury Boc (grupd-butyloksykarbonylowa) lub Fmoc (grupa 9-
fluorenylometoksykarbonylowa) naywicy p-metylobenzhydryloaminowej MBHA (stopie
osadzenia 0.8 mmola/g). W zahesci od metody grupa-aminowa Lys blokowana byta przez
grupg Fmoc lub 4-metylotritylowy (Mtt), grupa pB-karboksylowa Asp przez grap
fluorenylometylovg (Ofm) lub ester 2-fenylo-isopropylowy (O-2im). Tetrafluoroboran N-
tlenku  1-(3-tetrametyloamidynio)-benzotriazolu (TB)I uzywatam jako odczynnik
kondensujcy. Analiza surowych mieszanin poreakcyjnych byleowadzona przy iyciu
chromatografii cieczowe] (HPLC) pgzonej z tandemoyvspektrometg mas (LC-MS/MS).
Produkty reakcji oczyszczane byty zyaiem HPLC i potwierdzane za pompowaysokosprawnej
spektrometrii mas (HR-MS).

W poszukiwaniu zwjzkéw biologicznie aktywnych, a przede wszystkim aclych na
degradag enzymatycza, ciekawe wyniki otrzymatam rowniew wyniku wprowadzania do
natywnych struktur liniowych aminokwasow nienatagedh. Korzystny wptyw na wiaiwosci
endomorfin ma zmiany w obgbie reszty Pro w pozycji 2, pehuej funkcg tacznika,
decydujcego o poteeniu wzgkdem siebie grup farmakoforowych, aewideterminujcego
konformacg tancucha peptydoweg@®becnd¢ Pro w sekwencji endomorfin ogranicza znacznie
ilos¢ enzymow, zdolnych do trawienia tych peptydow. ipegl ze swaj cykliczrg budowy, jest
wyjatkowym aminokwasem. Jej obedidow tancuchu peptydowym powoduje zmiakierunku

tego tawcucha oraz izomeryzacj cis-trans wigzania peptydowego z poprzedggjm

8
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aminokwasem, co utrudnia dggtenzymow proteolitycznych. Dlatego endomorfinywizaajgce
Pro w pozycji 2 tacucha, g odporne na dziatanie gkiszaci aminopeptydaz (czyli enzymow
odcinagcych N-kaicowy aminokwas). Istnieje jednak grupa enzymowrekttydrolizuy wtasnie
wigzania peptydowe utworzone z udziatem Prosedd nich jest dipeptydylopeptydaza IV (DPP
IV, EC 3.4.14.5). Poszukag zwigzkow odpornych na dziatanie DPP IV zaprojektowalsert
analogéw EM-2, zawierggych zmodyfikowan proline (4-fenylopirydyre, 4-Ph$-Pro). Synteg
liniowych analogbw prowadzitam na fazie statej nigta zastosowaniem procedury Fmoc na
zywicy MBHA (stopien osadzenia 0.8 mmola/g). Produkty reakcji oczyszedayty z uyciem
HPLC i potwierdzone za pomg¢iR-MS.

W celu ustalenia, jakie modyfikacje chemiczne prdmado otrzymania zwizkow o
pozadanym  profilu farmakologicznym, dla wszystkich zsgowanych analogow
przeprowadzitam badanie wzdhego powinowactwa do receptor¢w ,5- i k- opioidowych w
preparatach btonowych z moézgu szczura §) liub $winki morskiej ). Badania receptorowe
polegaj na wypieraniu znakowanego izotopowo ligandd8HJPAMGO dla receptorap,
[3H][lle > deltorfiny-2 dla receptora, [*H] nor-BNI dla receptora) o duwym powinowactwie do
danego receptora przez nieznakowany analog. Pgawaiee na wyznaczenie waéto 1Cso,
okreslajacej stzenie badanego peptydu, przy ktérym wypierana jesbvpa radioliganda.
Porownanie wart@i ICso otrzymanych dla rfych analogédw pozwala na ustalenie ich
wzglednego powinowactwa i selektywsuo.

Celem okrélenia stabilnéci metabolicznej w obecdoi enzymow proteolitycznych
wykorzystatam metog badania szybkwi degradacji analogobw wybranymi enzymami
proteolitycznymi: aminopeptydazM (APM), karboksypeptydaz Y (CPY), DPP IV lub

homogenatem z mézgu szczura przyaiu HPLC.

Analogi 0 najlepszych wkaiwosciach, wybrane na podstawie testiwitro, byty dalej
badane in vivo. Do bada przeciwbdlowych na zwiegtach (test gaicej plytki)
wyselekcjonowane zostaly najlepsze analogi o wysgBowinowactwie i diej selektywnéci
do receptorap-opioidowego i jednoczaie odporne na degradacjenzymatyczg Efekt
przeciwbdélowy w tego typu badaniu wynika z aktywanpdrdzeniowych receptoréw-
opioidowych. Aktywnd¢ przeciwbolowa byta okétana najpierw po podaniu icv, a ngstie po
podaniu obwodowym iv lub dootrzewnowym (ang. ingajoneal, ip) co pozwalato ustgliw

9
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jakim stopniu nowe analogi przechadzprzez bariex krew-moézg. Z kolei efekt
przeciwdepresyjny okétany byt w testach behawioralnych: wymuszonego piyia (ang. forced
swimming test, FST), podwieszania za ogon (and-stepension test, TST) i mie/ch
aktywnas¢ ruchowg zwierzt (ang. locomotory activity test, LMA).

4.3.2. Oméwienie pracgdgcych podstaw osiggnigecia naukowego

Fichna J,Perlikowska R, Wyrebska A, Gach K, do-Rego JC, Toth G, Kluczyk A
Janecka AEffect of 2’,6’-dimethyl-L-tyrosine (Dmt) on pharmacological activity of cyclic
endomorphin-2 and morphiceptin analogs2011, Bioorg Med Chem; 19: 6977-6981.

Jako,ze otrzymany w ramach mojej pracy doktorskiej anadosekwencji Tyr-ag-Lys-
Phe-Phe-Asp)-NKHwykazat lepszy od endomorfin profil farmakologigzrzostat on wybrany
jako zwhzek wygciowy do syntezy nowych cyklicznych peptydoéw o pajalnej aktywnéci
przeciwbolowej [II.1.6]. Wobec tego, pierwsza zgpkbowana seria analogébw miata ogolny
wzor:

Xaa-c(Yaa-Phe-Phe-Zaa)-MiHXaa-c(Yaa-Phe&-Pro-Zaa)-NH,

gdzie Xaa oznaczato Tyr lub jej pochadz dwiema grupami metylowymi, 2',6'-
dimetylotyrozyre (Dmt), natomiast Yaa i Zaa oznaczaly aminokwasyladatkows grup
aminow lub karboksylow w tancuchu bocznym, w tym wypadku Yaa=Asp lubD-Lys, Zaa=
Asp lub Lys [I.2.1].

Zaprojektowane zwiki zsyntetyzowatam stosyg standardow ortogonala metod Boc
nazywicy MBHA, jednoczénie wykorzystujc grupy Fmoc/Ofm do selektywnego blokowania
odpowiednio, aminokwasow diaminowych i dikarboksyyeh. Peptydy cykliczne zostaty ztg
z zywicy z wykorzystaniem mieszaniny TFA/TIS® (95: 2,5: 2,5: 1), wykorzystag
dodatkowo promieniowanie mikrofalowe.

