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4, Wskazanie osiggni¢cia 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. 2017 r. poz. 1789):

a) tytul osiagnigcia naukowego/artystycznego:

wScharakteryzowanie dzialania wybranych ligandow receptorow sprzeionych 7 biatkami G

w przewodzie pokarmowym w poszukiwaniu nowej terapii zespolu jelita nadwrazliwego”

b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy)
1. Zielifiska M. IBS Patient’s Guide w “Introduction to gastrointestinal diseases Vol. 1”.

Springer International Publishing AG. 2017

2. Szymaszkiewicz A, Storr M, Fichna J, Zieliiska M. Enkephalinase inhibitors, potential
therapeutics for the future treatment of diarrhea predominant functional gastrointestinal
disorders. Neurogastroenterology and Motility. 2019;31(4):€13526
(Wspblezynnik Impact Factor: 3.84, punkty MNiSW: 30)

3. Fabisiak A, Sobocifiska M, Kamysz E, Fichna J, Zielifiska M. Antinociceptive potency

of enkephalins and enkephalinase inhibitors in the mouse model of colorectal



distension-proof-of-concept. Chemical Biology & Drug Design.2018;92(1):1387-1392.
doi: 10.1111/cbdd.13186.
(Wsp6tezynnik Impact Factor: 2.33, punkty MNiSW: 25)

4. Zielinska M*, Jarmuz A*, Wasilewski A, Cami-Kobeci G, Husbands S, Fichna J.
Methyl-orvinol — Dual activity opioid receptor ligand inhibits gastrointestinal transit
and alleviates abdominal pain in the mouse models mimicking diarrhea-predominant
irritable bowel syndrome. Pharmacological Reports. 2017;69(2):350-357. doi:
10.1016/j.pharep.2016.12.001
* rowny udzial autoréw
(Wsp6tczynnik Impact Factor: 2.59, punkty MNiSW: 25)

5. Zielinska M*, Fichna J*, Bashashati M, Habibi S, Sibaev A, Timmermans JP, Storr M.

G protein-coupled estrogen receptor and estrogen receptor ligands regulate colonic
motility and visceral pain. Newrogastroenterology and Motility. 2017;29(7). doi:
10.1111/nmo.13025.

* rowny udzial autoréw

(Wsp6tczynnik Impact Factor: 3.62, punkty MNiSW: 30)

6. Szymaszkiewicz A*, Zielinska M*, Li K, Ramanathan M, Alam S, Hou DR, Fichna J,
Storr M. Novel derivatives of 1,2,3-triazole, cannabinoid-1 receptor ligands modulate
gastrointestinal motility in mice. Naunyn-Schmiedebergs’Archives of Pharmacology.
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* réwny udzial autoréw
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c¢) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikéw wraz

z omdéwieniem ich ewentualnego wykorzystania

L Wprowadzenie

Zespot jelita nadwrazliwego (ZJN, ang. Irritable Bowel Syndrome, IBS) nalezy do
grupy chordb czynnosciowych ukladu pokarmowego. Choroba ta jest rozpoznawana u ok. 50%
wszystkich pacjentéw zglaszajacych si¢ do poradni gastroenterologicznych. ZIN dotyczy
zaré6wno mezczyzn, jak i kobiet w kazdej grupie wiekowej, jednakze w niemal 70%
przypadkow jest rozpoznawany u kobiet miedzy 20. a 40. rokiem Zycia. Moze to by¢ zwiazane
z gospodarka hormonalng, lub faktem, ze kobiety gorzej znosza przypadlosci pochodzace ze
strony przewodu pokarmowego i czesciej zglaszajg si¢ do poradni.

Do gléwnych objawéw ZIN zalicza si¢ nawracajace dolegliwosci ze strony przewodu
pokarmowego w obrebie ukladu pokarmowego, do ktérych nalezg m.in. zaburzona
perystaltyka jelit, b6l brzucha, nudnosci, zgaga, uczucie wzdecia czy ,przelewania
w brzuchu”. Ze wzgledu na zmieniong motoryke przewodu pokarmowego wyrdznia sie kilka
podtypéw ZIN: postaé biegunkowg, zaparciowa i mieszang (z okresami, w ktérych
naprzemiennie wystepuja biegunki i zaparcia). Wérdéd podtypéw ZIN wymienia si¢ réwniez
poinfekcyjng, rozpoznawana w nastgpstwie przebytego zakazenia bakteryjnego (gl6éwnie
zotadka lub jelit).

Zgodnie z obecnie dostgpng literatura proces trawienia i wchlaniania pokarméw nie
r6zni si¢ u oséb cierpigcych na ZIN i zdrowych, nie obserwuje si¢ zmian anatomicznych czy
uszkodzen w obrgbie Scian jelita. U chorych na ZJN pojawia si¢ jednak nadwrazliwos$é
trzewna, czyli nadmierna wrazliwo$¢ na bodzce bélowe.

Objawy, ktére nie sg zwigzane z ZJN, ale czgsto wspoitowarzyszg tej chorobie to bole
glowy, mieéni i plecéw, uczucie zmeczenia, czeste oddawanie moczu oraz zawroty glowy.
Wspolistniejagcym schorzeniem gastroenterologicznym sg zaburzenia somatyczne, takie jak
refluks zoladkowo-przelykowy, dyspepsja czynnoSciowa; w ZIJN moze dojs¢ do
$rodmigzszowego zapalenia pecherza moczowego. Waznym aspektem ZJN sg zaburzenia
psychiatryczne (lgk, depresja, zaburzenia snu).

Terapia ZJN wymaga indywidualnego podejscia do kazdego pacjenta oraz
wielotorowego dzialania.

Leczenie ZJN przebiega wielotorowo i wymaga indywidualnego podejscia do kazdego

pacjenta. Pierwszym krokiem w leczeniu ZJN sa metody niefarmakologiczne (np. zmiana



diety, terapia psychologiczna, unikanie sytuacji stresogennych). Odzyskanie réwnowagi
psychicznej przez chorego wydaje si¢ mie¢ ogromne znaczenie w kontrolowaniu przebiegu
choroby. Terapia poznawczo-behawioralna opiera si¢ na zalozeniu, ze objawy IBS s3
wynikiem nieprawidlowej odpowiedzi na czynniki stresogenne.

Leczenie farmakologiczne chorych na ZJN polega gléwnie na fagodzeniu i zwalczaniu
objawdw. Spektrum stosowanych $rodkéw terapeutycznych jest szerokie, od probiotykéw,
prebiotykéw, synbiotykéw i antybiotykéw, lekéw przeciwb6lowych, antydepresyjnych, po
podawanie lekéw przeciwbiegunkowych lub przeciwzaparciowych.

ZJN nalezy do chor6b cywilizacyjnych, ma charakter przewlekly i nawracajgcy, nie
powoduje bezposredniego zagrozenia Zycia, niemniej prowadzi do obnizenia jakosci zycia
pacjentéw, dlatego tak wazne jest po pierwsze znalezienie przyczyny, po drugie opracowanie

nowych form terapii, ktére beds alternatywa dla obecnie dostgpnych.

IL Zalozenia i cele prowadzonych badan

W swojej dziatalnosci naukowej zajmuje si¢ badaniem etiopatogenezy choréb
czynno$ciowych przewodu pokarmowego, do ktérych zalicza si¢ ZIN. W badaniach
wykorzystuj¢ ligandy wybranych receptor6w zwiazanych z biatkami G (GPCR,

ang. G protein-coupled receptors), tj. opioidowych, kanabinoidowych i estrogenowych.

Receptory opioidowe naleza do grupy receptoréw zwiazanych z GPCR. Wyr6znia si¢ trzy
typy receptoréw opioidowych: MOP (p), DOP (8) i KOP (x). Receptory te wraz
z endogennymi agonistami (endoopioidami) stanowig endogenny uklad opioidowy (EOS).
Endoopioidy wykazuja odmienne powinowactwo do receptoréw opioidowych,
tj. Pp-endorfina wiaze si¢ z MOP, Met-enkefalina (Met-enk) i Leu-enkefalina (Leu-enk) sa
ligandami giéwnie DOP, a dynorfiny aktywuja KOP. Receptory opioidowe wystepuja
w ofrodkowym i obwodowym ukladzie nerwowym, jak réwniez w tkankach obwodowych,
wykazano ich ekspresje w przewodzie pokarmowym - w blonie komérkowej migsni gladkich
oraz w jelitowych splotach nerwowych: splocie blony mie$niowe]j (uczestnicza w regulaciji
motoryki przewodu pokarmowego) i pods$luzowej (kontroluja procesy wydzielania
i wchianiania). Endoopioidy, aktywujac receptory opioidowe, biora udzial w sygnalizacji

bdlowej i moduluja odpowiedz immunologiczna.

Egzogenne opioidy sg od lat stosowane w terapii bolu (np. morfina w leczeniu bélu

pooperacyjnego czy nowotworowego) czy leczeniu biegunki (np. loperamid). Morfina



wykazuje szereg dziatari niepozadanych (depresja uktadu oddechowego, euforia, uzaleznienie,
rozwdj tolerancji), a podanie loperamidu prowadzi do calkowitego zahamowania perystaltyki

jelit i w konsekwencji do zaparé, dlatego tez te leki nie moga byé przewlekle stosowane.

