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I1. Wskazanie osiagni¢cia naukowego 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. nr 65, poz. 595 ze zm.):

A. tytul osiggniecia naukowego:
Cykl powigzanych tematycznie publikacji pod wspolnym tytulem:

L Aktywno$¢ neurotoksyczna wybranych zwiazkéw endogennych i egzogennych -
potencjalne znaczenie dla zaburzen neurodegeneracyjnych”

Do osiggnigecia naukowego zostalo wiaczone 8 prac oryginalnych opublikowanych w
recenzowanych czasopismach, w tym 7 publikacji w czasopismach z Journal Citation Reports
(JCR). Laczna punktacja cyklu publikacji: IF = 11.536; KBN/MNiSW = 143 pkt.

B. wykaz publikacji stanowigcych osiaggnigcie naukowe:

1. Latuszynska J, Luty S, Raszewski G, Przebirowska D, Tokarska-Rodak M.:
Neurotoxic effect of dermally applied chlorpyrifos and cypermethrin. Reversibility of
changes. Ann Agric Environ Med. 2003;10(2):197-201. IF: 0.827; KBN/MNiSW: 8

Moj wktad: istotny udzial w planowaniu i przeprowadzeniu czeSci eksperymentalne;j
badania, zebranie i analiza danych, udziat w dyskusji oraz wstgpne przygotowanie
manuskryptu. Szacuje, mdj wktad wynosi 40%.

2. Raszewski G, Lemieszek MK, Lukawski K, Juszczak M, Rzeski W. Chlorpyrifos and
cypermethrin induce apoptosis in human neuroblastoma cell line SH-SY5Y. Basic Clin
Pharmacol Toxicol. 2015;116(2):158-67. IF: 3.097; KBN/MNiSW: 25

Moj wkiad: gtowny udzial w planowaniu i przeprowadzeniu czesci eksperymentalne;j
badania, wykonanie petnej analizy danych, ktore zostaty przedstawione w publikacji,
jak réwniez przygotowania manuskryptu. Szacuj¢, moj wktad wynosi 70%.

3. Raszewski G, Lemieszek MK, Lukawski K. Cytotoxicity induced by cypermethrin in
Human Neuroblastoma Cell Line SH-SY5Y. Ann Agric Environ Med. 2016; 23(1):106-
110.

IF: 0.895; KBN/MNiSW: 20

Moj wkiad: gtowny udzial w planowaniu i przeprowadzeniu cze¢$ci eksperymentalnej
badania, analiza danych, interpretacja i omowienie wynikow, ktore sg prezentowane w
publikacji, jak rowniez przygotowania manuskryptu. Szacuje, moj wktad wynosi 85%.
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. Raszewski G., Filip R.: Correlation of therapeutic effect of obidoxime and dosing time
in the acute intoxication by chlorfenvinphos in rats. Basic Clin Pharmacol Toxicol.
2009; 105(1): 37-45. IF: 2.308; KBN/MNiSW: 20

Moj wkiad: gtéwny udziat w planowaniu i przeprowadzeniu czeSci eksperymentalnej
badania, wykonanie pelnej analizy danych, ktére zostaly przedstawione w publikacji,
jak réwniez przygotowanie manuskryptu. Szacuje, méj wktad wynosi 85%.

. Raszewski G, Loroch M, Owoc A, Lukawski K, Filip R, Bojar I. Homocysteine and
cognitive disorders of postmenopausal women measured by a battery of computer tests-
central nervous system vital signs. Arch Womens Ment Health. 2015;18(4):623-30. IF:
2.619; KBN/MNiSW: 30

Moj wkiad: gtéwny udziat w planowaniu i przeprowadzeniu czgéci eksperymentalnej
badania, wykonanie peinej analizy danych, ktore zostaty przedstawione w publikacji,
jak rowniez przygotowania manuskryptu. Szacuj¢, moj wktad wynosi 70%.

. Bojar I, Owoc J, Wojcik-Fatla A, Raszewski G, Stanciak J, Raczkiewicz D.. Cognitive
functions, lipid profile, and Apolipoprotein E gene polymorphism in postmenopausal
women. Ann Agric Environ Med. 2015 11;22(2):313-19. IF: 0.895; KBN/MNiSW: 20.

Moj wktad: udziat w planowaniu i przeprowadzeniu czgséci eksperymentalnej badania,

zebranie i analiza danych, udziat w dyskusji na temat wynikéw badania. Szacuj¢, moj
wktad wynosi 50%.

. Raszewski G, Chwedorowicz R, Chwedorowicz A, Gustaw K. Homocysteine,
antioxidant vitamins and lipids as biomarkers of neurodegeneration in Alzheimer’s
disease versus non-Alzheimer’s dementia. Ann Agric Environ Med. 2016; 23: 193-96..
IF: 0.895; KBN/MNiSW: 20

Moj wkiad: udzial w planowaniu i przeprowadzeniu czesci eksperymentalnej badania,
pelna analiza i interpretacja danych, przygotowanie manuskryptu. Szacuj¢ moéj udziat na
70%.

Raszewski G., Gustaw K., Chwedorowicz R.: The endogenous antioxidants status in
dementia patients with cognitive impairment and normal cognitive function. Baltic
Journal of Comparative & Clinical Systems Biology 2011; 1: 13-23.

Moj wktad: udzial w planowaniu i przeprowadzeniu czeSci eksperymentalnej badania,
petna analiza i interpretacja danych, przygotowanie manuskryptu. Szacuje moj udziat na
80%.
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C. Omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikéw
wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Przedstawiony cykl publikacji stanowi zbior powigzanych tematycznie zagadnien
dotyczacych aktywnosci wybranych endogennych i egzogennych neurotoksyn i ich
znaczeniu w procesach neurodegeneracyjnych.

