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t. lmiq i nazwisko:

Katarzyna Starowicz-Bubak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne - z podaniem nazwy miejsca i roku
ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

Masister Biotechnoloeii
Data uzyskania tytutu zawodowego: 10.05.2000, Krak6w, polska
Tytul zawodowy: Magister Biotechnologii Specjalno6i: Biologia Molekularna (do6wiadczalna
czq6i pracy zostala wykonana w Department of Medical Biochemistry and Microbiology, Uppsala
Biomedica I Center, Szwecja)

Doktor nauk medvcznvch
Studia doktoranckie prowadzone w ramach miqdzynarodowego programu doktoranckiego
wsp6lnego dla Miqdzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Kom6rkowej UNESCO/pAN
w Warszawie oraz dla Akademii Medycznej Uniwersytetu w Utrechcie. promotor ze strony
polskiej: prof. dr hab. Ryszard Przewfocki; promotor ze strony holenderskiej: prof. Willem
Hendrik Gispen.

Data uzyskania stopnia naukowego: 04.04.2005, Utrecht, Holandia. Tytul rozprawy doktorskiej:
,,Evidence for the involvement of MC4 receptors in the central mechanisms of opioid
antinociception".

Zgodnie z ustowq z dn. 74.03.2003 r. o stopniach naukowych itytute noukowym oroz o stopniach
i tytule w zakresie sztuki, rozdz. 2 art. 24.7 stopieh nadany przez lJniwersytet w lJtrechcie jest
r6wnowoiny ze stopniem noukowym o kt6rym mowo w ustawie.

3. Informacie o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/artystycznych:

2000-2004 Asystent w Zaktadzie Neurofarmakologii Molekularnej w Instytucie Farmakologii pAN
w Krakowie

2O05-2OO7 Post-doc w Zespole Endocannabinoid Research Group, lstituto di Chimica
Biomolecolare CNR, Pozzuoli we Wtoszech

od2OO7 Adiunkt w Zaktadzie Farmakologii 86lu w Instytucie Farmakologii pAN w Krakowie



4. Wskazanie osiqgniqcia wynikajqcego z art. 15 ust.2 z ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.

U. nr 55, poz. 595 ze zm.):

a ) tytul osiqgniqcia naukowego/artystycznego

Przedstawionym do oceny osiqgniqciem jest cykl publikacji sktadajqcy siq z 8 prac

opublikowanych w latach 2OO7 - 2O13, o tqcznym lF r6wnym 42,212 (wg MN|SW: 242

punkty) dotyczqcy zagadnienia ,,Rola receptor6w waniloidowych TRPV1 i

kanabinoidowych CB1 i ich endogennych ligand6w w procesach b6lowych".

b) autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa

Starowicz K, Maione S, Cristino L,Palazzo E, Marabese l, Rossi F, de Novellis V, Di Marzo

V. Tonic endovanil loid faci l i tat ion of glutamaterelease in brainstem descending

antinociceptive pathways. J Neurosci.2OO7;27(50):L3739-49. (lFz7,49; MNiSW: 24 )

Ma ioneS* ,@. ,c r i s t i noL ,Gu idaF ,Pa |azzoE,LuongoL ,Ross iF ,Marabese l ,de
Novell is V, Di Marzo V. Functional interaction between TRPV1 and mu-opioid receptors

in the descending antinociceptive pathway activates glutamate transmission and induces

analgesia. J Neurophysiol. 2009;1OL{\:2an-22. *Oznocza autor6w z r6wnvm wkladem

w publikocie. (lF: 3,483; MN|SW: 24)

Cristino L, $rylg;j, De Petrocellis L, Morishita J, Ueda N, GuglielmottiV, Di Marzo V.

lmmunohistochemical localization of anabolic and catabolic enzymes for anandamide

and other putative endovanil loids in the hippocampus and cerebellar cortex of the

mouse brain. Neuroscience. 2008; 19;151( ):955-68. ( lF:3,555; MNiSW: 20)

Starowicz K, Makuch W, Osikowicz M, Pisticelli F, Petrosino S, Di Marzo V, Przewfocka B.