Od wielu lat trwajg badania nad zastosowaniem opioidéw w leczeniu ZJN. Do tej pory
wprowadzono na rynek farmaceutyczny dwa leki dzialajgce poprzez receptory opioidowe:
asimadoline — agonist¢ KOP oraz eluxadoline - mieszanego agonist¢ MOP i DOP Inng,
obiecujgcy strategia w leczeniu tej jednostki chorobowej jest hamowanie degradacji enkefalin
z wykorzystaniem inhibitoréw enkefalinaz (np. sjalorfiny i opiorfiny). Inhibitory enkefalinaz

nie wywoluja tak silnych dziatan niepozadanych jak opioidy.

W swoich eksperymentach wykorzystalam nastgpujace narzedzia badawcze:
Met-enkefaling, Leu-enkefaline oraz sjalorfing i opioirfing (inhibitory enkefalinaz) i metylo-
orvinol (mieszanego agoniste MOP i antagoniste KOP).

Drugg grupa receptoréw, ktérym poswigcilam uwage sa receptory estrogenowe, wsrod
ktérych wymienia si¢ klasyczne i nieklasyczne receptory estrogenowe. Klasyczne receptory
estrogenowe (ERa i ERB) s3 zlokalizowane wewnatrz komoérki. Receptor nieklasyczny -
zwigzany z estrogenami (GPER, ang.G protein-coupled estrogen receptor) nalezy do rodziny
GPCR i znajduje si¢ na powierzchni blony komérkowej. Udowodniono wysoka ekspresje
GPER w blonie sluzowej jelita, jednak rola GPER w ZIN nie zostala uprzednio

scharakteryzowana.

W swoich badaniach wykorzystalam zwigzki G-1 i G-15 (odpowiednio selektywny
agonista i antagonista GPER), B-estradiol (agonista GPER oraz receptor6w klasycznych o. i B)
oraz MPP (antagonista ERa) i PHTPP (antagonista ERp).

Ostatnig grupa GPCR, nad ktérymi prowadzitam badania s receptory kanabinoidowe (ang.
cannabinoid receptors — CB). Receptory te stanowia komponent¢ endogennego uktadu
kanabinoidowego, do ktérego zalicza si¢ ligandy tych receptoréw oraz enzymy biorgce udziat
w ich syntezie i degradacji. Wyréznia si¢ dwa typy receptoré6w: CB; i CB,. Receptory CB;,
53 zlokalizowane glownie w osrodkowym uktadzie nerwowym, tkance thiszczowej, migsniach
szkieletowych, watrobie i innych narzadach, a CB; gléwnie na powierzchni komérek uktadu
odpornosciowego. Receptory CB uczestniczg w utrzymaniu homeostazy jelita, m.in. poprzez
regulacj¢ motoryki, jak réwniez w sygnalizacji bélowej. Udowodniono, ze zaburzenia

w dziataniu endogennego ukladu kanabinoidowego majg wplyw na pojawienie si¢ objawéw



ZIN Ze wzgledu na interesujacy profil farmakologiczny w badaniach wykorzystalam nowe

pochodne triazolu.
W ramach prowadzonych badaih postawiono nastepujace cele szczegélowe:

a. Ocena aktywnosci przeciwbélowej inhibitoréw enkefalinaz w modelu bélu trzewnego
wywolanego przez rozciaganie $cian okreznicy i odbytnicy.

b. Okreslenie wplywu aktywacji endogennego uktadu opioidowego z wykorzystaniem
metylo-orvinolu na motoryke przewodu pokarmowego i b6l trzewny w modelach
zwierzecych nasladujacych ZJIN,

¢c. Zdefinjowanie roli receptoréw estrogenowych, w utrzymaniu homeostazy ukladu
pokarmowego z wykorzystaniem p-estradiolu i G-1,

d. Scharakteryzowanie dziatania pochodnych triazolu w przewodzie pokarmowym.

IIl.  Omédwienie wynikéw bedgcych podstawq rozprawy habilitacyjnej

1. Zielifiska M. IBS Patient’s Guide w “Introduction to gastrointestinal diseases Vol
17. Springer International Publishing AG. 2017

Etiopatogeneza ZJN nie zostala do kofica poznana — dotychczas nie udalo si¢
jednoznacznie okresli¢ podtoza choroby. Wymienia si¢ wicle czynnikéw prowadzacych do
rozwoju ZJN, tj. podioze genetyczne; niewlasciwg diet¢, nadmierny stres, zaburzenia
mikroflory jelitowej czy zdarzenia losowe (urazy W dziecinstwie, infekcje)

W omawianym rozdziale monografii napisalam poradnik zaréwno dla pacjenta, jak

i lekarza, opierajac sig¢ na doniesieniach naukowych ostatnich lat, w ktorym:

» Podkreglitam, jak wazna jest rola ludzkiego mikroflory w utrzymaniu
homeostazy organizmu. Opisalam mozliwosci modulowania mikroflory
u pacjentéw cierpigcych na ZIN poprzez stosowanie probiotykéw,
prebiotykéw, synbiotykéw i antybiotykéw. Omowitam role osi moézgowo-
jelitowej i podkreslitam jej powigzanie z mikroflora.

» Wskazalam, w jaki spos6b nieprawidlowe nawyki zywieniowe i spozywanie
produktéw wysoko przetworzonych oraz naduzywanie alkoholu nasilaja
objawy ZJN i zaproponowalam szereg dziatan lagodzacych objawy choroby,

pozwalajacych unikna¢ stosowania §rodkéw farmakologicznych.



= Podsumowalam niekorzystny wplyw zaburzen snu i obnizonej aktywnosci
fizycznej na nasilenie dolegliwo$ci w ZIN i podkreélitam, ze istotne jest
podjecie leczenia sposobami niefarmakologicznymi, poniewaz moze to
znaczaco poprawi¢ jako$é zycia;

= Zwrdcilam uwage na aspekt psychologiczny choroby. Pacjenci z ZJN czesto
zmagaja si¢ z wysokim poziomem lgku, choruja na depresje oraz wykazuja
obnizone poczucie wlasnej wartosci.

= Zasugerowalam jak powinna wyglada¢ relacja pomiedzy pacjentem a lekarzem
prowadzacym. Podkreslitam takze rolg tej relacji dla skutecznego leczenia

i utrzymania remisji objawéw ZJN.

2. Szymaszkiewicz A, Storr M, Fichna J, Zielinska M. Enkephalinase inhibitors,
potential therapeutics for the future treatment of diarrhea predominant
functional gastrointestinal disorders. Neurogastroenterology and Motility. 2018;
doi: 10.1111/nmo.13526

W pracy pogladowej podsumowaliSmy badania nad enkefalinami, enkefalinazami oraz
inhibitorami enkefalinaz i ich wykorzystaniem w terapii bélu i zaburzeniach motoryki uktadu
pokarmowego. Omoéwiliémy dane dotyczace ekspresji receptoréw opioidowych w ukladzie
pokarmowym, jak réwniez powstawanie endoopioidéw i ich rolg¢ w utrzymaniu réwnowagi
w przewodzie pokarmowym, ze szczegOlnym uwzglednieniem receptoréw DOP i enkefalin.
PodkreéliliSmy, ze degradacja enkefalin nast¢puje pod wplywem enzyméw proteolitycznych
i wyszczeg6lniliémy zalety stosowania inhibitoréw enkefalinaz nad egzogennymi ligandami
receptoréw opioidowych. OméwiliSmy zmiany w ekspresji receptoréw opioidowych
u pacjentéw z ZJN. Ponadto wskazaliSmy, Zze u pacjentéw z przewleklym bdlem brzucha
o podlozu czynno$ciowym obnizone jest st¢zenia P-endorfiny w plynie moézgowo-
rdzeniowym, a poziom enkefalin nie ulega zmianie.

W dalszej czesci skupiliSmy si¢ na dwoch giéwnych symptomach ZJN: zaburzeniach
motoryki przewodu pokarmowego oraz bdlu brzucha. Na wstepie opisaliSmy role endogennych
enkefalin w stanie fizjologicznym, a nastgpnie scharakteryzowalismy inhibitory enkefalinaz
obecnie dostgpne na rynku farmaceutycznym i te bedace w trakcie badan klinicznych
i przedklinicznych.

Wiele uwagi poswigciliSmy racecadotrilowi (inhibitorowi enkefalinaz), podsumowujac
jego dziatanie w ukladzie pokarmowym(zaobserwowane w badaniach in vivo oraz

w badaniach klinicznych pacjentéw z ostra biegunka). OmoéwiliSmy profil farmakologiczny



racecadotrilu, jego dobrg tolerancj¢ po podaniu doustnym i bezpieczefistwo stosowania (nie
wywotywat znaczacych dzialafi niepozadanych). NawigzalisSmy do badaf, w ktérych
poréwnano dziatanie racecadotrilu z loperamidem (agonista MOP, powszechnie stosowanym
jako lek pierwszego wyboru w leczeniu biegunki). ZacytowaliSmy dwie meta-analizy,
w ktérych podkreslono, ze dziatanie racecadotrilu jest bezpieczniejsze niz loperamidu, o czym
swiadczy mozliwo$¢ podawania go dzieciom ponizej 12 r.z.