1. Wprowadzenie

Obecnie uwaza si¢, ze istotng rolg w etiopatogenezie chordéb neurodegeneracyjnych obok
czynnikéw genetycznych i tych zwigzanych ze starzeniem si¢ organizmu odgrywaja rozne
egzo- i endogenne substancje oddziatujagce na osrodkowy uktad nerwowy (OUN). Wedlug
ostatnich pogladdéw, postepujaca degeneracja neurondéw w chorobach neurodegeneracyjnych
moze by¢ wynikiem dlugookresowego dziatania czynnikow S$rodowiskowych, poprzez
mechanizmy zwigzane gtownie ze stresem oksydacyjnym, dysfunkcja mitochondriéw,
ekscytotoksycznoscia, czynnikami neurotroficznmi, stanem neurozapalnym, zaburzeniami
czynnosci proteasomow oraz apoptoza. Jest mozliwe, ze wszystkie te interakcje wzmacniajg si¢
wzajemnie, prowadzac do $mierci neuronow (Prentice i wsp. 2015; Wang i wsp. 2011).

Liczne dane epidemiologiczne wskazuja na istnienie powigzan miedzy wystepowaniem
neurodegeneracyjnych choréb demencyjnych i ekspozycja na pestycydy (Zaganas i wsp. 2013),
jednak mechanizm patogenezy tych efektow nie jest w pelni poznany. Szczegélng
neurotoksyczno$¢ dla ludzi wykazuja insektycydy w tym zwigzki organofosforanowe (ZOF)
(Bjerling-Poulsen i wsp. 2008). Dziatanie neurotoksyczne wysokich dawek ZOF jest dos¢
dobrze poznane 1 glownie objawia si¢ znacznym hamowaniem enzymoOw z grupy
cholinoesteraz. W organizmach ssakéw wyodrgbniono acetylocholinoesteraze, AChE (EC
3.1.1.7) i butyrylocholinoesteraze¢ BChE (EC 3.1.1.8), wykazujace odrgbnosé reakcji
substratowych, dystrybucji tkankowych, aktywnosci i powinowactwa do ZOF (Lotti 1995).

Poza dobrze znang aktywno$cig  katalityczng AChE i BChE w inaktywacji
neuroprzekaznictwa cholinergicznego, pelnia one rowniez istotna role w modulowaniu
aktywnosci innych biatek w tym w regulacji fosforylacji biatka Tau i kaskady B amyloidu.
Ponadto uczestnicza w modulowanie regionalnego mézgowego przeptywu krwi, co moze miec
wplyw na tempo progresji AD (Lane i wsp 2006;. Hachisu et al 2015).

Istniejg dowody na to, ze AChE promuje tworzenie widkien f amyloidu w warunkach
in vivo. Ponadto, stwierdzono, ze powstate kompleksy AChE i [ amyloidu sa bardziej
toksyczny niz sam [ amyloid (Reyes i wsp. 2004). W warunkach obecnego stanu wiedzy,
uwaza sie, ze ze jedng z przyczyn rozwoju AD moze stanowi¢ tzw. hipoteza cholinergiczna,
wynikajgca z zaburzonego funkcjonowania uktadu cholinergicznego (Terry i Buccafusco,
2003).

U podtoza patologii AD lezy zwigkszone nieznacznie (ok. 1,5 raza) wytwarzanie i
gromadzenie w mdzgu krotkiego peptydu p amyloidu i jego tendencja do agregacji i tworzenia
ztogdbw co prowadzi do utraty neuronow i demencji. Podstawowym wyzwaniem dla tej
hipotezy jest znalezienie zwigzku migdzy B amyloidem. ktory jest zwigzany z przyczyna AD i
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bialkiem Tau zwigzanym z klinicznymi objawami tej choroby. Mechanizm zwigzany z
apoptoza komorek nerwowych w mozgu moze by¢ tym brakujagcym ogniwem (Dickson, 2004).
ZOF niezalezne od zdolnosci blokowania esteraz, mogg rowniez wptywacé na uklad nerwowy
poprzez indukcje 1 modulowanie procesu programowanej $mier¢ komorki (PCD) — apoptozy,
jako punktu docelowego ich neurotoksycznego dziatania w moézgu (Caughlan i wsp. 2004;
Auman i wsp. 2000; Crumpton i wsp. 2000).

Czynnikiem o duzym potencjale neurotoksycznosci jest homocysteina. Badania
kilkunastu ostatnich lat wykazatly, ze homocysteina moze by¢ czynnikiem neurotoksycznym i
odgrywac¢ istotng role w chorobach zwyrodnieniowych uktadu nerwowego w rdéznych
mechanizmach (Alexopoulos i wsp. 2010). Istnieje wiele dowoddw na potwierdzenie jej
neurotoksycznosci i1 udziale w patogenezie chordb otepiennych (Ravaglia wsp. 2005) oraz w
procesach przyczyniajacych si¢ do uposledzenia funkcji poznawczych (Permoda-Osip i wsp.
2014).

Innym waznym zagadnieniem jest udziat czynnikow neuroprotekcyjnych modulujacych
ryzyko wystapienia chordb neurodegeneracyjnych. Do takich czynnikéw nalezg np. estrogeny o
udowodnionej roli w ochronnych dziataniach na komorki osrodkowego uktadu nerwowego i w
przeciwdziataniu rozwojowi degeneracji komorek nerwowych o réznej etiologii (Brann i wsp.
2007).  Populacja kobiet pomenopauzalnych o obnizonym poziomie estrogenéw jest
szczegolnie narazona na zwigkszone ryzyko uposledzenia funkcji poznawczych w przypadku
narazenia na neurotoksyne.

Na ocen¢ zmian poznawczych wplywaja rowniez czynniki genetyczne. Postuluje si¢
wiclogenowa teori¢ powstawania zaburzen poznawczych wraz z wiekiem. Obecnos¢
mutacji genow: biatka prekursorowego amyloidu (APP), preseniliny 1 oraz preseniliny 2
wigze si¢ ze wzrostem wystgpienia choroby nawet w trzeciej dekadzie zycia (postac
autosomalna dominujgca); natomiast polimorfizm genu apolipoproteiny E (APOE) wiaza
si¢ z podatnos$cig na chorobg po 65 roku zycia (Caselli, 2012). Z kolei wiadomo, ze wysoKi
poziom homocysteiny oraz jednoczesne posiadanie genu ApoE4 uposledzajg funkcje poznaw-
cze w wiekszym stopniu niz kazdy z tych czynnikéw osobno.