Otrzymane analogi charakteryzowatyg svysokim powinowactwem do receptora
opioidowego, jak rowniebyly odporne na degradaagnzymatycza pod wptywem homogenatu

mobzgu szczura. Dodatkowa modyfikacja, polegajna zagpieniu Tyr w pozycji pierwszej jej

10
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pochoda z dwiema grupami metylowymi, czyli 2',6'-dimetylodbzyrs (Dmt), spowodowata
dalszy wzrost powinowactwa wzglem receptora, ale rownie wzgledem receptora, co dato
mniej selektywne analogi. Wprowadzone grupy metgow piekcieniu aromatycznym Tyr
determinug bowiem konformagj otrzymanych zwizkow poprzez zwikszenie oljtosci
tancucha bocznego, to z kolei wptywa na rodzaj intejiak obrebie domeny wjzacej receptora.
Dwa wyselekcjonowane w tej serii analogi: Dmib-t(ys-Pheb-Pro-Asp)-NH i Dmt-c(D-Asp-
Pheb-Pro-Lys)-Nh) wykazywaly silne, diugotrwate dziatanie przeciidse po podaniu icv,
gdzie dawka wywotgca efekt roéwny potowie efektu maksymalnego wynosiE®se=
0.01pg/zwierz. Najsilniejsa odpowied dla wybranych analogéw w dawce 10 ng/zwgerz
otrzymano po 30 min od iniekcji icv, a czas trwagiektu przeciwbolowego wynosit po#gj 90
min. Dodatkowo, efekt przeciwbolowy analogow cykhgch w dawce 3 ng/zwiegzbyt
znacaco hamowany przez jednoczesne podanie antagonestgptora p-opioidowego, B-
funaltreksaminy §-FNA) w dawce 1 pg/zwietz (icv). Swiadczy to o udziale receptorom
opioidowych w przekazywaniu dziatania analgetycznégdanych peptydéw. W analogicznie
przeprowadzonym badaniu, w ktorymiyto antagonisty receptor@opioidowego, naltrindolu
(NTL, 1 po/zwierz, icv) i odpowiednio antagonisty receptar@pioidowego, norbinaltorfiminy
(nor-BNI, 5 pg/zwierg, icv), nie zaobserwowano wplywu na wiascio przeciwbolowe
cyklicznych analogéw, co oznaczato brak udziateptaréws i k w przekazywaniu dziatania
analgetycznego. Wyselekcjonowane peptydy odpoweednidawkach 0.01 lub 1 mg/kg nie
dziataty po podaniu iv, zatem nie wykazywatly zddkiado przechodzenia przez batidarew-
mozg.

Jak wynika z otrzymanych danych, cykliczne peptydyporownaniu do ich linowych
pochodnych, charakteryzowaty¢siwysokim powinowactwem do receptoréw opioidowych,
jednoczénie byty odporne na degradacje enzymatyciodatkowa modyfikacja, polegaa na
zasgpieniu Tyr w pozycji 1 przez Dmt spowodowala gk&zenie powinowactwa, kosztem
selektywndci, aczkolwiek analogi wykazywaty bardzo silny udbtrwaty efekt przeciwbolowy,
catkowicie hamowany przez antagoniseceptorau. Efekt ten byt obserwowany tylko po

podaniu do komér mézgu, a nie wymdbwat po podaniu dgylnym.
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Perlikowska R, Piekielna J, Fichna J, do-Rego JC, Toth G, Jan&ckJanecka A,
Pharmacological properties of novel cyclic pentapemes with p-opioid receptor agonist
activity, 2014, Med Chem, 10: 154-161.

Kontynuupc nurt bada dotyczcy poszukiwa analogdw o potencjalnym dziataniu
przeciwbdélowym zsyntezowatam i przebadatam kalejare zwigzkéw cyklicznych o ogolnej
strukturze:

Tyr-c(D-Lys-Xaa-Phe-Asp)-NH

gdzie Xaa oznaczatp-3-(1-naftylo)-alanig (D-1-Nal) lub D-3-(2-naftylo)-alanig, (D-2-
Nal) [l.2.2]. Zaproponowane modyfikacje wynikajz tego, ze wprowadzenie reszty-
aminokwasowej do jednej z pozycji w pieleniu cyklicznym silnie determinuje oktene
konformacje szkieletu, poniewa reszta heterochiralna ma tendencpo stabilizacji
alternatywnych struktur drugagdowych. Poza tym Nal zawiera bardziej rozbudowany
aromatyczny uktad piécieniowy i w ten sposob wprowadza dodatk@awad steryczn.

Peptydy, cyklizowane poprzez nlauchy boczne, zsyntetyzowatam na fazie stale] z
zastosowaniem procedury Fmii8u (grupatert-butylowa), jednoczaie wykorzystujc hyper-
kwasowo-labilne grupy Mtt/O-2FPRr do selektywnego blokowania odpowiednio, aminadva
diaminowych i dikarboksylowych. Pierwszym etapentalsynteza struktur liniowych ngwicy,
kolejnym selektywne usugtie za pomog 1% roztworu TFA grup blokggych z aminokwasow
diamino- i dikarboksylowych (odpowiednmLys i Asp), a nagpnie zamkngcie piegcienia. Na
koniec, peptydy zdejmowanazgwicy zgodnie z procedgr=moc (95% TFA).

Przestank do zaprojektowania powgzych cyklicznych pentapeptydéw byto otrzymanie
zwigzkow o zwekszonej lipofilowdaci, zdolnych do przechodzenia przez barikrew-mdzg,
jednoczénie aktywnych biologicznie po podaniu peryferyjnym.

Otrzymane analogi charakteryzowaty stabilngciag metaboliczg. Po czasie inkubacji z
homogenatem mozgu szczura wyrggym 90 min, okoto 80-90% wiégiowej ilosci zwigzkow
nadal nie ulegto degradacji enzymatycznej. Dodatkqwzeprowadzitam badanie lipofilowm,
polegajce na okréeniu powinowactwa zwgzku chemicznego do fazy polarnej (woda) i
niepolarnej §-oktanol), na podstawie ktérego, dla analogow wgzgkam tzw. wspoétczynniki
podziatu zwazku pomedzy te dwie fazy (logP). Wspdtczynnik podziatu odewiedla bowiem

stosunek sten zwigzku w fazie oktanolowej i wodnej. Im vgza warté¢ logP, tym bardziej
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lipofilowy charakter ma badany zywek. Mimo ze aminokwasyD-1-Nal i D-2-Nal maj taky
samy lipofilowosé¢, to otrzymane analogi @ity sie w niewielkim stopniu wspotczynnikiem
podziatu (odpowiednio logP = 2.25 i 2.10).Rite we wiaciwosciach farmakologicznych tych
zwigzkow musialy w¢c wynikat z innego utaenia piefcienia aromatycznego wzglem catej
czasteczki peptydu.

W celu okrélania wzgédnego powinowactwa zsyntezowanych giiow do receptoréw
opioidowych wykorzystatam nie tylko wspomniane paejybadanie receptorowe zyciem
preparatow btonowych, ale rowaietest na izolowanych tkankach zwiecgch, ktory w
przypadku peptydow opioidowych przeprowadzany jestwycinkach jelita cienkiegéwinki
morskiej (ang. guinea-pig ileum, GPI), w ktorychsigpuje dua ilos¢ receptorow [ k oraz na
izolowanych nasieniowodach myszy (ang. mouse véareless, MVD), charakteryzagych se¢
duza iloscia receptoréwd. Testy te umdiwiajg ilosciowa ocer sity dziatania zwizkow,
pozwalaj na okrélenie ich wzgtdnego powinowactwa i selektywdw, jak réwnie na
stwierdzenie, czy badany zwek posiada wkgiwosci agonistyczne czy antagonistyczne.
Wyniki testow GPI/MVD potwierdzity rezultaty baflavzglednego powinowactwa otrzymanych
peptydoéw do receptorow p d w preparatach blonowych. Zsyntezowane analogiiché
wykazatly wysokie powinowactwo do receptora p-op@wedgo, przy jednoczesnej utracie
selektywndci w przypadku analoguz-2-Nal w pozycji trzeciej.

Syntetyzowane przeze mnie analogi byly badane patenk ich widciwosci
przeciwboélowych, w t&ie goncej ptytki po podaniu icv. Niestety dla analogu -Byp-Lys-D-1-
Nal-Phe-Asp)-NH wzrost lipofilowasci, spowodowat utrat rozpuszczalnei w wodzie, co
ograniczylo jego aktywrig w badaniachn vivo. Natomiast efekt przeciwbélowy dla drugiego
peptydu, Tyr-dp-Lys-D-2-Nal-Phe-Asp)-NH, byt zaleny od dawki, a jego czas trwania wynosit
okoto 60 min. O udziale receptorgwopioidowych w przekazywaniu dziatania analgetygme
swiadczyt fakt hamowania efektu przeciwbdlowego et pentapeptydu przez jednoczesne
podanie antagonisty receptarappioidowego -FNA.