W podrozdziale po$wigconym zagadnieniu b6lu podzielili$my inhibitory enkefalinaz na
te, ktére hamujg dzialanie neprylizyny (NEP): racecadotril i thiorphan oraz NEP
i aminopeptydazy N (APN): kelatorphan, RB38A, RB120, RB101, PR265, PL37 i RB 120.
Nastepnie opisaliSmy stosowane dawki tych substancji chemicznych, drogi podania, w jakich
modelach bélu okre§lono ich potencjat przeciwbdlowy i poréwnaliSmy z opioidami.
WskazaliSmy na dziatania niepozadane i ograniczenia ich stosowania. DodaliSmy réwniez
badania, w ktérych weryfikowano, czy przewlekle stosowanie inhibitor6w enkefalinaz wptywa
na rozwoj tolerancji. PodkresliliSmy réwniez, ze inhibitory enkefalinaz majg szereg korzysci
nad egzogennymi opioidami (niski potencjat rozwoju tolerancji i uzaleznienia oraz brak
dzialah niepozadanych typowych dla opioidéw, np. depresji ukladu oddechowego czy

zwezenia Zrenic).

W podsumowaniu opisali§my znane leki opioidowe stosowane w terapii bolu, biegunki
lub ZIN. Dodatkowo zaznaczyliémy, jakie dalsze badania nad inhibitorami enkefalinaz sa
niezbe¢dne, aby moc je stosowac w terapii ZIN (posta¢ biegunkowa).

3. Fabisiak A, Sobociniska M, Kamysz E, Fichna J, Zieliiska M. Antinociceptive
potency of enkephalins and enkephalinase inhibitors in the mouse model of
colorectal distension-proof-of-concept. Chemical Biology & Drug Design.
2018;92(1):1387-1392. doi: 10.1111/cbdd.13186.

Celem tej pracy bylo opracowanie nowej strategii leczenia bélu trzewnego,
wystepujacego w przebiegu ZJN, z wykorzystaniem inhibitor6w enkefalinaz, tj. opiorfiny
i sjalorfiny oraz poréwnanie ich dzialania z enkefalinami (Met-enk i Leu-enk).

We weczesniejszych eksperymentach udowodniliSmy, zZe inkubacja Leu-enk wraz
z opiorfing i sjalorfing powoduje wydtuzenie czasu polowicznego rozpadu tego endoopioidu
(odpowiednio 182+2 i 202+4 vs. 40+1 min).

W badaniach wykorzystaliSmy model bdélu trzewnego wywolany poprzez rozcigganie
$cian okreznicy i odbytnicy, ktdry jest znakomitym narzedziem stuzacym do badan nad bélem

trzewnym w przebiegu ZJN. Myszom wszczepiliSmy elektrody do pomiarow



elektromiograficznych. Po 2-3 dniach w jelicie grubym myszy umieszczane byly rozciggliwe
baloniki (elektrody i kaniule polaczone z balonikami byly przylaczane odpowiednio do
aparatury pomiarowej i barostatu). Po podaniu badanych zwigzk6w uruchamiali§my barostat,
ktéry powigkszat balonik i rozciagat éciany jelita. Wszczepione elektrody rejestrowaly zmiane
aktywnosci mie$ni brzucha, a odebrany sygnat byl wzmacniany i przekazywany do
rejestratora. Zaleta tej metody badawczej nad innymi testami behawioralnymi jest wylgczenie
mozliwosci wptywu eksperymentatora na uzyskane wyniki, poniewaz podlegajg one analizie
komputerowe;j.

Nie przeprowadzono dotychczas badan nad wykorzystaniem inhibitoréw enkefalinaz
w leczeniu bélu trzewnego, dostgpne sa jednak doniesienia naukowe nad aktywacja
receptoréw opioidowych w uzytym przez nas modelu badawczym. Udowodniono, ze DAMGO
(selektywny agonista MOP), DPDPE (selektywny agonista DOP), ale nie U-50488(selektywny
agonista DOP) wykazuja silne dziatanie przeciwbélowe w przewodzie pokarmowym.

Na podstawie badan wstepnych ustalilismy dawke (1 mgkg) i droge podania
(podskérnie) testowanych substancji, tj. Leu-enk, Met-enk, opiorfiny i sjalorfiny.
Wykazali§my, ze Leu-enk i opiorfina istotnie obnizyly prég bdlu w odpowiedzi na rozciaganie
$cian okreznicy i odbytnicy u myszy przy wytworzonym ci$nieniu 60 mmHg (Met-enk
i sjalorfina réwniez obnizyly ten prog, ale w sposob nieistotny statystycznie). Przy nizszym
ci$nieniu, tj. 45 mmHg badane zwiazki obnizyly prég bolu, efekt ten jednak nie byt istotny
statystycznie. Przy najnizszym ci$nieniu (15 i 30 mmHg) nie znalezliSmy réznic pomi¢dzy
grupami badawczymi.

Bylo to pierwsze badanie naukowe, w ktérym oceniono dzialanie inhibitoréw
enkefalinaz w przebiegu bélu trzewnego wywolanego przez mechaniczne rozcigganie $cian
okreznicy i odbytnicy i zaproponowano ich stosowanie jako nowa strategie leczenia ZJN.

Badania byty prowadzone w Zakladzie Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
w ramach grantu Opus pt. ,,Endogenne inhibitory enkefalinaz i ich nowe syntetyczne analogi
jako potencjalne leki w terapii choréb ukiadu pokarmowego i bdlu trzewnego” (#UMO-
2013/11/B/NZ7/01301) finansowanego z Narodowego Centrum Nauki. Kierownikiem grantu
byl prof. Jakub Fichna, pelnitam role jednego z wykonawcéw.



4. Zieliiska M*, Jarmuz A*, Wasilewski A, Cami-Kobeci G, Husbands S, Fichna J.
Methyl-orvinol — Dual activity opioid receptor ligand inhibits gastrointestinal
transit and alleviates abdominal pain in the mouse models mimicking diarrhea-
predominant irritable bowel syndrome. Pharmacological Reports. 2017;69(2):350-
357. doi: 10.1016/j.pharep.2016.12.001

Kontynuujac poszukiwanie nowych zwigzkéw o dzialaniu terapeutycznym w ZJIN,
rozpoczeli§my badania nad metylo-orvinolem. Orvinole to grupa pochodnych tebainy, z ktéra
wigzano ogromne nadzieje jako zwiazkiem o korzystniejszym profilu farmakologicznym
w poréwnaniu z dostepnymi opioidami. Wykazano, ze niewielkie modyfikacje w strukturze
chemicznej orvinoli wystarcza do zmiany ich powinowactwa do receptoréw opioidowych
i wywolywania innego efektu farmakologicznego. Dolaczenie grupy metylowej do atomu
azotu w czasteczce orvinolu lub podstawienie grupy w obrebie wegla C20 zwigkszylo
powinowactwo jednoczesnie do receptoréw MOP i KOP.

Celem prowadzonych badafi byla ocena wpltywu metylo-orvinolu na: kurczliwosé
migsni gladkich jelit i transport jonéw w nablonku jelit in vitro, motoryke ukladu
pokarmowego w warunkach fizjologicznych i patologicznych (w mysich modelach
nasladujacych ZJN) oraz b6l trzewny.

Na wstepie ocenilismy wplyw metylo-orvinolu na kurczliwos¢ migsni gladkich
okreznicy wywolang przez pole elektryczne (w laZniach organowych). Wykazali§my, ze
metylo-orvinol hamuje kurczliwo$é miesni gladkich w zakresie stezen 107°-10° M, dziatanie
to bylo blokowane przez B-funaltreksaming, selektywnego antagoniste MOP. Dodatkowo
w eksperymentach z wykorzystaniem U50488 udowodnilismy, ze metylo-orvinol jest
antagonista KOP w jelicie grubym.

W dalszych badaniach okreslilismy wplyw metylo-orvinolu na transport jondéw przez
nabtonek jelitowy. Wykorzystaliémy forskoling, ktéra pobudza cyklaz¢ adenylowa i powoduje
wydzielanie jonéw CI" i wody oraz weratrydyne, ktéra jest aktywatorem kanali sodowego
zaleznego od napiecia i wplywa na wydzielanie jondw Cl° w nablonku okr¢znicy. Metylo-
orvinol zwickszatl transport jonéw w obrebie nablonka jelit w por6wnaniu z grupa kontrolna.
Efekt badanego opioidu poréwnalisSmy z loperamidem. Loperamid nie mial wplywu na
przeplyw jonow.