2.Przedstawienie wynikéw badan

A. Ocena podostrej toksycznosci mieszaniny organofosforowego zwiagzku chloropiryfosu i
piretroidu a-cypermetryny, dynamiki zmian aktywnosci cholinoesteraz oraz zmian
histopatologicznych wywotanych przez mieszaning CPF+CM w moOzgu szczura,
badania in vivo [pub. 1].

Celem tej pracy byla ocena podostrej neurotoksycznej aktywnoSci mieszaniny
chloropiryfosu (CPF) i a-cypermetryny (CM) podawanej naskdrnie szczurom (4 godziny
dziennie) w dawce 27.8mg/cm? (CPF) i 2.7mg/cm? CM (10:1), przez okres 1 i 4 tygodni,
poprzez badanie jej wplywu na cholinoesterazy w krwi i mozgu. Efekt byt oceniany po 24godz.
oraz po 1, 2 i 3 tygodniach ekspozycji. W pracy tej oceniano rowniez histopatologiczne
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zmiany w mdzgu szczura wywotywane przez CPF i CM (CPF+CM) w toksycznosci ostrej (1
tydzien) i podostrej (4 tygodnie) oraz czy zmiany te sa odwracalne. Byla to kontynuacja badan,
ktorych wyniki zostaty opublikowane przed moim doktoratem [pub.9, zat.3].

Neurotoksycznos¢ CPF w badaniach in vivo jak i in vtro jest dos¢ dobrze
udokumentowana (np. Richardson i wsp. 1995; Caughlan i wsp. 2004; Park i wsp. 2012).
Rowniez CM jest egzogenna trucizng o duzym powinowactwie do osrodkowego i obwodowego
uktadu nerwowego. Neurotoksyczna aktywno$¢ pyretroidow w tym i CM byla stwierdzana w
badaniach, w ktorych podnosi si¢ mozliwo$§¢ zmian neurodegeneracyjnych w wyniku
dhugotrwatej ekspozycji na te zwigzki (Shafer i wsp. 2005 Sigh i wsp. 2012). Mimo, zZe
neurotoksyczno$¢ obu pojedynczych preparatow byta przedmiotem badan to w mieszaninie i w
proporcjach w jakich te zwiazki wystepuja w preparatach handlowych (np. Nurelle D 550 EC)
nie byta dotad przedmiotem badan.

Uzyskane wyniki wykazaty, ze (1) w 24 godz. po zatruciu CPF+CM aktywno$¢
butyrylocholinoesterazy (BChE) w surowicy zmniejsza si¢ do 21% i 8% wartosci kontrolnych,
po 1 oraz po 4 tygodniach naskornej ekspozycji, (2) po 1 tygodniu BChE ulegta samoistnej
reaktywacji do zblizonego poziomu ok. 58% w obu warunkach ekspozycyjnych i (3) powrdcita
do wartosci kontrolnych po 2 tygodniach od zakonczenia eksperyment w obu grupach.

Dynamika zmian w aktywnosci aceylocholinoesterazy (AChE) w mozgu i BChE w osoczu
po ekspozycji na CPF + CM wykazywata istotne roznice.

Po 24 h od zatrucia, (1) aktywnos¢ AChE byta znacznie wigksza (53 i 19%, aktywnosci
kontrolnej, po 1 i 4 tygodniowej ekspozycji na CPF + CM; (2) po 1 tygodniu od zatrucia
aktywnos¢ AChE samoistnie reaktywowata si¢ do poziomu 72% i 61%, odpowiednio i (3)
powrdcita do wartosci kontrolnych po 3 tygodniach.

Wyniki te wskazuja, ze w naskornej ekspozycji na CPF + CM, zmiany w aktywnosci BChE nie
w pelni odzwierciedlajg zmiany w aktywnosci AChE w uktadzie nerwowym, co moze mieé
istotne znaczenie w monitorowaniu skutkow zatrucia.

Badania histologiczne wykazaty, ze trzy tygodnie po ekspozycji na CPF+CM doszto do
morfologicznych zmian w mézgach szczur6w. Zmiany te koncentrowaty sie gtdéwnie w korze
mozgowej, warstwie CA1 hipokampa, neurocytach jadra wzgorza, komorkach Purkiniego i w
moézdzku.

B. Ocena neurotoksycznosci CPF w ludzkich dopaminergicznych komorkach
Neuroblastoma SH-SY5Y, wptyw CM na neurotoksyczng aktywnos¢ CPF oraz badanie
mechanizmoéw neurotoksycznosci mieszaniny CPF i CM, badania in vitro [pub. 2].

We wcezesniejszych badaniach [1] stwierdzilismy, ze naskdrne narazenie na mieszaning
CPF i CM skutkuje licznymi histopatologicznymi zmianami w mozgu Szczura, jednak
potencjalne mechanizmy stojace za neurotoksycznoscia tych zwiazkéw nie byty dotad badane.
Ten projekt miat na celu oceng¢ neurotoksycznosci CPF i mieszaniny CPF z CM (w proporcji
10:1 tj. w jakiej wystepuja w preparatach handlowych) zbadanie wptywu CM na
neurotoksyczng aktywnos$¢ CPF oraz zbadanie mozliwych, molekularnych mechanizméw
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stajagcych za  neurotoksyczno$cig tych zwigzkéw, w odniesieniu do ludzkich
dopaminergicznych komorek Neuroblastoma SH-SY5Y.

Komorki  linii  Neuroblastoma SH-SY5Y wykazujeg szereg cech neuronow
dopaminergicznych i w zwigzku z tym jest powszechnie uzywana jako model komorkowy w
badaniach dopaminergicznej patogenezy (Tsokos i wsp. 1987; Hasegawa i wsp. 2003).