Jako ze, receptory opioidowe gs zlokalizowane nie tylko w centralnym uktadzie
nerwowym, ale take w obebie uktadu pokarmowego, dodatkowo zbadano wplywymkpTyr-
c(D-Lys-D-2-Nal-Phe-Asp)-NH na ruchliw@é perystaltycza w tescie pasau zotagdkowo-
jelitowego (ang. whole gut transit, WGT). Zgodnig@mcedus, po podaniu badanego zzku
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myszom zaaplikowano (za pomocsondy daotadkowej) niewchtaniajcy sk z przewodu
pokarmowego barwnik. W ¢eie mierzony byt czas od momentu podania barwnika d
pojawienia s} zabarwionego stolca, odpowiaglay przegciu barwnika przez uktad pokarmowy.
Peptyd Tyr-cp-Lys-D-2-Nal-Phe-Asp)-NH podany dootrzewnowo (ip) w dawce 1 mg/kg
wykazywat hamujce dziatanie na pasazotagdkowo-jelitowy, co wskazywalo na jego
przydatngc¢ jako ewentualnego terapeutyku w leczeniu klinicarghorob uktadu pokarmowego.
Podsumowujc, zaproponowana modyfikacja polega na wstawieniu aminokwas@v
1-Nal i b-2-Nal w pozycg 3, zgodnie z zal@niami, przyczynita gi do wzrostu lipofilowego
charakteru otrzymanych zyzkow i poprawy ich zdolniei do przechodzenia przez bacidrew-
moézg, kosztem zmniejszenia rozpuszcz&nw wodzie. Jednocéeie, peptyd Tyr-ad-Lys-D-2-
Nal-Phe-Asp)-NH hamujc ruchliwas¢ perystaltycza u myszy, wydaje siby¢ przydatnym
zwigzkiem, ktory mogtby znal€ zastosowanie w badaniach nad zaburzeniami motoryki

przewodu pokarmowego.

Perlikowska R, Malfacini D, Cerlesi MC, Calo' G, Piekielna Jofbt L, Henry T, do-
Rego JC, Tomboly C, Kluczyk A, Janecka Aharmacological characterization of
endomorphin-2-based cyclic pentapeptides with methgted phenylalanine residues 2014,
Peptides, 55: 145-150.

W ramach dalszej pracy naukowej zaproponowatanegynbowych cyklicznych analogow
peptydow opioidowych o ogdélnej strukturze:

Xaa-cp-Lys-Yaa-Zaa-Asp)-NH

gdzie Xaa oznaczato Tyr lub Dmt, Yaa i Zaa oznacBdie lub Phe podstawigrgrup
metylowg w pozycji 2, 3 lub 4 pidcienia aromatycznego, czyli odpowiednio 2’-, 3'bld4’-
metylofenyloalania (2’-, 3’- lub 4’-MePhe) [I.2.3]. Aromatyczne amikeasy wys¢pujace w
sekwencji peptydow opioidowych g sistotnymi elementami strukturalnymi aggcymi i
aktywujgcymi receptor. Fragmenty o budowie aromatycznejzsgiej s3 usytuowane w polbdu
hydrofobowych kieszeni natgcych do domen receptorowych i wykaganaczne oddziatywania
niekowalencyjne w ich obbie. Std propozycja wprowadzenie dodatkowych podstawnikow,
zwlaszcza grup metylowych, do pieieni aromatycznych Tyr i Phe. Modyfikacja ta 2o
wplywat na konformagj ligandéw opioidowych ze wzgllu na zwgkszory sztywna¢

tancuchéw bocznych.
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Zaprojektowane analogi zsyntezowatam zgodnie z pracedug, nazywicy MBHA Rink
Amide metod z zastosowaniem procedury Fmoc, grup blegygh Mtt/O-2PhPr oraz TBTU
jako odczynnika kondensygego. Dla wszystkich nowych peptydow cyklicznychkanyatam
badania wzgldnego powinowactwa do receptoréy- i od-opioidowych w preparatach
btonowych, oraz badanie stopnia degradacji enzytaagj. Uzyskane wyniki wykazatye
wprowadzenie metylowanej reszty Phe ogolnieckazato wizanie do receptord. Wszystkie
cyklopentapeptydy wykazywaty wysokie powinowactwo kéceptorowu- opioidowych, przy
czym analogi modyfikowane w pozycji czwartej chdeakzowaly s¢ wyzszym
powinowactwem do receptoréwopioidowych z jednoczesnym spadkiem selektys$gnd/V tym
przypadku, potgenie grup metylowych w pigcieniu aromatycznym Phe rowaideterminowato
wigzanie z receptorem, a kolejitoz jaky decydowato o powinowactwie byta ngstijaca: 4'-
MePhe> 2’-MePhe> 3’-MePhe.

Ponadto dla wszystkich peptydéw oltoma zostata aktywrséo w tescie funkcjonalnym,
polegajcym na badaniu mobilizacji jonébw wapniowych w liciakomérek chomiczych CHO
(ang. chinese hamster ovary, CHQ) transfekowanyahami receptoréw opioidowych i C-
koncowego chimerycznego biatka G. Metody tej nauczylsin w czasie krotkiego sta
naukowego w Laboratorium Farmakologii UniwersytetuFerrarze (Witochy) pod opieka prof.
Girolamo Calo [I1.12.8]. Przebadane wdee funkcjonalnym zwizki byty silnymi pk- i stabymi
d- agonistami. W badaniadh vivo analogi modyfikowane w pozycji czwartej wykazaline
dziatanie przeciwbélowe w ¢eie goncej ptytki po podaniu icv, co wynikato z jednoczegn
aktywowania wg¢cej niz jednego typu receptora opioidowego.

Badania nad powej scharakteryzowanymi seriami peptydow cyklicznyelalizowane
byly w ramach grantu luventus Plus MNiSW [I1.6.8],wyniki prezentowatam podczas 32-go
Europejskiego Sympozjum Peptydowego w Atenach (@yage wrzéniu 2012 roku [11.8.13],
podczas Europejskiej Konferencji Opioidowej w Gtoldl (Wielka Brytania) w kwietniu 2013
roku [I.8.14], jak i podczas 22-go Polskiego Symjpon Peptydowego w Kudowie Zdroju
(Polska) we wrzaniu 2013 roku [11.8.15].

Perlikowska R, Piekielna J, Gentilucci L, De Marco R, Cerlesi MCalo G, Artali R, Tombdoly
C, Kluczyk A, Janecka ASynthesis of mixed MOR/KOR efficacy cyclic opioid pptide
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analogs with antinociceptive activity after systend administration, 2016, Eur J Med Chem,
15: 276-286.

Dalsza ocena przydatém syntetycznych ligandow receptorow opioidowyclstoukturze
cyklicznej jako potencjalnych terapeutykow o dazmaprzeciwbdélowym kontynuowana byta w
pracy, w ktorej wyjciowa struktura:

Dmt-c(D-Lys-Xaa-Yaa-Asp)NH,

zmodyfikowana zostata w pozycji 3 i 4 poprzez wsémie D-1-Nal lub D-2-Nal [1.2.4].
Zgodnie z oczekiwaniami cztery nowe analogii bybporne na degradacgnzymatycza W
badaniach receptorowych bardziej korzgstmiary byta modyfikacja w pozycji 4, bowiem
otrzymane analogi charakteryzowahg svysokim powinowactwem do receptorow ik, co
potwierdzone zostato w geie funkcjonalnym przeprowadzonym na komérkach Cld@dczas
gdy analogi z modyfikacjami w pozycji 3 okazatyg dy¢ stabymi agonistami receptorow
opioidowych. Badanie wigiwosci przeciwbolowych po podaniu icv bytlo przeprowadeala
wszystkich analogow, a najsilniejszy efekt obseraonwbyt w przypadku cyklopeptydowrz1-
Nal i D-2-Nal w pozycji 4, co korelowato z badaniamivitro. Dodatkowo zwizki te wykazaty
zalezng od dawki aktywné¢ przeciwbolows po podaniu ip (EBy odpowiednio 1.160 i 3.244
mg/kg). Dla wyselekcjonowanych analogéw w dawce 8/kym zbadano tale zalenosé
wiasciwosci przeciwbolowych od czasu po podaniu ip. Najsilsiy odpowied obserwowatam
po 15 min od iniekcji. Czas trwania efektu przedddwego wynosit ponad 60 min. Analizy
konformacyjne w roztworze i badania dokowania molathego potwierdzityze pozycja jak
zajmuje grupa naftylowa jest istotnym czynnikiemukturalnym odpowiedzialnym za ide

profile farmakologiczne zsyntezowanych analogow.