Kolejne eksperymenty pozwolily nam na ocen¢ wplywu metylo-orvinolu na motoryke
przewodu pokarmowego myszy. Metylo-orvinol podawany drogg dootrzewnowa w dawkach
0.1-1 mg/kg wydtuzyt czas pasazu zotadkowo-jelitowego u myszy (test z doustnym podaniem
niebieskiego barwnika) i spowolnit perystaltyke dolnego odcinka przewodu pokarmowego



(test wydalania koralika z okre¢znicy). Dziatanie metylo-orvinolu bylo zahamowane poprzez
podanie naloksonu, metylojodku naloksonu i p-funaltreksaminy, co wskazuje na jego dziatanie
na receptory MOP zlokalizowane na obwodzie (nie przechodzi przez barierg krew-mozg).

W modelu przyspieszonej motoryki wykazaliémy, 2e metylo-orvinol normalizuje
perystaltyke jelit. Co interesujace, metylo-orvinol nie miat dzialania przeciwbiegunkowego
w modelu biegunki wywotanej olejem rycynowym. Powyisze badania wskazujg, ze metylo-
orvinol wplywa na wydzielanie i wchlanianie w jelicie, a nie hamuje perystaltyki jelit, dlatego
tez jego stosowanie nie bedzie si¢ wigzato z wystapieniem zapar¢ jako efektu niepozadanego.

W mysim model bdlu trzewnego wywolanym poprzez podanie oleju musztardowego.
metylo-orvinol miat whasciwosci przeciwbblowe, efekt ten byt zalezny od receptoréw MOP
(hamowany przez p-funaltreksaming).

Podsumowujac, udowodniliSmy, ze metylo-orvinol moduluje motoryke przewodu
pokarmowego bez wywolywania zaparé i ma silne dzialanie przeciwbSlowe w modelach
nasladujacych ZJN, dlatego tez moze sta¢ si¢ nowa alternatywa w leczeniu farmakologicznym
ZJN.

Badania byly realizowane w ramach grantu dla miodych naukowcéw realizowanego

ze $rodkéw statutowych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi (nr #502-03/1-156-04/502-14-
297).

S. Zielinska M*, Fichna J*, Bashashati M, Habibi S, Sibaev A, Timmermans JP,
Storr M. G protein-coupled estrogen receptor and estrogen receptor ligands
regulate colonic motility and visceral pain. Neurogastroenterology and Motility.
2017;29(7). doi: 10.1111/nmo.13025.

W zwiazku z tym, Ze u kobiet ZIN jest rozpoznawany znacznie cz¢sciej niz u mezczyzn
postanowiliSmy podjgé¢ badania na receptorami estrogenowymi i ich rol3 w ZIN. Poza
klasycznymi wewngtrzkomérkowymi receptorami estrogenowymi (ERa i ERP) do badat
wiaczono GPER (receptor blonowy sprzezony z biatkami G).

Celem badan byla ocena wplywu G-1 (selektywnego agonisty GPER) i B-estradiolu
(agonisty GPER i ER) na bl trzewny i motoryke jelit w warunkach fizjologicznych i mysich
modelach ZJIN.

Poddali$my barwieniu immunohistochemicznemu receptor GPER w okreznicy u ludzi
zdrowych. Nie wykazali$my réznicy w ekspresji i lokalizacji tego bialka u kobiet i mgzczyzn.
W badaniach u myszy nie zaobserwowali§my réznic w ekspresji i lokalizacji GPER w jelicie

cienkim i grubym, nie wykazaliSmy réwniez zmian w zaleznosci od pici.



G-1 (10° M) i B-estradiol (10° M) zmniejszaly kurczliwo$¢ migéni gladkich jelita
grubego (w tkance ludzkiej) wywolana przez pole elektryczne. Bardziej szczegétowe badania
nad kurczliwo$cia migéni gladkich jelit wykonalismy na tkankach jelita grubego pobranych od
myszy. W badaniach tych uzyliémy poza G-1 i P-estradiolem selektywnych antagonistéw
receptoréw: GPER (G-15), ERa (PHTPP) i ERp (MPP). G-1 i B-estradiol (zaleznie od
stezenia) hamowaly kurczliwo$¢é mig$ni gtadkich, dziatanie G-1 bylo odwracalne przez G-15,
natomiast dzialanie P-estradiolu nie zostalo zablokowane przez zadnego z antagonistéw
receptoréw estrogenowych.

Kolejne eksperymenty mialy w celu ocen¢ potencjalu postsynaptycznego
pobudzajacego i hamujacego w zoladkowo-jelitowym ukladzie nerwowym po stymulacji
polem elektrycznym. Wykazano, ze G-1 hamuje potencjal postsynaptyczny pobudzajacy
w sposdb zalezny od stezenia w jelicie grubym (co wskazuje na zaangazowanie GPER
w neurotransmisj¢ cholinergiczng).

W tescie wydalania koralika z okreznicy wykazaliSmy dzialanie hamujgce motoryke
dolnego odcinka przewodu pokarmowego zaréwno G-1, jak i B-estradiolu (w dawce 20 mg/kg,
podanie dozylne). Interesujace, ze efekt G-1 byt odwracalny poprzez zastosowanie wszystkich
selektywnych antagonistéw, tj. G-15, PHTPP i MPP. Dzialanie B-estradiolu nie bylo
blokowane przez PTHPP, sugerujac, ze GPER i ERP s3 zaangazowane w regulacj¢ motoryki
jelit. Badania te zostalty wykonane na samicach, jednakze aktywno$¢ G-1 potwierdziliSmy
réwniez u samcow. W modelu przyspieszonej perystaltyki przewodu pokarmowego wywolane;j
przez czynniki §rodowiskowe (stres) G-1 normalizowat motoryke jelit, zaré6wno u samic, jak
i samcéw. W modelu bélu trzewnego udowodnili$my, ze G-1, pobudzajac GPER i ERB,
wywotuje silne dzialanie przeciwbolowe. Zaobserwowalismy réwniez, ze GPER jest kluczowy
dla aktywnosci przeciwbolowej B-estradiolu.

Podsumowujac, sygnalizacja molekularna zalezna od receptoréw estrogenowych,
zar6wno klasycznych jak i nieklasycznych, jest waznym aspektem w ZJN, a aktywacja GPER,
ERB i ERa. jest kluczowa w modelach nasladujacych ZIN.



6. Szymaszkiewicz A*,Zielinska M* Li K, Ramanathan M, Alam S, Hou
DR, Fichna J, Storr M. Novel derivatives of 1,2,3-triazole, cannabinoid-1 receptor
ligands modulate gastrointestinal motility in mice. Naunyn Schmiedebergs’
Archives of Pharmacology. 2018;391(4):435-444. doi: 10.1007/s00210-018-1465-9.

W niniejszej pracy uwage poswiecilismy nowym pochodnym triazolu:

o zwigzek 1:

2-[4,5 -bis(2,4-dicﬁlorofenylo)-2H-1 ,2,3-triazol-2-yl]-N-(2-fluorobenzyl)acetamid,

e zwigzek 2:
2-[4,5-bis(2,4-dichloro-fenylo)-2H-1,2,3-triazol-2-yl]-N-(4-fluorobenzylo)acetamid,

o zwigzek 3:
N-benzylo-2-[4-(4-chloro-fenylo)-5-(2,4-dichloro-fenylo)-2H-1,2,3-triazol-2-yl] acetamid.

Zwigzek 1 i 2 sg symetrycznie halogenowanymi benzyloamidami z podstawnikiem 4,5-
bis(2,4-dichlorofenylowym), podczas gdy zwigzek 3 jest niesymetrycznag pochodng
benzyloamidu podstawiong grupg 4-(4-chloro-fenylo)-5-(2,4-dichloro-fenylowsg).

W badaniach powinowactwa zwigzki te zostaly sklasyfikowane jako antagonisci receptora
kanabinoidowego CB;. Rimonabant - SR141716A (antagonista CB;) i WIN 55212-2
(nieselektywny agonista receptoréw kanabinoidowych) zostaly uzyte do badafi jako zwigzki
odnoénikowe.

Zwigzki 1-3 i Rimonabant zmniejszaly kurczliwo$¢ migéni gladkich jelita cienkiego
wywolang polem elektrycznym w spos6b zalezny od stezenia. Najsilniejszy efekt
zaobserwowalismy dla zwigzku 3. W jelicie grubym najsilniejszy efekt zanotowalismy dla
zwigzku 2 i Rimonabantu, niemniej jednak w najwyzszych stezeniach (107-10° M) wszystkie

badane zwigzki hamowatly kurczliwo$¢ migsni gladkich okreznicy.