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen stwierdziliSmy dawko- i czaso- zalezng
redukcje zywotnosci komérek SH-SY5Y po ekspozycji na CPF, mierzong testem MTT. Sama
CM w dawce 0 - 25 UM nie wywierata toksycznego dzialania. Wptyw CM, stosowanej
kazdorazowo w dawce 1/10 dawki CPF, skutkowal, poczawszy od st¢zenia 25 UM do 500uM
CPF, zwigkszeniem toksyczno$ci tak powstatej mieszaniny, po 24, 48 1 72 godz. ekspozycji.
Oznaczona wartos¢ IC50 po 24, 48 1 72 godz. dla CPF i CPF+CM wynosita odpowiednio 313,
182, 51uM oraz 103, 66, 44 pM.

W celu potwierdzenia wplywu tych substancji na indukcj¢ apoptozy w komorkach SH-
SY5Y badano mono- i oligonukleosomy (markery fragmentacji DNA i apoptycznej $mierci
komorki), po 24 godz. ekspozyciji.

Wyniki naszych badan pokazaty, ze 24 godz. ekspozycja badanych komorek na CPF i
CPF+CM skutkowata dawko-zalezng apoptoza, znaczace zmiany odnotowano po stosowaniu
25 uM CPF i jego mieszaniny z 2,5 uM CM. Ponadto komoérki SH-SYSY byty bardziej
wrazliwe na CPF+CM niz na sam CPF. Badanie to wykazato rowniez, ze CM, w st¢zeniach
1,75, 2,513 pM, nie indukuje apoptozy w komorkach SH-SY5Y.

W celu zbadania mechanizmow, dzigki ktorym CPF i CPF + CM wywotuje apoptoze w

komorkach SH-SYS5Y, badalismy wptyw badanych zwiazkow na ekspresj¢ bialek
zaangazowanych w $§mier¢ komorek. Aktywacja kaspaz byla widoczna w 1 do 3 godzinie
stosowania CPF CPF + CM i czasy te byty skorelowane z ekspresja bialek antyapoptotycznych:
Bcl-XL i Bcl-2. Badanie to wykazato rowniez, ze Q-VD-OPH, ktory hamuje aktywnos¢ catego
spektrum kaspaz nie prowadzi do calkowitego zahamowania apoptozy komoérek przez badane
zwigzkOw, co sugeruje, ze zaangazowane sg rowniez inne mechanizmy.
Ponadto stosujac specyficzne inhibitory PD98059 (ERK inhibitor), U0126 (MEK inhibitor),
SB202190 (p38a 1 p38f MAPK inhibitor) oraz SP600125 (JNK inhibitor) nie stwierdziliSmy
zaangazowania ukladu MAP kinaz (mitogen-activated protein kinases) w inicjowaniu
apoptozy.

Apoptoza jest indukowana przez tzw. receptory $mierci TNF (tumour necrosis factor)
obejmujagce CD95 (Fas / APO-1), DR3, TNF-R1 oraz dwa receptory TRAIL. Do dalszej
analizy, zbadano ekspresje receptora CD95 i TNFR1/2 stosujac specyficzne przeciwciala i
farmakologiczny inhibitor wytwarzania TNF-o — pomalidomid (PLM). Otrzymane wyniki
wyraznie wskazaty, ze sygnalizacja zwigzana z receptorami $mierci FAS/TNF moze
uczestniczy¢ w realizacji neurotoksycznosci.

Podsumowujac wykazano, ze zarowno CPF 1 jego mieszanina z CM wywoluje
neurotoksyczno$¢ w dopaminergicznych komoérkach SH-SYS5Y poprzez proces apoptozy.
Mieszanina CPF+CM jest bardziej toksyczna dla komorek SH-SYS5Y niz CPF stosowany
samodzielnie. CM w niskich stezeniach nie powoduje apoptozy. Staba odpowiedZz komorek
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SH-SY5Y na preinkubacj¢ z Q VD-OPh w hamowaniu apoptozy indukowanej przez CPF+CM
moze wskazywaé, ze nekroptoza lub autofagia moze modyfikowaé neurotoksyczno$c
pestycyddéw w tych komorkach (Park i wsp. 2013).

C. Ocena neurotoksycznosci CM w ludzkich dopaminergicznych komorkach
Neuroblastoma SH-SY5Y i mechanizmodw jej realizacji, badania in vitro [pub. 3]

Nasze wczesniejsze badania [2], wykazaty, ze mieszanina CPF+CM jest bardziej
toksyczna dla komdrek SH-SY5Y niz CPF stosowane samodzielnie, oraz, ze CM w niskich
stezeniach, nie indukuje procesu apoptozy. Dlatego zdecydowaliSmy si¢ zbadaé
neurotoksycznos¢ CM, stosowanej w wyzszych stezeniach, w warunkach eksperymentalnych
podobnych do tych z poprzedniej pracy. Wiadome jest, ze proces nekrozy moze rowniez stuzy¢
jako alternatywny zaprogramowany tryb $mierci komorki, wywotany przez te same sygnaty,
ktére indukuja proces apoptozy. Zaréwno nekroptoza jak i apoptoza sa dobrze kontrolowanymi
procesami biologicznymi, ktore odgrywaja istotng rolg¢ w procesach rozwojowych, homeostazie
tkanek jak rowniez w chorobach neurodegeneracyjnych (Prentice i wsp. 2015). Poniewaz, jak
wykazali$my, mozliwa droga realizacji cytotoksycznosci CPF i jego mieszaniny z CM moze
by¢ zwigzana z nekroptoza, regulowanym procesem nekrozy, w tej pracy jako miernik
cytotoksycznosci wybrali$my metode pomiaru aktywnos$ci LDH jako miary $mierci komorek
przez lize.

Ekspozycja komorek SH-SY5Y na CM w st¢zeniach w zakresie 1-200M po 24, 48 i1 72
godz, powodowata =zalezng od dawki 1 czasu stosowania cytotoksycznos¢ W
dopaminergicznych komoérkach SH-SY5Y. Kolejne eksperymenty przeprowadzono stosujac
CM w stezeniu 50 pM, ktore powodowato po 48 godz. od =zatrucia 45,9 + 3,26%
cytotoksycznos¢ w stosunku do komorek SH-SY5Y.