Perlikowska R, Piekielna J, Mazur M, Koralewski R, Olczak J, Rego JC, Fichna J,
Modranka J, Janecki T, Janecka Antinociceptive and antidepressant-like action of
endomorphin-2 analogs with proline surrogates in psition 2, 2014, Bioorg Med Chem, 22:
4803-48009.

Inny aspekt mojej pracy, dotyczyt charakterystykofju farmakologicznego liniowych
analogow EM-2 zawieragych w pozycji 2 zmodyfikowanproling (4-fenylopirydyre, 4-Ph§-
Pro) [I.2.5]. Efektem wprowadzenia tego syntetyggng-aminokwasu, gczacego sztywn
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konformacg pigciocztonowego pigcienia pirolidynowego proliny z obecfwa niepolarnego
pierscienia aromatycznego, byto zkiszenie lipofilowdci a zarazem polepszenie biodgstosci
otrzymanych analogow.

Analogi zsyntetyzowatam stoggj handlowo dogpny racemiczny aminokwas 4-BhPro.
Otrzymary mieszanig dwoch diastereoizomerycznych peptydow rozdzieliragtody HPLC. W
celu okrglenia konfiguracji absolutnej reszt 4-BHPro w obu peptydach, przeprowadzono
stereoselektywn syntez aminokwasu (B,4S)-4-fenylopirolidyno-3-karboksylowego, ktory
nastpnie zostat wprowadzony do sekwencji EM-2 w pozgcjKonfiguracja absolutna reszt 4-
Ph-Pro okrélona zostata na podstawie czaséw retencji otrzymlapy analizie HPLC.

Oba enancjomerycznie czyste analogi przebadatam ggem powinowactwa i
selektywndci do receptorow-, 8-, k-opioidowych oraz odporoi na degradagjproteolityczrna
w trakcie inkubacji z homogenatem mézgu szczuraaBia receptorowe potwierdzity znaczenie
konfiguracji R reszty p-Pro, gwarantujcej aktywnd¢ agonistycza wzgledem receptorowu-
opioidowych. Peptyd o sekwencji TyrR39-4-Ph-Pro-Phe-Phe-NH wykazywat
rownowane EM-2 dziatanie, vazac sk do receptorow p-opioidowych, ponadto charakteryg#ow
sie wysokim powinowactwem do receptor@wi k-opioidowych, podczas gdy drugi analog Tyr-
(3S4R)-4-Phf-Pro-Phe-Phe-NHbyt prawie 3-krotnie mniej aktywny wzglem receptorow p-
opioidowych, jednoczmie nie dziatat przez receptory- i «-opioidowe. Obecnéé¢ f-
aminokwasu miata korzystny wptyw na odpaffir@analogéw EM-2 na degradagyod wptywem
enzymow znajduicych sé w homogenacie mdzgu szczura. Zzki byly okoto 6-krotnie
bardziej stabilne aimacierzysta EM-2.

Badaniain vivo okreslajace dziatanie przeciwbolowe otrzymanych peptydowt(gorcej
ptytki), przeciwdepresyjne (FST i TST) i LMA zosyalprzeprowadzone przeze mnie na
Uniwersytecie w Rouen we Francji pod kierunkiemldan-Claude do Rego (Service Commun
d’Analyse Comportementale (SCAC), Institut de Reche et D’Innovation Biomedicale
I.R.I.B., Faculte de Medicine et Pharmacie, Uniitérde Rouen, France). Otrzymatam bowiem
mieskczne stypendium Rgu Francuskiego “Séjour de recherche” uhwdajace
przeprowadzenie niegbnych bada potrzebnych do realizacji projektu oraz zapoznawaz

technikamiin vivo szeroko stosowanymi w poszukiwaniu nowych fornulgk7.7].
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W badaniachn vivo po podaniu icv, efekt przeciwbolowy najlepszegtejserii analogu o
sekwencji Tyr-(&,49-4-Ph$-Pro-Phe-Phe-NEbyt zalezny od dawki i lepszy @idla EM-2. O
udziale receptorow-opioidowych w przekazywaniu dziatania analgetygmbadanego peptydu
swiadczyto hamowanie efektu przez jednoczesne pedantagonisty receptogaopioidowego,
B-FNA.

Mozliwe dziatanie przeciwdepresyjne analogébw badana@wéch zwiergcych testach
behawioralnych badagych zachowania depresyjne: FST i TST, azéalv LMA. W testach
wymuszonego ptywania i podwieszania za ogon u mgézynalogu o sekwencji Tyrig4s)-4-
Ph{-Pro-Phe-Phe-NiH zaobserwowano zmniejszenie czasu nierucBoimoco dowodzito
dziatania przeciwdepresyjnego analogu, przy czyrekteften byly antagonizowany przez
receptoryd- i k-opioidowe, bowiem podanie NLT i nor-BNI catkowiceahamowato efekt
przeciwdepresyjny analogu. Uzyskane wyniki byly cige z badaniami receptorowymi,
poniewa najlepszy w tej serii analog przejawiat powinowexttakze do tych receptoréw.
Analog Tyr-(R 49-4-Ph$-Pro-Phe-Phe-Ninie wykazywat wptywu na aktywsé motoryczn
myszy, co jest zgodne z innymi badaniami wykazyini, ze klasyczne leki przeciwdepresyjne
nie wptywap albo tylko nieznacznie zmniejsaagktywna¢ lokomotoryczg.

Wiele bada potwierdza zwjzek ukladu opioidowego zarbwno =z dziataniem
przeciwbdélowym, jak i dziataniem determigaym nastroj, wobec tego otrzymane wyniki
wydajg si¢ by¢ obiecujce, bowiem analog Tyr-8 49)-4-Ph$-Pro-Phe-Phe-NiHo podwdéjnym
dziataniu, przeciwbolowym i przeciwdepresyjnym, z@dy¢ uwazany za interesagy zwigzek
wyjsciowy do poszukiwania nowych rozyzian.

Otrzymane rezultaty potwierdzity ponadto istptole reszty aminokwasowej w pozycji 2
endomorfin, ktora jest odpowiedzialna za $eglavg orientacg przestrzenyp piercieni

aromatycznych Tyri Trp¥/Phé, umazliwiajaca tworzenie kompleksu ligand-receptor.

Perlikowska R, Janecka ABioavailability of endomorphins and the blood-brain
barrier--a review. 2014, Med Chem ; 10: 2-17.

W ramach mojej dziataldoi naukowej poszukiwatam nowych peptydovedicych
ligandami receptoréw opioidowych, ktére wykazywahyiiotencjalne dziatanie przeciwbolowe i

przeciwdepresyjne, a jednoémée nie ulegalyby trawieniu enzymami proteolitycamny i
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przechodzity przez barieikrew-mo6zg. Przede wszystkim celem byto otrzymamalogu, ktéry
zdotat by pokon& bariee krew-mézg, bowiem jej precyzyjna wybiorézo powoduje, ze
wigkszas¢ potencjalnych terapeutykow nie jest w stanie dotdo mdzgu. Jak wiadomo, przez
barieg krew-moOzg przechodz tatwiej czsteczki nienatadowane, lipofilowe i o matych
rozmiarach. Pomocnym nagdziem w poszukiwaniu nowych analogéw zdolnych do
przechodzenia przez blony biologiczne, bylo przgg@nie pracy przegtiowej,
charakteryzujcej endomorfiny jak i ich analogi, poditkm zdolndci do przechodzenia przez
bariee krew-moOzg, jednoczeie analizujcej dotychczas poznane metody dlaria
lipofilowosci czy tez biodostpnaici zwigzkow (badanian vitro i in vivo) [1.2.6]. W pracy tej
scharakteryzowatam budewi funkcje bariery krew-mozg, jako fizycznej i emagtycznej
granicy pomgdzy naczyniami krwionmymi a tkanlg nerwows, umazliwiajacej selektywny
transport zwizkow krazacych we krwi do ptynu mézgowo-rdzeniowego. Ponadd&onatam
zestawienia gmiennictwa pod wzglddem strategii wykorzystywanych w modyfikacji struit
endomorfin, takich jak zwkszenie lipofilowdci (usungcie grup hydroksylowych, dgtzenie
grup hydrofobowych, metylacja, halogenowanie, midyfe w obebie N- i C-kaca),
kationizacja (dalczenie reszty guanidyny, amidowanie Nika), glikozylowanie, cyklizacja,
wykorzystanie systemow utatwigych transport btonowy (peptydy penetag komork, ang.
cel penetrating peptides, CPCs; liposomy, systengktavowe takie jak nanoggteczki).
Zastosowanie odpowiednich zmian w budowieastzczki pozwala na modyfikowanie
wiasciwosci fizykochemicznych endomorfin oraz polepszenlezdolngci do przenikania przez
btony biologiczne. W celu zrozumienia zatesci pomkdzy struktug endomorfin a ich
biodostpnaicia, w moich badaniach wielokrotnie wykorzystatam pamrzen metody modyfikacji

wyjsciowej sekwencji.