Aby poréwnac potencjat badanych antagonistéw receptoréw kanabinoidowych, w dalszych
badaniach wykorzystalisSmy WIN 55,212-2. W jelicie cienkim dziatanie WIN 55,212-2
(w zakresie stezen 107'°-10°M) bylo hamowane przez SR141716A (107 M) oraz zwigzki 1-2
(107 M). W jelicie grubym SR141716A (107 M) oraz zwiazki 1 i 3 (107 M) hamowaly efekt
wywolany przez WIN 55,212-2. Tym samym wykazaliSmy, ze zwigzek 3 jest nieaktywny
w jelicie cienkim, a zwigzek 2 w jelicie grubym. W tescie pasazu zotgdkowo-jelitowego
wykazalisSmy, ze SR141716A i zwiazek 2 przyspieszaja motoryke jelit, a zwiazki 1 i 3,



wydluzajac czas pasazu zoladkowo-jelitowego, hamuja perystaltyke. Wszystkie zwiazki byly
podane droga dootrzewnowa w dawce 1 mg/kg.

Z badan tych mozna wnioskowaé, ze niewielka modyfikacja struktury chemicznej zwigzku
moze zmieni¢ jego profil farmakologiczny i jego aktywnos¢. Nowe syntetyczne pochodne

triazolu mogg znalez¢ zastosowanie w leczeniu choréb czynnosciowych uktadu pokarmowego,

poniewaz maja wplyw na perystaltyke jelit.
V.  Podsumowanie i wnioski

Najwazniejsze osiggnigcia naukowe uzyskane w badaniach naukowych prowadzonych

w ramach rozprawy habilitacyjnej to:

e Udowodnienie dzialania przeciwbolowego sjalorfiny podawanej podskérnie w dawce
1 mg/kg w mysim modelu bolu trzewnego wywotanego rozcigganiem $cian okreznicy

¢ iodbytnicy;

e Wykazanie, ze receptory DOP moga odgrywaé znaczacg rol¢ w sygnalizacji bélowej
w uktadzie pokarmowym;

e Wskazanie zastosowania inhibitoréw enkefalinaz jako nowej mozliwosci leczenia bélu
trzewnego w przebiegu zespotu jelita nadwrazliwego;

e Wykazanie, ze metylo-orvinol w ukfadzie pokarmowym jest mieszanym agonistg
receptoréow MOP i antagonista KOP;

e Okreslenie obiecujacego dziatania metylo-orvinolu w modelach ZJN poprzez
scharakteryzowanie jego modulujacego wplywu na motoryke jelit i silne wiasciwosci
przeciwbolowe;

e Podkreslenie roli aktywacji klasycznych i nieklasycznych receptoréw estrogenowych
z wykorzystaniem G-1 i B-estradiolu w regulacji perystaltyki jelit;

e Zdefiniowanie potencjalu przeciwbolowego agonistow receptoréw estrogenowych
w mysim modelu bélu trzewnego;

e Udowodnienie, ze dziatanie G-1 i B-estradiolu jest niezalezne od pici;

e Scharakteryzowanie dziatania pochodnych triazolu in vitro i in vivo i zasugerowanie, ze

ligandy receptoréw kanabinoidowych moga znalez¢ zastosowanie w terapii ZJN.

Wykonane badania wskazujg na nowe mozliwosci leczenia zespolu jelita nadwrazliwego

poprzez modulowanie  aktywnosci  receptoréw  opioidowych,  estrogenowych oraz



kanabinoidowych. Ponadto udowodnilismy, ze sjalorfina, metylo-orvinol, G-1 i f-estradiol
oraz pochodne triazolu mogqg stanowi¢ nowe Srodki terapeutyczne lub narzedzia

Jarmakologiczne w badaniach naukowych.

5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo — badawczych niezawartych w osiagnigcin

naukowym stanowigcym podstawe rozprawy habilitacyjnej

Prace naukowg w ramach studiéw doktoranckich rozpocz¢lam w 2012 roku

pod opieka prof. dr. hab. n. med. Jakuba Fichny w Zakladzie Chemii Biomolekularnej
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

5.1. Rozprawa doktorska

W ramach rozprawy doktorskiej pt. ,,Endogenny uklad opioidowy i nocyceptynowy
jako potencjalne cele farmakologiczne dla terapeutykéw dzialajacych w ukladzie
pokarmowym” prowadzilam badania w kierunku okreslenia roli endogennego ukladu
opioidowego i nocyceptynowego w przebiegu choréb zapalnych i czynnosciowych ukladu

pokarmowego.

Jednym z nadrzednych kierunkéw badan w mojej rozprawie doktorskiej bylo
wskazanie endogennego ukladu nocyceptynowego jako celu farmakologicznego w leczeniu
choréb ukladu pokarmowego. Badania byly prowadzone w ramach grantu Iuventus Plus
(#0119/1P1/2011/71) przyznanego prof. Fichnie przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego, w ktorym pelilam rol¢ wykonawcy. Wykazalam, Ze ekspresja receptoré6w
nocyceptynowych (NOP) w ukladzie pokarmowym jest nizsza w przypadku oséb cierpigcych
na posta¢ biegunkowa ZJN, a stezenie nocyceptyny w osoczu bylo nizsze u tych pacjentéw.
Ponadto udowodnitam, ze ekspresja receptordw NOP jest obnizona u pacjentow z chorobg

Les$niowskiego-Crohna w poréwnaniu z grupg kontrolna.

W zwigzku z zaobserwowanymi rdznicami postanowilam zweryfikowaé, czy
pobudzenie ukladu nocyceptynowego egzogennym ligandem (SCH 221510) bedzie miato
wplyw na rozwoéj stanu zapalnego w ukladzie pokarmowym u myszy. Wykazalam, ze SCH
221510 tagodzi stan zapalny w modelu zwierzecym choroby Lesniowskiego-Crohna. Ponadto
SCH 221510 dziatal przeciwbdlowo (przez receptory NOP)w modelu bélu trzewnego
u zwierzat z rozwinietym stanem zapalnym, co wskazuje, ze mogtby znaleZé zastosowanie

jako potencjalny terapeutyk w leczeniu tego schorzenia.



W badaniach nad rola receptor6w NOP w ZJN wykazalam, ze agonisci receptoréw
NOP maja silny hamujacy wptyw na kurczliwo$é migéni gladkich jelita cienkiego i grubego
myszy. Zaobserwowalam, ze SCH 221510 hamuje perystaltyke przewodu pokarmowego
myszy w warunkach fizjologicznych i wykazywat silne dzialanie przeciwbolowe w modelach
zwierzgcych bélu. Pozwolilo to na wskazanie endogennego ukladu nocyceptynowego jako

nowego celu farmakologicznego w leczeniu postaci biegunkowej ZJN.

Narzedziem farmakologicznym w badaniach nad receptorami opioidowymi w ukladzie
pokarmowym byl zwiazek P-317, pochodna morficeptyny. P-317 hamowal pasaz zoladkowo-
jelitowy oraz perystaltyke okreznicy po podaniu dootrzewnowym i dozolagdkowym u myszy.
Ponadto zaobserwowatam, ze P-317 ma silne dzialanie przeciwbiegunkowe i przeciwbdlowe,

dlatego moze by¢ potencjalnym nowym terapeutykiem w leczeniu postaci biegunkowej ZJN.

Réwnolegle wykazalam, ze zmiany w endogennym ukladzie opioidowym leza
u podstaw rozwoju choréb zapalnych jelit. Udowodnilam, ze u pacjentow z chorobg
Leéniowskiego-Crohna obnizona jest ekspresja receptoréw opioidowych (MOP i KOP) na
poziomic mRNA. W modelach mysich zwigzek P-317 tagodzil stan zapalny. Ponadto
wykazalam, ze P-317 dziala przeciwbolowo w modelu zwierzgcym bélu trzewnego u myszy
z rozwinigtym stanem zapalnym, a dzialanie przeciwzapalne i przeciwbdlowe mozliwe jest po

podaniu doustnym.

Kolejnym aspektem rozprawy doktorskiej bylo wykazanie interakcji pomiedzy
receptorami nocyceptynowymi i opioidowymi. W badaniach wykorzystatam pochodng
buprenorfiny, BU08070, ktéra w warunkach in vitro ma wyzsze powinowactwo do receptoréw
MOP i NOP w poréwnaniu z buprenorfing. /n vitro zwigzek BU08070 hamowat kurczliwo$¢
miegsni gladkich jelita cienkiego i grubego. /n vivo BU08070 wydtuzal czas pasazu zotadkowo-
jelitowego i spowolnil perystaltyke okreznicy u myszy. Dodatkowo zaobserwowalam, ze
BU08070 ma dzialanie normalizujace motoryke przewodu pokarmowego w modelach
zwierzecych przyspieszonej perystaltyki. W mysim modelu bdlu trzewnego BU08070
wykazywatl silne dziatanie przeciwb6lowe, ktére bylo hamowane przez antagoniste receptoréw
MOP (wskazujgc, ze komponenta opioidowa odgrywa istotng rol¢ w przekaZnictwie

bdélowym).

W dalszych badaniach ocenilam aktywno$é przeciwzapalnag BU08070 w modelu
zwierzecym choroby Lesniowskiego-Crohna. BU08070 zmniejszyt stan zapalny okreznicy.



Efekt ten byl hamowany przez antagonist¢ receptoréw MOP i czesciowo przez antagoniste

receptorow NOP.