Pobudzenie receptoréw S$mierci, nalezacych do nadrodziny receptoréw TNF, ktdre
typowo wywotuje apoptoze rowniez moze indukowaé nekroptoze w réznych typach komorek
(Nikoletopoulou i wsp. 2013). Dlatego zdecydowaliSmy si¢ ustali¢, czy aktywacja receptoroOw
TNF posredniczy w cytotoksycznosci wywotywanej przez CM. Wykazano, ze PLD
farmakologiczne inhibitory produkcji TNF-a, zmniejszat cytotoksyczno$¢ indukowang przez
CM, co moze $wiadczy¢ o zaangazowaniu receptorow TNF-a w indukcji nekroptozy w
komorkach SH-SY5Y.

Ponadto, stwierdzono, ze preikubacja z Q-VD-OPh, inhibitorem kaspaz, skutkowato wzrostem
cytotoksycznosci CM wzgledem linii komorkowej SH-SYSY. Wyniki te s3 zgodne z innymi
badaniami, ze inhibitor kaspaz moze przekierowa¢ komdrki w kierunku procesu nekroptozy,
zapobiegajac jednocze$nie procesowi autofagii, ktory jest odpowiedzialny za regulacje
homeostazy i umozliwia przezycie komorek w warunkach stresowych. (Nikoletopoulou i wsp.
2013).

Rowniez, stosujac specyficzne inhibitory PD98059 (inhibitor ERK), U0126 (inhibitor MEK),
SB202190 (p38a i p38 MAPK inhibitory) oraz SP600125 (inhibitor JNK), nie stwierdzono
udziatu MAP kinaz w indukcji nekroptozy wywotanej przez CM.
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Podsumowujac, wyniki badan wykazaty, ze jednym ze sposobow realizacji toksycznos$ci
przez CM w stosunku do ludzkich dopaminergicznych komorek Neuroblastoma SH-SY5Y
moze by¢ regulowany proces nekrozy czyli nekroptoza.

Kolejna publikacja [4] ma zwigzek z biochemicznymi procesami zwigzanymi z podstawowym
mechanizmem neurotoksycznego dziatania zwigzkow organofosforanowych (ZOF) czyli
inaktywacjg cholinoesteraz, szczegollnie modzgowej acetylocholinoesterazy (AChE) i jej
reaktywacjg przez zwigzki oksymowe.

D. Ocena ostrej aktywnosci neurotoksycznej zwigzku organofosforanowego (ZOF)
chlorfenwinfosu oraz badanie aktywno$ci obidoksymu podawanego osobno oraz w
mieszaninie z atroping i diazepamem W reaktywowaniu zahamowanych esteraz w
osrodkowym uktadzie nerwowym (OUN) i obwodowym uktadzie nerwowym (ObUN),
badania in vivo [4].

Celem tego badania byto okreslenie ostrej toksycznosci chlorfenwinfosu (CVP) w OUN
(mozg, rdzen przedtuzony) i ObUN (przepona, migsnie mig¢dzyzebrowe) u szczurdw oraz
wplyw atropiny, obidoksymu i diazepamu na reaktywacj¢ zahamowanych przez CVP
cholinoesteraz.

W skrdcie, organofosforanowe inhibitory cholinesteraz, w tym CVP, blokuje funkcje
AChE, co powoduje gromadzenie nadmiernych ilosci acetylocholiny w szczelinach
synaptycznych, nadstymulacj¢ receptorow nikotynowych i muskarynowych i zaburzenia
neurotransmisji. ZOF hamuja AChE, tworzaC z nig wigzanie kowalencyjne z miejscem
aktywnym AChE (Lotti, 1995). Ufosforylowana AChE samoistnie jest reaktywowana bardzo
wolno, ale proces ten moze by¢ przyspieszony przez m. in. zwiazki oksymowi np. obidoksym
(OBD), (Clement, 1992). Jednak OBD jest nieskuteczny w reaktywacji ufosforylowanej AChE
w przypadku gdy kompleks enzym-inhibitor ulegt tzw. reakcji ,starzenia”, wtedy
ufosforyzowana  AChE nie podlega juz reaktywujacym wlasciwoscig oksymu, jest
nieodwracalnie zahamowana 1 by przywroci¢ zdolno$¢ katalityczng potrzeba syntezy nowych
czastek enzymu (Eyer, 2003).

Badanie to wykazato, ze ostre narazenie na CVP powodowato silne zmniejszenie
aktywnosci AChE w mozgu, rdzeniu przedtuzonym (OUN) oraz w przeponie i mig$niach
miedzyzebrowych (ObUN) w zakresie od 2,6% do 6,3% aktywnosci kontrolnej.

Podanie OBD, bezposrednio i w 24 godz. po CVP, skutkowalo znaczng reaktywacja
zahamowanej AChE, szczeg6lnie w ObUN. Jednak OBD podany w monoterapii lub w
potaczeniu z atroping (ATR) i diazepamem (DZP) 48 godziny po CVP byt juz nieskuteczny w
reaktywacji zahamowania enzymu w OUN, powodujac niekorzystne efekty uboczne u
szczurow.

Ponadto, wykazano, ze zastosowanie OBD w kombinacji z ATR i OBD miato silne
dziatanie synergistyczne ale tylko w pierwszej dobie zatrucia. Ponadto DZP zwigkszato
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skuteczno$¢ OBD i ATP w reaktywacji zahamowanej CVP esterazy, ale DZP podawany tylko z
OBBD nie byt juz skuteczny a nawet wykazywat dziatania niekorzystne.

Stwierdzilismy, ze efekt OBD po zatruciu CVP byt silniejszy w ObUN niz w OUN.
Wynika¢ to moze z lepszej dostgpnosci stosowanego oksymu do docelowych enzymoéw w
synapsach nerwowo-mi¢sniowych i jak wykazaty niniejsze badania ze znacznie szybszej
samoistnej reaktywacji AChE w tych strukturach nerwowych oraz z utrudnionego i1 niepelnego
dostepu OBD bezposrednio do AChE w OUN (bariera krew-mozg).