4.3.3. Podsumowanie

Poszukiwanie zwizkéw znajdujcych zastosowanie w terapii bolu jestang dziedzirg
wspotczesnej nauki. Od wiekdw napksze zastosowanie wsmierzaniu silnego, ostrego i
przewlektego bolu znajduje morfina, ktéry dziatazgm receptory opioidowe: 9, «,

zlokalizowane przede wszystkim wrodkowym ukladzie nerwowym, ale rowniev tkankach
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obwodowych, gtéwnie w przewodzie pokarmowym, secey nerkach. Morfina wgize st do
wszystkich trzech typow receptorow opioidowych |gezpowinowactwo do receptorow | jest
okoto stu-krotnie wiksze nk do receptorowd i k. Niestety stosowanie morfiny, zwlaszcza
przewlekte, powoduje silne efekty uboczne. Do r&jgiejszych zalicz§ mazna uzalenienie,
depres oddechow, uporczywe zaparcia, olneinie cénienia krwi. Odkrycie w 1997 roku przez
Zadire i wsp. dwoch tetrapeptydéw: EM-1 i EM-2, ktére wykazywatiezwykle wysokie
powinowactwo i selektywnid@ do receptora p-opioidowego, dato nadgzigja znalezienie
bezpieczniejszego himorfina srodka zwalczajcego silny bdl. Aczkolwiek endomorfiny, jak
wiekszas¢ peptydow, nie gdobrymi kandydatami na leki. Podawane egzogernnieeaktywne,
gdyz bardzo tatwo ulegajdegradacji pod wptywem enzymow proteolitycznycthie przechody
przez barieg krew-moézg. Projektowanie i synteza analogow end@ima lepszym profilu
farmakokinetycznym, ktore znalaztyby zastosowanakoj nowe leki przeciwbdlowe i
przeciwdepresyjne jest wyzwaniem dla chemikow imfakologow.

Wybrany cykl prac stanowgy oshgniecie naukowe, dotyczy badania roli peptyddéw
opioidowych w organizmie i tiorodnych maliwosci ich wykorzystania dla celow
terapeutycznych. W ramach paigyej tematyki zajmowatameszaréwno badaniem zaieosci
aktywndaci biologicznej zmodyfikowanych zwzkow od ich struktury, projektowaniem i syrdez
nowych analogéw peptydéw opioidowych o budowiedwej i cyklicznej, jak i badaniem ich
wiasciwosci biologicznych.

Wsrod maldiwych strategii zwgkszapcych aktywné¢ biologiczry poprzez ograniczenie
degradacji enzymatycznej czy zkszenie zdolngci do przechodzenia przez btony biologiczne
jest wstawianie aminokwaséw o konfigurazjiub aminokwasow nienaturalnych, o niepolarnych
tancuchach bocznych, ewentualnie wprowadzanigzaii pseudopeptydowych,atlz cyklizacja
liniowych sekwencji.

Do niedawna panowat pegl, ze peptydy nie gdobrymi kandydatami na leki, céloy ze
wzgledu na ich koszty syntezy, ale i ograniczenia w asstaniu wynikace z niskiej
biodostpnasci. Obecnie ten pogll ulega zmianie, a we wspétczesnym lecznictwie \pigjsic

coraz wecej lekdw o budowie peptydowej. Mioa tu wymient analog somatostatyny, oktreotyd,

5 Zadina JE, Hackler L, Hackler L, Ge LJ, Kastin AJpotent and selective endogenous agonist fontir@piate receptor, 1997,
Nature; 386: 499-501.
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stosowany do wykrywania i leczenia pewnych typowwoiwvorow, a take cyklosporyg,
naturalny peptyd cykliczny, o immunosupresyjnyclasaiwosciach. Ogoélnie peptydy o budowie
cyklicznej charakteryzyj sie bardzo dug trwatoscig, co otwiera perspektywich stosowania
jako lekow. W zwiyzku z tym, w celu wyselekcjonowania zazkéw kedacych potencjalnymi
lekami w terapii bélu, opracowatam skutegznetod syntezy cyklicznych analogéw o budowie
peptydowej. Szereg otrzymanych przeze mnie cykjickmpentapeptydow charakteryzowate si
wysokim powinowactwem do receptoréw opioidowych ikazywato silne wigciwosci

przeciwboélowe po podaniu bezpednio do komor mézgowych jak i obwodowo.

5. Omowienie pozostatych oggnie¢ naukowo-badawczych

Prage naukowa rozpocztam w 2006 roku w zespole prof. Anny Janeckiej vkiddzie
Chemii Biomolekularnej na Wydziale Lekarskim Unisgietu Medycznego w todzi. Celem
pracy doktorskiej zatytutowanej: ,Synteza i badaniasciwosci farmakologicznych nowych
analogéw endomorfin o 2zekszonej odpornici na dziatanie proteaz”, obronionej z
wyroznieniem w czerwcu 2010 roku, byto poszukiwanie siydznych analogow endomorfin o
silnych wia&ciwosciach przeciwbolowych, ktére bylyby jednoémi odporne na dziatanie
enzymow proteolitycznych, a tym samym aktywne gragianiu daylnym lub doustnym [I1.2.3].
Projekt dotyczyt zagadnidestymulacji naturalnych systeméw hamowania przewaidia bolu i
sposobow jego dmierzania. Sekwengj endomorfin  modyfikowatam przez wprowadzanie
aminokwasow nienaturalnycbraminokwasow oraz przez cyklizaojyjsciowej struktury. Dla
wszystkich nowych analogéw przeprowadzatam badpoi@inowactwa do receptorow i 6-
opioidowych. Aktywnd¢ analogow badatam ta& w tecie funkcjonalnymin vitro, polegagcym
na pomiarze bioluminescencji wywotanej uwalnianigméw Ca&* z rekombinowanych linii
komorek chomiczych, CHO-MOR-Ekw lub CHO-DOR-Ekwarisfekowanych DNA biatka
apoekworyny (Ekw) i receptora opioidowego p tufl.1.1-11.1.3]. Metody tej nauczytam siw
czasie 4-miescznego stau naukowego w Laboratorium Fizjologii Rozwoju, Gembi i
Proteomiki na Katolickim Uniwersytecie w Leuven (§a) pod kierunkiem prof. Josef Vanden
Broecka [11.6.1, 11.12.2].
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W celu ustalenia, jakie modyfikacje chemiczne prdmado otrzymania zvazkow
najbardziej odpornych na dziatanie proteaz opratmwametog badania szyblkei degradacji
analogéw wybranymi enzymami lub homogenatem mdzgawa przy #yciu wysokosprawnej
chromatografii cieczowej. Wybrane najlepsze analpdy nast¢pnie badanén vivo pod ktem
ich dziatania przeciwbdlowego we wspéipragym z naszym zespotem Laboratorium
Neuropsychofarmakologii Eksperymentalnej (RoueranEja). Mialam okagj uczestnicz§ w
tych badaniach podczas kilku wyjazdéw szkoleniowywghramach dwustronnej naukowej
wspoOtpracy pongidzy Francy i Polsky “Polonium” finansowanej zerodet MNiSW [11.6.2], oraz
dzigki stypendium Erasmus [11.12.3, 11.12.5-11.12.6].