W celu scharakteryzowania mechanizmu dziatania BU08070 przeprowadzitam badania
na ludzkiej linii komérkowej THP-1, transfekowanej genem fosfatazy zasadowej. Wykazalam,
ze zwigzek BU08070 hamowal aktywno$¢ NF-xB w komoérkach pobudzonych przez TNF-o
lub LPS. Udowodnitam réwniez dziatanie przeciwbdlowe BU08070 w modelu zwierzecym

bélu trzewnego u zwierzat z rozwini¢tym stanem zapalnym w obrebie jelit.

W ramach stypendium doktorskiego Etiuda pt. ,,Endogenny uktad opioidowy
i nocyceptynowy jako potencjalne cele farmakologiczne dla terapeutykéw dzialajacych
w ukladzie pokarmowym” (#UMO-2014/12/T/NZ7/00252) przyznanego przez Narodowe
Centrum Nauki odbylam péiroczny staz w Akademickim Centrum Medycznym Uniwersytetu
w Amsterdamie. Celem stazu bylo zaznajomienie si¢ z nowymi metodami badawczymi
wykorzystywanymi w badaniach nad patogeneza nieswoistych choréb zapalnych jelit.
Doswiadczenie, ktére zdobylam podczas stazu, wykorzystuje w swoich badaniach naukowych.

Podsumowujagc, w swojej pracy doktorskiej wskazalam endogenny uklad
nocyceptynowy i opioidowy jako nowe potencjalne cele farmakologiczne w leczeniu chordb

czynno$ciowych i zapalnych przewodu pokarmowego.
5.2. Badania wykonane podczas studiow doktoranckich niezawarte w pracy doktorskiej

® Rola agonistow receptorow opioidowych w leczeniu schorzeni ukladu

pokarmowego

Wykazali§my dzialanie przeciwzapalne bifaliny (mieszanego agonisty receptoréw
opioidowych MOP i DOP) i modelu zwierzgcym choroby Lesniowskiego-Crohna. Bifalina
podana dojelitowo, ale nie dootrzewnowo, zmniejszyla stan zapalny jelit i nacieczenie $ciany

okreznicy komérkami uktadu odpornosciowego.

W latach 2013-2015 pelnilam rol¢ wykonawcy grantu pt. ,Peripherally acting mu-
opioid receptor agonists as potential therapeutic agents in functional and inflammatory diseases
of the gastrointestinal tract” przyznanego prof. Jakubowi Fichnie przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego w ramach wspélpracy dwustronnej miedzy rzadem polskim
i austriackim. Grant byl realizowany w Zaktadzie Chemii Biomolekularnej Uniwersytetu

Medycznego w Lodzi i Zakladzie Chemii Farmaceutycznej Uniwersytetu w Innsbrucku.



W ramach tego grantu zajmowalam si¢ badaniem dzialania agonistéw receptoréw
opioidowych, ktére nie przechodza przez barier¢ krew-mézg. Odbylam miesigczny staz
naukowy na Uniwersytecie w Innsbrucku i bytam opiekunem mgr Tanili Ben-Haddou podczas
jej miesiecznego stazu w Lodzi. Wspdlnie wykazali$my, ze agoniéci receptoréw opioidowych
o dzialaniu obwodowym majg silne dzialanie przeciwzapalne i przeciwbdlowe w ukladzie
pokarmowym i moga znaleZé zastosowanie w leczeniu chordéb zapalnych przewodu

pokarmowego.

*  Modulowanie dzialania endogennego ukiadu kanabinoidowego w przewodzie

pokarmowym

W ramach tej dzialalno$ci wykazaliSmy, ze zastosowanie inhibitoréw hydrolazy
amidéw kwaséw thuszczowych (FAAH) — enzymu regulujacego degradacje endokanabinoidéw
ma dzialanie spowalniajgce perystaltyke przewodu pokarmowego oraz wywoluje silny efekt
przeciwbblowy i przeciwzapalny w modelu zwierzgcym NChZJ. Projekt byl finansowany
z grantu luventus Plus pt. ,,Hamowanie aktywnosci enzymoéw degradujacych endogenne
opioidy i kanabinoidy jako nowy potencjalny cel terapii choréb funkcjonalnych i stanéw
zapalnych ukladu pokarmowego” (#IP2012010772) ze $rodkéw Ministerstwa Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego przyznanych prof. Fichnie i realizowany w latach 2013-2015.
Petnitam rol¢ jednego z wykonawcow.

W badaniach nad PR-38 — pochodng salwinoryny A zaobserwowali$my aktywno$é
przeciwzapalng po podaniu doustnym, na co wskazuje znaczaco obnizona ocena makro-
i mikroskopowa, a takze obnizony poziom markeré6w stanu zapalnego jelit w mysich modelach
choroby Les$niowskiego-Crohna i wrzodziejgcego =zapalenia jelita grubego. Efekt
przeciwzapalny PR-38 blokowany by? przez antagonistéw receptor6w KOP i kanabinoidowych
typu 1 (CB1).

*  Substancje naturalne o dziataniu przeciwzapalnym w ukiladzie pokarmowym

W latach 2012-2014 prowadzilam badania jako wykonawca w grancie
pt. ,,Characterization of pharmacological activity and mechanism of action of plant-derived
preparations used in Polish and Chinese traditional medicine — in search for novel therapeutics
with anti-inflammatory and analgesic action targeting the gastrointestinal tract” przyznanego
prof. Jakubowi Fichnie w ramach wspolpracy dwustronnej mi¢dzy rzadem polskim i chifskim.

Projekt byt realizowany w Zakladzie Chemii Biomolekularnej Uniwersytetu Medycznego



w Lodzi oraz Department of Gastroenterological Surgery, Tenth People’s Hospital of
Shanghai, School of Medicine, Tongji University. Celem badan bylo scharakteryzowanie
aktywno$ci farmakologicznej wybranych preparatéw pochodzenia roslinnego stosowanych
w polskiej i chifiskiej medycynie tradycyjnej w poszukiwaniu nowych lekéw w ukladzie
pokarmowym. Wykazali$my, ze ekstrakt z wiesiotka dwuletniego ma dziatanie przeciwzapalne

w ukladzie pokarmowym i zmniejsza stres oksydacyjny w jelicie grubym.

Bralam réwniez udziat w badaniach nad dzialaniem kwasu chlorogenowego w ukladzie
pokarmowym. Kwas chlorogenowy, wystepujacy w jablkach, $liwkach, ziarmnach kawy czy
karczochach, ma silne wlasciwosci antyoksydacyjne. W naszych eksperymentach
udowodniliémy, ze dojelitowe podanie kwasu chlorogenowego tagodzi przebieg stanu
zapalnego w obrebie jelit u myszy z wywolang chorobg Lesniowskiego-Crohna poprzez
obnizenie nacieku $cian jelita komérkami uktadu odpornos$ciowego i zablokowanie $ciezek

prozapalnych zwiagzanych z NFkB.

W 2014 roku otrzymalam Stypendium Marszatka Wojewddztwa Loédzkiego dla
wybitnych miodych naukowcéw. W ramach projektu prowadzilam badania nad ekstraktem
z kapusty czerwonej jako potencjalnym terapeutykiem w leczeniu choréb zapalnych jelit.
WskazaliSmy na jego silne wlasciwoéci przeciwzapalne i zasugerowaliSmy, ze moéglby

stanowi¢ suplement wspomagajacy leczenie pacjentéw z NChZ]J.

Badania niewchodzgce w cykl prac stanowigcych rozprawe habilitacyjng prowadzone

po uzyskaniu stopnia doktora

Po obronie rozprawy doktorskiej badania nad receptorami opioidowymi i ich rolg

w przewodzie pokarmowym s3 przeze mnie kontynuowane i poszerzone o nowe aspekty.

W mojej pracy naukowej udowodnitam, Zze pobudzanie receptoréw MOP i DOP
z wykorzystaniem bifaliny ma korzystny wplyw na normalizacje motoryki jelit w modelach
zwierzecych ZIN. Ponadto bifalina miala bardzo silne dzialanie przeciwbdlowe — zaréwno po
podaniu obwodowym, jak i osrodkowym, a dotychczas nie zaobserwowalismy efektow
ubocznych tego zwiazku. Badania byly prowadzone z dzialalnosci statutowej dla miodych
naukowcow (#502-03/1-156-02/502-14-141).



Dzigki wspblpracy z Instytutem Genetyki i Hodowli Zwierzgt PAN w Jastrzgbcu
w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki Opus pt. ,,Aktywno$¢ ukladu opioidowego
W patogenezie i terapii choréb zapalnych przewodu pokarmowego u myszy o wysokiej
i niskiej wrazliwosci na stres” (#UMO-2014/13/B/NZ4/01179) jako wykonawca uzyskalam
mozliwo$¢ pracy na myszach o zmienionej aktywnosci uktadu opioidowego. Myszy te od
wielu lat stanowia doskonale narzedzie do badan nad endogennym ukiadem opioidowym.
W badaniach wykorzystatam myszy o podwyzszonej (HA) i obnizonej (LA) aktywnosci
ukladu opioidowego.