E. Ocena neurotoksycznosci podwyzszonych poziomoéw homocysteiny i profilu
lipidowego oraz polimorfizmu genu apolipoproteiny E w aspekcie ich wptywu na
zdolnosci poznawcze mierzony baterig testow CNS-VS, badania w populacji kobiet

po menopauzie [pub. 5, 6].

Kolejne prace [5 i 6] koncentrowaly si¢ na endogennych czynnikach ryzyka rozwoju
choréb neurodegeneracyjnych poprzez badanie ich wptywu na rozwdj zaburzen poznawczych.
Populacje badang stanowita grupa kobiet po menopauzie (170 0s6b), o podwyzszonym ryzyku
wystgpienia tych zaburzen z uwagi na obnizony naturalnie poziom estradiolu. Jak powszechnie
si¢ przyjmuje estradiol petni w organizmie funkcje ochraniajace komorki osrodkowego uktadu
nerwowego 1 przeciwdziata rozwojowi degeneracji komoérek nerwowych o roznej etiologii
(Brann i wsp. 2007).

Do oceny funkcji poznawczych wykorzystano bateri¢ testow komputerowych CNS Vital
Signs. Przewaga zastosowania komputerowych testow w pordéwnaniu z konwencjonalnymi
testami neuropsychologicznymi, jest uzyskiwanie wynikow, ktére spelniaja kryteria
poréwnywalnosci.

Przy pomocy aparatury diagnostycznej CNS-V'S mozna przeprowadzi¢ nastgpujace testy:
pamigci werbalnej, funkcjonowania motorycznego, test Stroopa, test przerzucania uwagi
oraz test ciggtosci zadaniowej. Za ich pomocg mozemy ocenia¢ 9 podstawowych funkcji
poznawczych: pamigé¢ (stowna i wzrokowa), szybkos¢é przetwarzania, funkcje
wykonawcze, szybko$¢ psychomotoryczng, czas reakcji, skupianie uwagi oraz
plastyczno$¢ poznawczg. Na podstawie pieciu z tych funkcji: pamiegci, szybkosci
psychomotorycznej, czasu reakcji, skupiania uwagi i plastyczno$ci poznawczej, jest
obliczany tzw. indeks neurokognitywny (Neurocognition Index — NCI) charakteryzujacy
zdolnosci poznawcze pacjenta (Gualtieri i Johnson 2006). Byta to pierwsza praca [5],
oceniajagca w sposob kompleksowy funkcje poznawcze u pomenopauzalnych kobiet za
pomocg tego aparatu poznawczego u 0s0b z niskim poziomem homocysteiny (Hct) (<9
pM/1); normalnym (9—15 uM/1) i podwyzszonym (>15 pnM/1).

W wyniku przeprowadzonych testow wykazano, ze hiperhomocysteinemia (>15 uM/1)
u kobiet po menopauzie moze by¢ taczona ze zwigkszonym ryzykiem spadku niektorych
funkcji poznawczych takich jak: funkcje wykonawcze (tj. konkretne procesy kontroli
poznawczej, majace odpowiada¢ za najbardziej ztozone, swiadome i inteligentne reakcje
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organizmu); skupianie uwagi (tj. zdolnosci do skupienia uwagi na jednym, wybranym aspekcie
otoczenia); plastycznos¢ poznawcza (tj. zdolnos¢ do przetaczania si¢ miedzy alternatywnymi
sposobami reagowania). Stwierdzono roéwniez znacznie nizszy indeks neurokognitywny NCL
u kobiet z hiperhomocysteinemia w poréwnaniu z kobietami z niskim poziomem Hct.

Ponadto, wykazano, ze genotyp APOE &4/e4 wystepowal znacznie czgsciej (15,5%) u
kobiet z hiperhomocysteinemig niz w grupach kobiet z niskim (0%) lub normalnym (1,9%)
poziomem Hct. Wyniki te potwierdzajg znany fakt, ze obecno$¢ apoE4, stanowi czynnik
ryzyka rozwoju zaburzen poznawczych i ot¢pienia i zachgcily nas do zbadania kwestii czy i
ktore z funkcji poznawczych (badanych przez CNS-VS) zaleza od polimomorfizmu genu
APOE. Ponadto zbadaliSmy rowniez korelacje pomigdzy takimi czynnikami jak profil
lipidowy (Triglicerydy-TG, Cholesterol, LDL-cholesterol i HDL-cholesterol), BMI i
zmiana masy ciata, ktére to cechy sa czynnikami wzrostu ryzyka wystapienia zaburzen
poznawczych i badanymi funkcjami poznawczymi u kobiet po menopauzie oraz czy zaleza
one od polimorfizmu genu APOE [6].

StwierdziliSmy, ze spos$réd badanych funkcji poznawczych, trzy: funkcjonowanie
wykonawcze, szybkos¢ psychomotoryczna i plastyczno$¢ poznawcza oraz poziom TG w
znacznym stopniu zalezg od polimorfizmu genu APOE. Przy czym osoby posiadajace allel
€2/e3 osiagaly najlepsze wyniki w odniesieniu do wyzej wymienionych funkcji, ale juz
nosiciele allelu €3/e3 uzyskiwali $rednio o ok. 10 pkt. wynik gorszy, wskazujacy na niska
oceng tych funkcji poznawczych. Nie stwierdzono jednak wptywu polimorfizmu genu APOE
na indeks neurokognitywny NCI (p<0.083) oraz pozostatych funkcji poznawczych, jak i na
poziomu innych lipidow. Wiek oraz BMI nie zalezat od nosicielstwa badanych alleli APOE.
Ponadto wykazaliSmy, ze NCI oraz takie funkcje poznawcze jak: pamigé, szybko$§¢
przetwarzania, funkcjonowanie wykonawcze, szybkos¢ psychomotoryczna, skupianie uwagi i
plastyczno$¢ poznawcza zalezy od zmian w masie ciata oraz migdzy BMI 1 pamigcia
wzrokowg jak 1 miedzy poziomem cholesterolu i plastycznoscia poznawcza u kobiet po
menopauzie .