W pracy doktorskiej wykazatamze takie same modyfikacje struktury, prowadz
zazwyczaj do otrzymania bardziej aktywnych analogéi-2 niz EM-1 [II.1.3.]. Spérod
otrzymanych przeze mnie nowych zwkéw zawierajcych nienaturalne aminokwasy na
szczegoblp uwag zastugw analogi EM-2, w ktérych zamiast 5-cztonowego {genia proliny
w pozycji 2 znajduje gi6-cztonowy piefcien kwasu piperydyno-3-karboksylowego (Nip), czyli
Tyr-(RINip-Phe-Phe-NE i Dmt-(R)Nip-Phe-Phe-NH [11.1.4, 11.1.5 i 11.2.1]. Analogi z tak
modyfikacp wyroznialy sk wyjatkowo duwym powinowactwem do receptogaopioidowego,
byly odporny na trawienie i wywotywaly silniejszydiuzej trwajcy efekt przeciwbdlowy gi
endomorfiny po podaniu icv. Niestety analogi teybgteaktywne przy podaniu dginym, co
wskazywatoze nie przechodgprzez bariey krew-mdézg.

W poszukiwaniu analogéw, ktére wykazywatyby vdiavosci przeciwbolowe po podaniu
obwodowym zaprojektowatam sericyklicznych analogéw endomorfin. Jak wiadomo przez
barieg krew-mozg tatwiej przechodzzwiazki o wiekszej lipofilowasci. Cyklizacja powoduje
zazwyczaj wzrost lipofilowsri peptydu. Ponadto, jest to metoda otrzymaniazidw o lepszej
bioaktywndci i biodostpnasci. W badaniach nad peptydami opioidowymi, cykljadamiowych
sekwencji stosowana jest w celu zmniejszenia swyplBodformacyjnej cgsteczek, zapobieggy
tym samym ich adaptacji do adych typow receptorow opioidowych. Spéd otrzymanych
przeze mnie cyklicznych analogbw endomorfin kilkehakakteryzowato gi duzym
powinowactwem do receptorai-opioidowego i wykazywato silny i diugotrwaly efekt
przeciwbdélowy po podaniu do komor mézgu. Jedench gnalogéw, o sekwencji Tyrim{Lys-

Phe-Phe-Asp)-NH wykazywat staby efekt przeciwbolowy réwnigo podaniu daylnym, co
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pokazato,ze cykliczne analogi endomorfin mpgtat sie zwigzkami wygciowymi w dalszych
poszukiwaniacBrodkéw przeciwbolowych o strukturze peptydowej1lg].

W prowadzonych badaniach poruszatam kwestie syntezigadania wiéciwosci
biologicznych peptydow opioidowych oraz zailesci pomidzy struktug tych zwigzkow a ich
aktywnacia, a dotychczasowy stan wiedzy zebratam w cztereabagh przegtowych [11.1.7-
11.1.9 i 11.2.2]. Wyzej wymienione badania realizowatam w ramach grgmomotorskiego
finansowanego zeérdédet MNISW [I1.6.3] oraz projektu ,Stypendia wspiace innowacyjne
badania naukowe doktorantow” finansowanegaradet Europejski Fundusz Spoteczny i Betl
Paistwa [11.6.5]. W tym okresie, zostatam faklaureatk stypendium naukowego Fundacji na
Rzecz Wspierania Rozwoju Polskiej Farmacji i Medycywfundowanego przez Polpharm
[1.7.2].

Dodatkowo, w ramach mojej pracy naukowej uczesyaea w badaniach prowadzonych
przez prof. Jakuba Fichmad ustaleniem miejsc gacych dla endomorfin na receptorze p-
opioidowym przy zastosowaniu antysensowych oligbentydow [I1.1.10], jak réwnig w
badaniach peptydow opioidowych o wiastiach antagonistycznych wobec receptora p-
opioidowego, nazwanych antanal-1 (Dmt-Pro-Dr@-Nal-NH,) i antanal-2 (Dmt-Pro-Phe-2-
Nal-NH,) i ich wzycia jako potencjalnych terapeutykéw w leczeniurébouktadu pokarmowego
[1.1.11]. Antanale znaeco zmniejszaty hamagy wptyw EM-2, morfiny i loperamidu w testach
in vitro okreslajacych wptyw zwizku na motoryk jelit (wptyw na kurczliwgé miesniowki
gtadkiej indukowanej chemicznie i elektrycznie) ora warunkachin vivo antagonizowaty
zahamowany podaniem morfiny czas wydalania koralikgelita grubego oraz e¢gtdici
wyprézniania. Badanie wilasdoi przeciwbolowych w t&ie gogcej piytki nie wykazato
antagonistycznej aktywioi antanali po podaniu obwodowym. Peptydy te gnoget réwniez
zastosowanie w minimalizowaniu efektow ubocznychkidh jak drgawki czy napady
padaczkowe, co zostato szerzej oméwione w pracyniici wsp. [I1.1.12]. Jak wiadomo,
pobudzenie receptorow p-opioidowych niesie zag s@dlwniez efekty uboczne, w postaci np.:
konwulsji, co potwierdzity badania nad motfim fentanylem. Natomiast podanie zwkow o
wlasngciach antagonistycznych e wyciszy ten efekt. Wydaje gj ze antanal-1 i antanal-2

mogtyby stanowd alternatywe dla tradycyjnych metod leczenia epilepsji zyeciem opioidow,
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bowiem wykazaly one silne i zalee od dawki dzialanie przeciwdrgawkowe, w ktorym
pasredniczylty mechanizmy inneite angaujace receptory GABA-ergiczne.

We wrzéniu 2011 roku, po rocznej przerwie (urodzenie dzaetopieka) wrécitam do
Zaktadu Chemii Biomolekularnej UM w todzi gdzie f@aladiunkt otrzymatam szanslalszej
wspotpracy z zespotem Pani prof. Anny JaneckieghZeona rezultatami badanad cyklicznymi
analogami endomorfin [1I.1.6] pogam dalsze prace nad scharakteryzowaniem pgdnk
aktywnasci farmakologicznej nowe cykliczne ligandy recepter opioidowych. Tematyka ta
byta realizowana m.in. w ramach grantu luventus RINiISW [11.6.6], a efektem jest cykl prac
przedstawiony jako ogjnigcie naukowe [1.2.1-1.2.6].

Z uwagi na to,ze dalszym celem byta ocena przyddtonowych syntetycznych
ligandéw jako potencjalnych terapeutykow o dzialapizeciwbolowym i przeciwdepresyjnym,
w czerwcu 2012 zostatam powotana na promotora poimopego przewodu doktorskiego mgr
farm. Justyny Piekielnej zatytulowanego: ,Syntezklicznych analogow endomorfiny-2 o
potencjalnym dziataniu przeciwbélowym”, ktérego pratorem jest prof. Anna Janecka., W tym
czasie uczestniczylam w przygotowaniu pracy peglghej autorstwa Piekielna i wsp. [11.1.13],
reasumujcej dotychczasowy stan wiedzy z zakresu metod za&ji zwhzkow o charakterze
peptydowym.

Kontynuupc badania nad cyklicznymi ligandami  receptorow  @jmavych
uczestniczytam w badaniach nad genivigzkdéw, ktorymi byly dwie pary analogéw, o ogdlnej
strukturze: Xaa-c(Yaa-Phe-Phe-Zaa)\NHdzie cyklopeptydy w kalej z par ranity sie tylko w
pozycji 1 (Xaa = Tyr lub Dmt), natomiast Yaab=Lys lubD-Cys, a Zaa = Asp lub Cys [II.1.14].
W pierwszej parze bocznentzuchy reszD-Lys i Asp odpowiednio w pozycji 2 i 5 pmdzono
wigzaniem amidowym analogicznie do opisanych WweiEg peptydow, a cyklizagj
przeprowadzono naywicy. Analiza LC-MS/MS surowej mieszaniny poreakmj pierwszego
analogu o sekwencji Tyr-bf{Lys-Phe-Phe-Asp)NH wykazata obecrig dwoéch gtéwnych
pikéw, z ktorych pierwszy odpowiadat oczekiwanenyklicznemu pentapeptydowi [M + H]
natomiast drugi stanowit cyklodimer [M2 + 2]

Druga pak w tej serii stanowity dwa zwrki zawieragce mostek disiarczkowy o ogélnym
wzorze: Tyr/Dmt-cp-Cys-Phe-Phe-Cys)NiH Synteza liniowych struktur przeprowadzona

zostata naywicy MBHA Rink Amide z zastosowaniem procedury Fmprzy czym cyklizacja
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odbyta s¢ w dwojaki sposéb- naywicy lub w roztworze. W wyniku cyklizacji peptydow
roztworze powstat wykcznie oczekiwany cykliczny pentapeptyd, natomidektem cyklizaciji
przeprowadzonej nazywicy bylo otrzymanie oprocz cyklicznego zwmku take dwdch
cyklodimeréw o orientacji glowa-ogon i glowa-gtowE.awienie tych dimerow chymotrypsyn
pozwolito w sposob jednoznaczny ustalth struktug. Na podstawie otrzymanych rezultatéw,
dokonano iléciowego badania produktow reakcji cyklizacji w cebkreslenia stosunku
cyklomonomer/cyklodimer w zataeosci od wielkaci pierscienia, uytej do syntezyzywicy i
rodzaju wjzania powstacego w czasie zamykania pieienia. Okazato gj ze wprowadzenie
egzocyklicznej reszty Dmt zamiast Tyr w pozycji Wigkszalo stosunek monomeru do
cyklodimeru. Mana przypuszcza ze wynikato to z obecriai dodatkowych grup metylowych w
pierscieniu Dmt, zwgkszapcych zawad przestrzengi utrudniapcych dimeryzag.