Biorgc pod uwage interakcje, jakie zachodza pomigdzy endoopioidami i hormonami
stresu, oraz to, ze stres jest wymieniany wsrod czynnikéw wptywajacych na rozwdj i przebieg
stanu zapalnego jelit, postanowiliémy zbada¢, czy ostry i przewlekly stres wplywa na rozwoj
stanu zapalnego w jelicie grubym u myszy o zmienionej aktywnosci uktadu opioidowego.
Wykazali$my, Ze u myszy LA uszkodzenie $ciany jelit jest wigksze w poréwnaniu w myszami
HA w mysim modelu choroby Le$niowskiego-Crohna. Udowodniliémy, Zze u myszy HA stan
zapalny nie powoduje zmian w ekspresji bialek prozapalnych, tj. IL-1p i TNF-a w jelicie
grubym, a u myszy LA poziom TNF-o wzrasta w stanie zapalnym. Analiza preparatéw
mikroskopowych potwierdzila, ze podwyzszona aktywnos$¢ ukladu opioidowego powoduje
lagodniejszy przebieg choroby. Na poziomie mRNA udowodnilismy spadek ekspresji MOP
i KOP u myszy HA i LA w stanie zapalnym. W dalszej czgéci projektu wskazalismy, ze ostry
stres powoduje powstanie bardziej rozlegltych uszkodzen $ciany jelita grubego u myszy LA
w modelu choroby Le$niowskiego-Crohna. ProwadziliSmy réwniez badania z wykorzystaniem
modelu przewleklego stresu (utrzymywanego dwa lub pigé tygodni przed wywolaniem stanu
zapalnego). Przewlekly stres nie spowodowal zmian w rozwoju stanu zapalnego jelit zaréwno
umyszy HA, jak i LA.

Rownolegle bratam udziat w badaniach nad rola endogennego ukladu opioidowego
w rozwoju wrzodéw zotadka wywotanych u myszy przez miejscowe podanie roztworu etanolu
na blong¢ Sluzowa zoladka oraz przez przewlekly lagodny stres. Zaobserwowalismy, ze
u myszy z podwyzszong aktywnos$cia uktadu opioidowego (HA) powierzchnia owrzodzen jest
mniejsza niz u myszy z obnizong aktywnoscig ukladu opioidowego (LA). Poziom markeréw
stanu zapalnego oznaczonych w tkankach zotadka po podaniu etanolu: aktywnosci
mieloperoksydazy i ekspresji TNF-0 oraz IL-1B byt wyzszy u myszy LA w poréwnaniu
z grupa kontrolng. U myszy HA nie zaobserwowano zmian w poziomie tych biatek. U myszy

HA po wywotaniu wrzodéw Zotadka podaniem dozoladkowym etanolu zanotowaliSmy wzrost



ekspresji receptorow opioidowych: MOP, KOP i DOP na poziomie mRNA. U myszy LA
ekspresja ta nie ulegla zmianie. Byly to pierwsze badania wskazujace za zaangazowanie

endoopioidéw w rozwdj i przebieg owrzodzenia blony §luzowej zoladka.

Jako kierownik grantu przyznanego przez Narodowe Centrum Nauki PRELUDIUM
pt. ,Rola endogennego ukladu opioidowego w patogenezie i leczeniu nieswoistych choréb
zapalnych przewodu pokarmowego oraz w chorobie nowotworowe;j jelita grubego wywolanej
przewleklym stanem zapalnym” (#UMO-2013/11/N/NZ7/00724) prowadzitam badania nad
rola endogennego uktadu opioidowego w przebiegu nowotworu jelita grubego wywolanego
przewleklym stanem zapalnym w Zakladzie Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
Dane epidemiologiczne sugeruja, ze infekcje i przewlekly stan zapalny przyczyniajg sie do
rozwoju ok. 25% wszystkich nowotworéw. Wykazano, ze przewlekle zmiany zapalne jelit
mogg prowadzi¢ do rozwoju nowotworu okreznicy i odbytnicy, ktory jest jednym z najczesciej
diagnozowanych nowotworéw zlosliwych, a prawie polowa ze zdiagnozowanych przypadkéw
prowadzi do $mierci chorych. Choroby zapalne jelit stanowia zatem czynnik ryzyka rozwoju
nowotworu okreznicy i odbytnicy, ktére wzrasta wprost proporcjonalnie do stopnia
zaawansowania choroby. W ramach projektu wykazalismy, ze aktywacja receptor6w
opioidowych z uzyciem P-317 (opioidu o udowodnionych wlasciwosciach przeciwzapalnych
w stanie zapalnym jelit) ma dzialanie protekcyjne w przebiegu nowotworu okreznicy
i odbytnicy wywolanego przewleklym stanem zapalnym (na co wskazuja parametry
makroskopowe 1 ocena histopatologiczna). WykazaliSmy obnizenie ekspresji w jelicie
czgsteczek prozapalnych, zaangazowanych w rozwdj stanu zapalnego i nowotworzenie,
tj. IL-1B, TNF-a, COX-2 i iNOS u myszy, ktérym podawano P-317 w poréwnaniu z grupg

myszy z nowotworem jelita grubego.

W projekcie badawczym Iuventus Plus pt. ,.Zaburzenia w obrgbie endogennego uktadu
opioidowego wplywajg na poziom adipokin w rozwoju nowotworu jelita grubego” (#IP2015
089474), przyznanym przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego i realizowanym
w Zakladzie Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi kieruj¢ eksperymentami, ktérych
celem jest okreslenie wplywu opioidéw i adipokin na rozwdj nowotworu jelita grubego. Dane
literaturowe pokazujg, ze morfina podawana przewlekle przez 8 dni powodowata obnizenie
stezenia leptyny i nieznaczacy statystycznie wzrost stezenia adiponektyny w osoczu, natomiast
nalokson, antagonista receptoréw opioidowych nie zmienial st¢zenia leptyny
w osoczu. Ponadto udowodniono, ze myszy pozbawione ekspresji genu dla B-endorfiny miaty

wyzsze stgzenie leptyny w osoczu w poréwnaniu grupg kontrolng. Wyniki moich badafi



wstepnych  sugerujg  istnienie zaleznoSci migdzy endoopioidami i adipokinami

w przebiegu nowotworu jelita grubego.

Kolejnym obszarem moich zainteresowan naukowych jest starzenie si¢ organizmu
i powigzanie spowolnienia perystaltyki w grupie starszych pacjentéw ze zmianami
zachodzacymi w obrebie endogennego uktadu opioidowego. W badaniach epidemiologicznych
wykazano, ze w grupie pacjentow cierpiacych z powodu przewleklych zapar¢ wigkszos¢
stanowig osoby powyzej 50. roku zycia. Nie ustalono dotychczas przyczyny tych dolegliwosci.
Badania te s3 prowadzone w Zakladzie Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
w ramach Diamentowego Grantu pt. ,,Badanie zalezno$ci miedzy zaburzeniami perystaltyki
jelit wystepujgcymi wraz z wiekiem a zmianami w obrgbie endogennego ukiadu opioidowego”
(#D12016006446) przyznanego lek. Agacie Szymaszkiewicz przez Ministerstwo Nauki
i Szkolnictwa Wyzszego. Celem projektu jest ocena, czy zmiany w obrgbie endogennego
uktadu opioidowego w przewodzie pokarmowym wplywaja na zwigkszong czgstosé
wystepowania wraz z wiekiem zaburzen perystaltyki przewodu pokarmowego. Moja rola w
projekcie polega na planowaniu eksperymentéw, ich analizie i interpretacji. Badania beda
wlaczone do jej rozprawy doktorskiej doktorantki Szymaszkiewicz, w ktérej peli¢ funkcje

promotora pomocniczego.

Nurtem badawczym, ktéry podjetam wraz z doktorantka Agata Szymaszkiewicz jest
okre$lenie mechanizmu rozwoju tolerancji na skutek stosowania opioidow. Badania sg
prowadzone w ramach grantu Umedu pt. ,,Development of tolerance in gastrointestinal tract —
interactions between cannabinoid and opioid receptors” (#77/2014-2015) przyznanego Agacie
Szymaszkiewicz. W wyniku rozwoju tolerancji dochodzi do ostabienia dzialania lekéw oraz
koniecznosci cigglego zwickszania stosowanej dawki. Istnieja jednak przestanki, ze
jednoczesna aktywacja receptoréw opioidowych i kanabinoidowych moze zwigkszyc
skuteczno$é leczenia oraz przyczynié si¢ do spowolnienia rozwoju tolerancji. W badaniach nad
rozwojem tolerancji w ukladzie pokarmowym wykorzystujemy mieszane ligandy receptorow

opioidowych i kanabinoidowych.