F. Ocena roli homocysteiny lipidéw i antyoksydacyjnych witamin jako biomarkerow ryzyka
choroby Alzheimera (AD), w poréwnaniu z chorobg demencyjng typu
niealzheimerowskiego, badania w populacji osob z demencjq [7].

G. Ocena roli endogennych antyoksydantéw (albuminy, bilirubiny, kwasu moczowego i
glutadionu) u pacjentow z deficytami poznawczymi i bez zaburzen poznawczych,

badania w populacji 0séb z demencjq [8].

Ostatnie w cyklu prace [7, 8] dotyczg badan przeprowadzonych w populacji 0séb z
chorobg demencyjng (64 o0soby) o roznej etiologii, w tym ze zdiagnozowang chorobg
Alzheimera (AD), ktorzy zostali zrandomizowani z regionu lubelskiego. Srodowisko
bytowania ludzi znaczaco wptywa na czynniki oraz stopien ryzyka rozwoju i wystgpienia
chorob otgpiennych dlatego te pilotazowe badania osob z Lubelszczyzny moga by¢ przydatne.
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Z uwagi na niewielkg liczbe 0so6b uczestniczacych w poszczegolnych grupach badanych i
zastosowang metodyke badan, otrzymane wyniki moga stanowi¢ podstawg do dalszych
pogltebionych badan w tym zakresie.

Choroba otg¢pienna zostala okreSlona na podstawie Klinicznych kryteriow DSM-1V,
natomiast choroba Alzheimera (AD) na podstawie kryteriow NINCDS-ADRDA,
Amerykanskiego Towarzystwa Przychiatrycznego.

Test Mini-Mental State Examination (MMSE) uzyto do badan przesiewowych (Folstein i
Folstein, 1975) i osoby z wynikami MMSE < 26 pkt. uznano jak osoby z chorobg demencyjna
(Vidovich i wsp. 2009).

W  publikacji [7] analizowano biochemiczne markery ryzyka chorob
neurodegeneracyjnych: homocysteing (Hct) oraz majace z nig zwigzek witaminy Bs, B12 |
kwas foliowy; lipidy (TG, cholesterol, HDL-cholesterol); antyoksydacyjne witaminy A i E
oraz takie czynniki jak wiek, wyksztalcenie, miejsce zamieszkania. Grupy badane
stanowily osoby z chorobg demencyjng (DP) ale z wykluczong AD (n-ADP), oraz pacjenci
demencyjni ze zdiagnozowang AD (ADP). Kontrolg stanowily osoby bez demencji
(MMSE>28).

Nie stwierdzono znaczgcych réznic miedzy populacjag 0s6b demencyjnych i grupa

0s6b zdrowych, z wyjatkiem poziomu cholesterolu i witaminy A.
Natomiast pomiedzy dwiema grupami pacjentdw z otgpieniem zaznaczyly si¢ juz znaczace
roznice. Osoby z AD byly starsze, podawaty prawie dwukrotnie dtuzszy okres trwania
otgpienia, mialy znacznie nizszy wynik MMSE oraz charakteryzowaly si¢ nizszym
poziomem Hct i witaminy E. Co wigcej, stwierdzono istotng zalezno$¢ migdzy poziomem
witamin E i A oraz poziomem Hct i warto$cia MMSE, ale tylko u pacjentow z demencja
bez AD, u 0s0b z AD ta zalezno$¢ juz nie wystapita.

W  nastgpnej pracy [8], zbadaliSmy czy zmniejszona efektywno$¢ obrony

antyoksydacyjnej jest zwigzana ze spadkiem zdolno$ci poznawczych ocenianej skalg
MMSE u pacjentow z otgpieniem (DP-S).
DP-s zostali podzielone wg Tombaugh et al.,(1992) na dwie grupy: CIDP - pacjenci z
zaburzeniami funkcji poznawczych (MMSE < 18) i NCFDP - pacjenci bez znacznych zaburzen
poznawczych (MMSE 18-30). Srednia warto$¢ wskaznika MMSE w pierwszej grupie wyniosta
12.6 = 4.7 pkt.; w drugiej 24.2 £ 3.5 pkt. StwierdziliSmy, Ze osoby z zaburzeniami funkcji
poznawczych mialy znacznie nizszy poziom antyoksydantdow w osoczu, takich jak
glutadion, albumina, bilirubina i kwas moczowy i w poréwnaniu do grupy kontrolnej, jak
rowniez do tych bez znacznych deficytow poznawczych, z wyjatkiem gutadionu. WyniKki
te potwierdzaja hipotez¢ ze obnizony poziom przeciwutleniaczy moze stanowié¢ czynnik ryzyka
poglebiania si¢ zaburzen poznawczych u 0s6b z otgpieniem.
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IV. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo — badawczych (po doktoracie)

Od 2008 roku rozpoczeta si¢ moja wspOlpraca z zespotem Zaktadu Patofizjologii
Uniwersytetu Medycznego w Lublinie. Celem naszych podjetych badan byto zbadanie i
okreslenie profilu farmakologicznego kombinacji miedzy poszczegolnymi lekami
przeciwpadaczkowymi (LPP) lub LPP i wybranymi preparatami, w tym lekami podawanymi z
przyczyn innych niz padaczka, w doswiadczalnych modelach padaczki u myszy.