W drugiej serii analogéw otrzymano sekwencje o ogdl wzorze: Xaa-c(Yaa-Phe-Phe-
Asp)NH,, gdzie Xaa oznaczato Tyr lub Dmt, natomiast Yaeitolub trans-aminocykloheksylo-
D-alanina 0-ACAla) [I.1.15]. Liniowe struktury syntezowane #yyna zywicy, natomiast
cyklizacja przeprowadzona byla w roztworze zaiem odczynnika kondensigego HATU.
Analogicznie do peptydow zawiegaych mostki disiarczkowe i w tym przypadku nie
zaobserwowano tworzenia cyklodimeréw, wobec czegooskowa& mozna, ze powstanie
cyklodimeréw jest maiwe tylko podczas cyklizacji prowadzonej aavicy.

Otrzymane cyklopeptydy badane byly postem ich powinowactwa i selektywsm do
receptorow opioidowych. Reszta Dmt w pozycji 1 pmgnita s do wzrostu powinowactwa
otrzymanych analogébw w poréwnaniu z rgsdtyr. Cyklopeptyd o strukturze Dmtai§-D-
ACAla-Phe-Phe-Asp)NKHwykazywat die powinowactwo i selektywrsé wzglegdem receptorow
p-opioidowych, podczas gdy analog zawigeyj transD-ACAla wykazywat wysokie
powinowactwo do receptorowi 6, a umiarkowane de.

Analiza konformacyjna i dokowanie do receptorow p wykazaty, ze cyklopeptyd o
strukturze Dmt-afis-D-ACAla-Phe-Phe-Asp)NEH moze przyjmowa konformacg przestrzenm
umazliwiajaca wigzanie jedynie z receptorem p. Peptyd zawiaesajzomertrans jest w stanie
wigzat sie z receptorem W d, aczkolwiek energia z jglwigze st do miejsc aktywnych obu tych

receptoréw znaczniegsiozni.
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W ostatniej serii, zaprojektowane zostaty analodiliczne o wzorze: Xaa-c(D-Lys-Yaa-
Zaa-Asp)NH, gdzie Xaa oznaczato Tyr lub Dmt, natomiast Y&aa to fluorowane pochodne
Phe: 4-fluorofenyloalanina (4-F-Phe), 2.4-diflu@oyloalanina (2,4-F-Phe) Iub 4-
triluorometylofenyloalanina (4-GHPhe) [l1.1.16]. Fluorowane pochodne charakteryzsi
wystepowaniem wysoce spolaryzowanegazenia C-F, ktére odpowiada za lepiej dopasawan
do miejsca wjzacego na receptorze konformacgzsteczki. Ponadto fluorowane pochodnegnaj
charakter lipofilowy, a tate 9 dwzo bardziej odporne na degradae€nzymatyczg, co mae
miec¢ korzystny wptyw na biodogpnas¢ takich zwizkow.

Zgodnie z zaleeniami cykliczne zwgzki modyfikowane dodatkowo poprzez
wprowadzenie atomow fluoru charakteryzowaly sluza odporndcia na degradagj pod
wplywem enzyméw znajdegych s¢ w homogenacie moézgu szczura. Ponadto, badania
powinowactwa i selektywrigi wzgledem receptorow opioidowych g, k oraz ich aktywngi i
intensywndci wigzania z tymi receptorami wéeie funkcjonalnym badagym mobilizacg C&*

w komoérkach CHO wykazatyze prawie wszystkie analogi ydaty st do wiecej niz jednego
typu receptora, byly albo mieszanymi agonistamieptaréw typu ¢ lub pb/x, albo
selektywnymi agonistami receptoka Na podstawie badain vitro wyselekcjonowano dwa
najbardziej aktywne analogi, DmtezLys-Phe-4-F-Phe-Asp)NH Dmt-c(D-Lys-Phe-2,4-F-Phe-
Asp)NH,, ktdre miaty subnanomolowe powinowactwo do receptou ik oraz znacznie stabsze
do 5. Zwiazki te przebadanm vivo w tescie goncej ptytki. Po podaniu icv, oba cyklopeptydy
wywieraty efekt przeciwbdlowy znacznie silniejsziz iEM-2, ponadto dziataty przeciwbolowo
rowniez po podaniu ip, cédwiadczy o tym,ze bylty zdolne przéf przez barier krew-mozg.
Mimo, ze oba analogi wykazywaly de powinowactwo do receptoréw pxitylko B-FNA
hamowata przeciwbolowe dziatanie tych analogdwwprtzajc fakt, ze efekt przeciwbélowy
opioidow jest zwazany gtownie z aktywagjreceptora p-opioidowego.

Jak wspomniano powgj, endomorfiny 8 szybko degradowane przez peptydazy,
zwlaszcza przez DPP IV i APM, aczkolwiek stapeegradacji mge by znacaco hamowany
poprzez zastosowanie inhibitorébw proteaz. W odargsi do bada z pocatku lat 90-tych,
pokazujcych, ze podanie specyficznych inhibitorow enzyméw pratgoinych powoduje
wzrost poziomu endogennych peptydow opioidowychickszenie ich aktywniei biologicznej,

podigtam sk réwniez badaé nad takimi zwazkami. Inhibitory enzymow degradigych
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endomorfiny moglyby stanowialternatyw dla tradycyjnych metod leczenia bélu zyciem
opioidow. Podjtam sk zatem badanad otrzymanymi wczaiej w zespole prof. A. Janeckiej
peptydami o budowie podobnej do endomorfin: Tyr-B&Phe-Phe-NkH (EMDB-1), Tyr-Pro-
Ala-NHz (EMDB-2) i Tyr-Pro-Ala-OH (EMDB-3), ktére w testhcz udziatem homogenatu
mobzgu szczura i handlowo degghych enzymoéw (DPP IV, APM) hamowaly degragac]
enzymatycza endomorfin [11.1.17- 11.1.19]. Moim celem byto @adénie, dla jakich enzymow
peptydy te s inhibitorami i jaki typ inhibicji reprezentyj Otrzymane wyniki wskazatyze
badane zwjzki 53 stabymi inhibitorami DPP IV i dio lepszymi inhibitorami APM, oraze
dziatap w sposob kompetycyjny, blokig miejsce aktywne enzymu. Czasy potrzebne do
degradacji endomorfin przez enzymy proteolityczyly bowiem 2-3-krotnie dhzsze w stosunku
do czasow otrzymanych w eksperymencie wykonanymirekitorow [11.1.18]. Dodatkowo, dla
otrzymanych inhibitoréw oké&ono wptyw na motoryk jelit w tescie in vitro badagcym wptywu
zwigzkow na indukowa# kurczliwos¢ migsniowki gtadkiej jelit szczurzych (ang. organ bath)
[1.1.17]. Hamupce perystaltyk jelit dziatanie EM-2 dziki obecndci EMDB-1 lub -2 zostato
wydtuzone. Otrzymane zwkki byly efektywniejsze rii handlowo dosjpne inhibitory proteaz,
diprotina A (inhibitor DPP V) i aktinonina (inhitbr APM), potencjalnie aktywne jako
terapeutyki stosowane w leczeniu chordb uktadu pokavego, zwlaszcza biegunek. Dodatkowo
w badaniachn vivo, jednoczesne podanie icv wyselekcjonowanych itdiibw: EMDB-1 lub
EMDB-2 z EM-1 lub -2 spowodowato wydtanie czasu dziatania przeciwbdlowego cie
goracej piytki [11.1.19]. W td&cie wymuszonego ptywania u myszy oltegacym stopi@é
dziatania przeciwdepresyjnegawniez zaobserwowano polepszenie profilu farmakologiceneg
endomorfin, co wynikato najprawdopodobniej z hamoiaalziatania inhibitorow na degradac;j
enzymatyczg. Jednoczénie EMDB-1 lub EMDB-2 nie wykazywaly wpltywu na regk
behawioralg w modelu badarym aktywndé¢ lokomotorycza.