W ramach opieki nad Indywidualnym Tokiem Studiéw Jakuba Wlodarczyka, ktory
vzyskat grant Umedu pt. “The changes in fructose transporter protein GLUTS may be
implicated in colorectal cancer development, diagnosis and treatment” nadzorowatam
i planowalam badania nad rola transportera GLUT5 w nowotworzeniu. W badaniach

prowadzonych w Zakladzie Biochemii wykorzystujemy selektywny inhibitor GLUTS



i oceniamy jego wplyw na przezywalnos¢ ludzkiej linii nowotworowej jelita grubego. Projekt
badawczy zaklada réwniez ocen¢ ekspresji GLUTS w tkankach ludzkich pobranych od
pacjentéw z rakiem jelita grubego.
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5.3. Udziat w projektach badawczych:
Jako kierownik:

1. Iuventus Plus (MNiSW): ,Zaburzenia w obrebie endogennego ukladu opioidowego
wplywaja na poziom adipokin w rozwoju nowotworu jelita grubego” #1P2015 089474
(2017-2020)

2. PRELUDIUM (NCN) ,Rola endogennego ukladu opioidowego w patogenezie
i leczeniu nieswoistych choréb zapalnych przewodu pokarmowego oraz w chorobie
nowotworowej jelita grubego wywolanej przewlektym stanem zapalnym” #UMO-
2013/11/N/NZ7/00724 (2014-2017)

3. Grant dla mlodych naukowcéw ze Srodkéw statutowych: ,Endogenny ukiad
opioidowy —  poszukiwanie —nowych celéw farmakologicznych/Srodkéw
terapeutycznych w leczeniu postaci biegunkowej zespolu jelita nadwrazliwego”
#502-03/1-156-04/502-14-297 (2016-2018)

4. Grant Marszalka Wojewédztwa Lodzkiego dla wybitnych mlodych naukowcéow:
,Ekstrakt z czerwonej kapusty jako potencjalny $rodek terapeutyczny w leczeniu
nieswoistych choréb zapalnych ukladu pokarmowego” #14/2014 (2014)

5. Grant dla mlodych naukowcéw ze sSrodkéw statutowych: ,Badanie interakcji
pomiegdzy endogennym ukladem kannabinoidowym i nocyceptynowym na poziomie
uktadu pokarmowego i zotadkowo-jelitowego ukladu nerwowego” #502-03/1-156-
02/502-14-141 (2013-2016)



Jako wykonawca:

* Opus (NCN): Aktywno$¢ ukladu opioidowego w patogenezie i terapii chordb
zapalnych przewodu pokarmowego u myszy o wysokiej i niskiej wrazliwosci na stres
#UMO-2014/13/B/NZ4/01179 (2015-2017)

® Opus (NCN): Endogenne inhibitory enkefalinaz i ich nowe syntetyczne analogi jako
potencjalne leki w terapii chor6b ukladu pokarmowego i bélu trzewnego #UMO-
2013/11/B/NZ7/01301 (2014-2017)

e Dwustronna naukowa wspélpraca miedzy Polska i Chinami (MNiSW):
Characterization of pharmacological activity and mechanism of action of plant-derived
preparations used in Polish and Chinese traditional medicine — in search for novel
therapeutics with anti-inflammatory and analgesic action targeting the gastrointestinal
tract (2012-2016)

e Dwustronna naukowa wspélpraca migdzy Polska i Austrig (MNiSW): Peripherally
acting mu-opioid receptor agonists as potential therapeutic agents in functional and
inflammatory diseases of the gastrointestinal tract (2013-2015)

* Iuventus Plus (MNiSW): ,Hamowanie aktywnosci enzyméw degradujgcych
endogenne opioidy i kanabinoidy jako nowy potencjalny cel terapii chordb
funkcjonalnych i stanéw zapalnych uktadu pokarmowego” #IP2012010772(2013-2015)

e Iuventus Plus (MNiSW): ,Nowe syntetyczne ligandy nocyceptynowe jako
potencjalne Srodki terapeutyczne w leczeniu chor6b ukladu pokarmowego”
#0119/1P1/2011/71 (2012-2014)

§i4. Nagrody i wyrdznienia:
Nagrody zespolowe:

* 2018 r.—NagrodaI stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

® 2017 r. — Nagroda I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

® 2016 r. — Nagroda I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi

e 2016 r. — Nagroda zespolowa L.6dzkie Eureka za "Wskazanie nowych potencjalnych
celow farmakologicznych w terapii choréb zapalnych i czynno$ciowych przewodu
pokarmowego (zesp6t w skladzie prof. Jakub Fichna, dr Marta Zielifiska, mgr Maciej
Salaga)

® 2015 r. —Nagroda I stopnia Rektora Uniwersytetu Medycznego w Lodzi



Nagrody indywidualne:
e Stypendium MNiSW Mobilno$¢ Plus 5 na staz podoktorski na Uniwersytecie

Fryderyka i Aleksandra w Erlangen i Norymberdze (2018-2020)

e Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla wybitnych mlodych
naukowcéw (2016-2018)

e Stypendium Ministra Zdrowia dla najlepszych doktorantow (2015)
e Stypendium naukowe Fundacji Polpharmy dla miodych naukowcow (2015)

e Stypendium Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego dla najlepszych doktorantow
(2014)

e Stypendium L’Oreal ,,Dla Kobiet i Nauki” dla doktorantow (2014)
¢ Stypendium doktorskie NCN ,,Etiuda” (2014)
o Stypendium ,,Nauka droga do biznesu” dla doktorantow woj. t6dzkiego (2014)

e Stypendium Marszalka Wojewodziwa Eédzkiego dla miodych naukowcow (2014)

5.5. Dziatalnosé dydaktyczna:

W ramach studiéw doktoranckich (2012-2016) prowadzilam zaj¢cia dydaktyczne dla
student6w I roku stomatologii (chemia medyczna) i studentéw II roku kierunku lekarskiego
(biochemia) na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi. Byly to zajecia teoretyczne (seminaria),

jak réwniez praktyczne (laboratoria).

Od 2016 r., jako asystent i adiunkt, prowadzitam zajgcia z przedmiotu biochemia dla
studentéw I roku kierunku lekarskiego na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi (bloki
seminaryjne i laboratoryjne). Pensum dydaktyczne wynosito 240 godzin.

W 2016 i 2017 r. prowadzitam przedmiot fakultatywny dla studentow II i I roku
kierunku lekarskiego na Uniwersytecie Medycznym w Lodzi (Przygotowanie studenta

kierunku lekarskiego do zawodu naukowca) w wymiarze 15 godzin.
Opieka naukowa nad studentami w charakterze opiekuna naukowego

Od 2013 r. prowadzitam Kolo Naukowe Miodych Farmakologow istniejace przy
Zakladzie Biochemii. W ramach dziatalnosci Kota bytam opiekunem naukowym studentow



Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Lodzi: Marcina Wlazlowskiego, Andrzeja
Pilarczyka i Mateusza Jonakowskiego. Dziatalnos¢ kola zostala zawieszona w zwigzku z moim

urlopem macierzyfiskim i poZniejszym wyjazdem na staz podoktorski.

W roku akademickim 2016/2017 bytam opiekunem Indywidualnego Toku Studiéw
studenta kierunku lekarskiego Jakuba Wiodarczyka, ktéry otrzymat ,,Grant Umedu”.

Opieka nankowa nad doktorantami w charakterze promotora pomocniczego

Jestem opiekunem naukowym i promotorem pomocniczym w przewodzie doktorskim
lek. Agaty Szymaszkiewicz (..Rola endogennego ukiadu opioidowego w patogenezie i leczeniu
zaburzeni czynnosciowych przewodu pokarmowego ze szczegolnym uwzglednieniem wplywu
starzenia si¢ organizmu™). Przewéd doktorski zostal otwarty 11.12.2018 r. na Wydziale
Lekarskim Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Badania wykonywane sg w Zakladzie

Biochemii Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.
5.6. Popularyzacia nauki i

Chetnie angazuje si¢ w inicjatywy popularyzujace nauke (m.in. Festiwal Nauki i Sztuki

w Warszawie, Latajgce Kawiarenki AMU w Lodzi i w Warszawie).

W latach 2016-2017 prowadzitam wyklady popularnonaukowe dla uczniow licedw

ogoinoksztatcacych objetych patronatem Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Jestem autorem wielu artykutéw popularnonaukowych, m.in. Opioidem w bél brzucha
(naukawpolsce.pap.pl), Polska farmacja innowacja stoi (dodatek Media Planet ,.Innowacje™),

Jelita w roli giéwnej (Media Planet ,.Zdrowie Kobiety™).

Bylam czionkiem (2015.2017) i przewodniczaca (2016) Rady Programowej Kuzni
Miodych Talentow AMU PAN — szkoly letnicj dla doktorantéw oraz czionkiem jury

konkursowego oceniajacego prezentacje naukowe kandydatow.

Podsumowanie dorobku naukowego:

Mdj dorobek naukowy obejmuje 58 publikacji petnotekstowych, w tym 39 prac oryginalnych i
19 artykutéw pogladowych. - Tlos¢ cytowan wg 1ST Web of Science Core Collection 584,
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indeks Hirscha: 14. — Liczba cytowan wg Scopus: 216, indeks Hirscha: 8.