W badaniach przedklinicznych na zwierzgtach, w wyniku przeprowadzonych doswiadczen
stwierdzilismy:

J Imperatorina (naturalny zwigzek izolowany z arcydziggla) moze poprawi¢ profil
farmakologiczny lamotryginy (LTG) zwigkszajac jej dziatanie przeciwdrgawkowe oraz
nie wpltywajac na wystepowanie dziatan niepozgdanych [pub.11].

o W szerokich badaniach majgcych okresli¢ profil farmakologiczny retigabiny (RTG) w
potaczeniu z LPP: karbamazeping (CBZ) lamotryging (LTG) i kwasem walproinowym
(VPA) ustalono, ze zaréwno potaczenie RTG z VPA jak i CBZ z LTG moze by¢
korzystne dla pacjentdbw z padaczka, opornych na dziatanie obecnie dostgpnych LPP.
Ponadto, brak interakcji farmakokinetycznych RTG z badanymi LPP oraz brak ostrych
dziatah niepozadanych czyni te kombinacje wartymi poddania weryfikacji klinicznej
[pub.12].

o Po przeprowadzonej analizie izobolograficznej interakcji endogennej pochodnej
tetraizochinoliny, naturalnego zwigzku wyst¢pujacego w mozgu (MeTHIQ) z 4 nowymi
LPP: LTG, okskarbazeping (OXC), pregabaling (PGB) i topiramatem (TPM) [pub.14]
oraz  klonazepamem  (CZP), etosuksymidem (ETS), gabapentyng (GBP),
lewetyracetamem (LEV), tiagabing (TGB) i wigabatryng (VGB) [pub. 18], w tescie MES
u myszy, stwierdzono, ze THIQ synergicznie wspotdziata z TPM (w proporcjach 1:3, 1:1 i
3:1) oraz, ze obserwowana interakcja byta farmakodynamiczna. Kombinacje MeTHIQ z
pozostatymi LPP, takze moga okaza¢ si¢ korzystne z powodu zmniejszenia dawek LPP
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bez utraty ich przeciwdrgawkowych wilasciwosci. Ponadto, wykazano, ze kombinacje
MeTHIQ z OXC, LTG i PGB nie wykazywaty ostrych dziatan niepozadanych u zwierzat
[pub.14].

Whyniki przedstawione w kolejnej pracy [pub. 18] pokazuja, ze w okreslonych
proporcjach synergiczne dzialanie wystepuje przy tagcznym podawaniu MeTHIQ z CZP,
ETS i GBP, ktore wydajg si¢ by¢ szczegolnie korzystne z punktu widzenia klinicznego.
Ponadto wykazano, ze inne kombinacje MeTHIQ z CZP, ETS, LEV, VGB i TGB wydaja
si¢ by¢ neutralne i warte rozwazenia W badaniach klinicznych[pub.18].

Celem kolejnych prac bylo zbadanie wpltywu lekéw wptywajacych na uktad renina-
angiotensyna tj. inhibitorow konwertazy angiotensyny ACE (kaptopryl, enalapryl i
perindopryl) oraz antagonistow receptora AT: dla angiotensyny Il (losartan, telmisartan i
kandesartan) i diuretykow na przeciwdrgawkowe dziatania lekow przeciwpadaczkowych.

e Badanie wptywu kaptoprylu na przeciwdrgawkowe dziatanie LPP: CBZ, fenytoiny

[PHT], VPA, fenobarbitalu [PB], OXC, LTG i TPM w te$cie MES u myszy, wykazato
zwickszony efekt ochronny dla LTG i CBZ [pub.15]. Podobne dziatanie w stosunku do
LTG, ale nie do OXC i TPM, stwierdzono rowniez w przypadku drugiego inhibitora-
enalaprylu [pub.16].

Wykazano roéwniez, ze kaptopryl i enalapryl nie miaty wptywu na przeciwdrgawkowe
dziatanie gabapentyny (GBP) [pub.17] oraz LEV i VGB (kaptopryl) [pub. 19, 32].
Natomiast peryndopryl pozytywnie wplywatl na przeciwdrgawkowe dziatanie LEV
[pub.19] oraz nie podwyzszal przeciwdrgawkowej aktywnosci VGB [pub.32].
PodaliSmy réwniez, ze losartan zwigkszal w osoczu 1 mozgu stezenie GBP oraz
podwyzszat prog drgawkowy dla GBP [pub.17]. Efektu tego nie zaobserwowano, kiedy
losartan byt stosowany razem z LEV [pub.19] albo VGB [pub.32]. Ponadto, telmisartan,
inny antagonista receptora ATi, nie powodowal zwigkszonego dziatania
przeciwdrgawkowego GBP [pub.17] jak roéwniez LEV [pub. 19].

Trzeci z badanych antagonistéw receptora AT1 - kandesartan oraz przebadane dwa leki
moczopedne:  hydrochlorotiazyd i kwas etakrynowy nie wplywaty na
przeciwdrgawkowa aktywnos¢ LEV [pub. 19] oraz VGB [pub.32].

Ponadto, badania behawioralne wykazaty, ze jedynie losartan podawany z GBP
powodowat negatywne efekty uboczne w postaci zaburzen koordynacji ruchowej U
myszy [pub.17], pozostate kombinacje lekow dziatajacych na uktad sercowo-naczynowy
i LPP nie zaburzaty koordynacji ruchowej i pomigci diugotrwalej u zwierzat
[pub.15,16,17,19].

Ponadto, we wspolpracy z zespolem z Zaktadu Fizjologii Zwierzgt UMCS w Lublinie
badaliSmy wplyw na przeciwdrgawkowe wtasciwosci VPA i LEV dwaoch flawonoidow rutyny i
kwercetyny, zwigzkow obecnych w preparatach farmaceutycznych i suplementach diety w
roznych modelach drgawek [21] .
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e Nasze wyniki wykazaty jedynie slaby przeciwdrgawkowy potencjat badanych
flawonoidow. Ponadto, stwierdzono brak istotnych interakcji pomiedzy kwercetyng i
badanymi lekami przeciwpadaczkowymi, co sugeruje, ze jednoczesne podawanie tych
lekéw z badanymi flawonoidami jest catkowicie bezpieczne.

Inne wazniejsze opublikowane prace dotyczyly:
e oddziatywania leptyny, hormonéw piciowych i kwasu a-ketoglutarowego na metabolizm
kostny (markery obrotu kostnego) u kobiet po menopauzie [13].
e wplywu naturalnego oleju (wyciggu oliwy z oliwek) na markery obrotu kostnego u kobiet
po menopauzie z osteopenig [22].
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