Z uwagi na toze gtbwnym celem mojej pracy byto poszukiwanie ligéw receptoréw pi-
opioidowych o silnych wigiwosciach przeciwbdlowych/przeciwdepresyjnych, ktoreatidyby
po podaniu obwodowym, skoncentrowatang sia zastosowaniu modyfikacji chemicznych
umazliwiajagcych przechodzenie przez bagidrew-mdzg. Przygotowanie pracy przgtpwej na
temat analogow endomorfin zdolnych do przechodzpriaz bariey krew-mo6zg, pozwolit na

zapoznanie giz szeroko stosowanymi strategiami utatacgmi przechodzenie przez biony

27



Zalacznik 2

biologiczne [I.2.6]. Jedna z takich metod zostajkavzystana w pracy pod kierunkiem prof. J.
Fichny [11.1.20]. Zaproponowana modyfikacja EM-2lggata na wprowadzeniu w pozycji 3
liniowej struktury zmodyfikowanej Phe, posiagt®] resz glukozows (acetylowag i nie
acetylowan) zwigzary z piekcieniem aromatycznym wzaniem (-glikozydowym.
Glikozylowane analogi zostat scharakteryzowane wabéchin vitro (badania receptorowe i
GPI) i in vivo (test gogcej ptytki na myszach, podanie iv). Analog zawigcyj acetylowan
reszt cukrowg nie wigzat st do receptorow p-opioidowych i nie wykazywat aktyéci w
tescie GPI, podczas gdy drugi peptyd z nie acetylaweaszy byt aktywny w badaniach
receptorowych, choposiadat nisze powinowactwo i aktywsé w GPI nz EM-2. Najlepszy
analog w tej serii w dawce 3 mg/kg po podaniu ivueiat efekt przeciwbolowy, ktory nie byt
hamowany przez jednoczesne podanie antagonistgtoedey opioidowych, metjodku naloksonu
w dawce 1 mg/kg, ip, cdwiadczytlo o centralnym dziataniu analogu i jego Imdéci do
przechodzenia przez bamgerkrew-mozg. Strategia polegap na glikozylacji pigcienia
aromatycznego w sekwencji EM-2 okazalg @fektywnym rozwizaniem poprawiagym
aktywnas¢ przeciwbolow w osrodkowym ukladzie nerwowym, na co wplyw miataghksza
stabilngci wobec proteolizy otrzymanego analogu, azéakvzrost przepuszczalfo przez
barieg krew-mozg.

Nowym kierunkiem pracy naukowej jaki petfim w 2017 roku jest badanie wiasop
rubiskolin. Ws¢pem byto przygotowanie pracy przedbwej dotyczcej rubiskoliny-5 (Tyr-Pro-
Leu-Asp-Leu-OH) i rubiskoliny-6 (Tyr-Pro-Leu-Asp-buePhe-OH) [ll.1.21]. Rubiscoliny,
wyizolowane z Kci szpinaku w wyniku degradacji enzymatycznej kaalRuBisCo, dziataj
poprzez receptory opioidowe. Jakeselektywne peptydy opioidowe po podaniu centralnym
wywierajg aktywna¢ przeciwbolowy, przeciwkkows i stymulupgca pamiet. Ponadto, rubiskoliny
stymulup spaywanie pokarmow (normalna dieta) Ilub hamujten proces (dieta
wysokottuszczowa), w co zaarmgavane § rozne mechanizmy. Podczas gdy inne peptydy
opioidowe g tatwo rozktadane przez enzymy proteolityczne, sabliny wydaj sic by¢ odporne
na degrada¢j eznymatycze Wykazano, ze rubiskolina-6 jest wchtaniana z przewodu
pokarmowego i przechodzi przez bagi&rew-mozg, aktywujc centralne receptory opioidowe, a
takze wptywa na endogenny ukiad opioidowy w centralnyktadzie nerwowym poprzez

sygnaty z obwodowego ukladu nerwowego. Faktrubiscoliny § aktywne nawet po podaniu
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doustnym, zwgiksza ich potencjalne znaczenie w przemysle farntgceoym. Biogc pod uwag
dotychczasowe wyniki badazaproponowatam rubiskoliny jak i ich analogi jagotencjalne
terapeutyki w leczeniu depresji. Zaburzenia depnesy Ickowe naléa do najczstszych
zaburzé zdrowia psychicznego na cahgwiecie, ktorych cgstas¢ wystepowania w cigu zycia
wynosi odpowiednio 16% i 10%. Uwa st roOwniez, ze maj wspolny szlak genetyczny i
uwarunkowaniasrodowiskowe, a cmto pojawiag Sie jednoczénie, utrudnigic ocer ich
niezalenych efektow. Giéwnym celem proponowanego projekist charakterystyka profilu
farmakologicznego rubiskolin w testach depresyjngabhowa gryzoni : FST | TST. Badania te
pozwalaj sprawdzé odporndé gryzoni na depresj poprzez pomiar czasu bezruchu,

interpretowanego jako zachowanie depresyjne.

Podsumowanie dorobku naukowego

Po obronie rozprawy doktorskiej jestem wspotautors artykutdw w czasopismach
naukowych z tzw.  listy filadelfijskiej’,1 artykutu spoza listy,/ referatow konferencyjnych
(przedstawionych w za¢zonym wykazie dorobku naukowo-badawczego). Wyb#da zostaty
rowniez zaprezentowane przeze mnie lub innych wspoétautondwwielu zagranicznych i
krajowych konferencjach naukowych. Sumaryczny wspginik impact factor (z roku
publikaciji) tych publikacji wynos#5.91 W catym moim dorobku publikacyjnym (30 artykutow)
wskaznik ten wynosi:78.904 (z roku publikacji). Ogélna liczba cytowaartykutbw z moim
udzialem (listopad 2017) wyno8B2 (wg bazy ISI Web of ScienceB40 (wg Scopus) ; w tym
odpowiednio267 (277)przy pomingciu samocytowa Moj indeks Hirscha wyno9 (Web of
Science) 9 (Scopus).

Poza wyej wymienionym dorobkiem, wymiernym efektem moicdh, jest otrzymanie
przeze mnie wielu stypendiéw krajowych i zagranyemnoraz nagrod. Pelne ich zestawienie
zamieszczone zostalo w punkcie 11.7. ggabnego wykazu dorobku naukowo-badawczego
(Zafacznik 3).

Dotychczas bytam wykonawc2 migdzynarodowych grantow dwustronnych (Bilateral
Scientific Agreement between France and Polandditoim”, Bilateral Scientific Agreement

between Belgium and Poland), grantu promotorskiagaje kierownikiem grantu dla mtodych
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naukowcéw MNiISW ,luventus Plus”Pelne zestawienie tytutdbw i numerdéw projektéw
zamieszczone zostalo w punkcie [1.6. azabnego wykazu dorobku naukowo-
badawczego(Zatznik 3).

Oprocz pracy naukowej, wykorujrowniez prae dydaktyczm, prowadzitam lub
prowadz wyktady, ¢wiczenia audytoryjne i laboratoryjne z przedmioto®iochemia, Chemia
0golna, Chemia organiczna z elementami biocheratystnej, Fakultet : Przetomowe odkrycia
w historii rozwoju lekow, Chemia Medyczna w jezykagielskim. Uczestniczytam w opiece
naukowej nad stystami i doktorantami Zakladu Chemii Biomolekulgrnen.in. bytam
promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim rfagm. Justyny Piekielnej (promotor
prof. A. Janecka).
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Uwaga :
W nawaisach kwardatowych znjadugsie numery prac z zatzonego zestawienie dorobku
naukowego (Zalcznik 3).
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