Spinal anandamide products analgesia in neuropathic rats: possible CB1- and TRPVI-

mediated mechanisms" Neuropharmacology 2012; 62(4:t746-55. (lFz 4,814; MN|SW:

3s)

Starowicz K, Makuch W, Korostynski M, Malek N, Slezak M, Zychowska M, Petrosino S,

De Petrocell is L, Crist ino L, Przewfocka B Di Marzo V. Full  inhibit ion of spinal FAAH leads

to TRPVl-mediated analgesic effects in neuropathic rats and possible lipoxygenase-

mediated remodeling of anandamide metabolism. PLoS One 2OL3. doi

IO.t37L/journal.pone.0060040 [Epub ahead of print] (lF:4,O92; MNiSW: 40)

De Petrocellis L, Schiano Moriello A, Starowicz K, Di Marzo V. A re-evaluation of 9-HODE

activity at TRPVl channels: enantioselectivity, effects at other TRP channels and

potential role in sensory neurons. Br J Pharmacol. 20I2;767(8):1,6a3-51. (lF:4,409;

MN|SW:30)

Starowicz K, Nigam S, Di Marzo V. Biochemistry and pharmacology of endovanil loids.

Pha rmaco I Ther. 2007 ;714( 1) : 13-33. ( | F:7,958; MNiSW: 24)



Starowicz K. Przewtocka B. Suppression of neuropathic pain-related behavior by
pharmacological modulation of the spinal endocannabinoid/endovanil loid system, philos
Trans R Soc Lond B BiolSci. 2012;367(L607):3286-99. (tF:6,4; MN|SW:45)

c) omdwienie celu naukowego/artystycznego ww pracy/prac i osiqgniqtych wynik6w wraz
z om6wieniem ich ewentualnego wykorzystania

Uwaga: pozycie literatury zozndczone w tekicie pogrubionq czcionkq stanowiq
pod stawq osi qg n i q ci a na ukow eg o

Prowadzone przeze mnie badania dotyczq endogennych system6w, kt6re uczestniczq w
przekazie informacji b6lowej. Wykazanie podobieristwa w budowie chemicznej kapsaicyny,
l iganda receptora wanil loidowego oraz anandamidu, l iganda receptora kanabinoidowego,
zapoczqtkowato seriq badad przedstawiajqcych anandamid jako nowe, cenne narzqdzie do
leczenia b6lu. Zwiqzki wykazujqce powinowactwo do receptora waniloidowego TRpVI zwane
endowaniloidami (Starowicz iwsp., 20O7b; Starowicz iwsp.,2008) stanowiq niezwykle ciekawq
grupq modulator6w proces6w nocyceptywnych i mogq byi wytwarzane w odpowiedzi na
r62norodne bodice b6lowe. W niniejszym om6wieniu chcialabym przedstawi6 moje badania,
kt6rych celem byfo okreSlenie roli endowaniloid6w, a szczeg6lnie wsp6lnego zbioru
endogennych zwiqzk6w nazwanych te2 endokanabinoidami w procesach b6lowych oraz
wskazanie nowych mo2liwoici wykorzystania tych substancji w terapii b6lu przewleklego.
Badania te obejmujq prace do6wiadczalne majqce na celu opisanie wielu element6w
charakteryzujqcych endowaniloidy oraz ich funkcje. Om6wione zostana takie problemy jak:
ekspresja i  rozmieszczenie enzym6w anabolicznych i katabolicznych anandamidu i innych
potencjalnych endowaniloid6w w wybranych strukturach oSrodkowego ukfadu nerwowego
(OUN) oraz udzial anandamidu w przewodnictwie nocyceptywnym i w modulacj i  przewlektego
b6lu (cristino i wsp., 2006; starowicz i wsp., 2007a; Maione, starowicz i wsp., 2oo9).
Om6wiona zostanie r6wnie2 charakterystyka dzialania anandamidu i innych eikozanoid6w jako
endogennych ligand6w receptora TRPV1 w warunkach in vitro (de Petrocellis i wsp., 2O!2) a
tak2e ocena wplywu egzo- i endogennego anandamidu na przewodnictwo b6lowe u zwierzqt z
b6lem neuropatycznym i okreilenie roli receptor6w TRPV1 w obserwowanych efektach
analgetycznych w warunkach in vivo (Starowicz iwsp.,2012; Starowicz iwsp.,2013). powy2sze
dane eksperymentalne bqda podstawq do wskazania nowych mo2liwoSci terapii  b6lu
neuropatycznego. Badania obejmujq r6wnie2 krytyczny przeglqd literatury majqcy na celu
zrozumienie roli endogennych agonist6w receptora TRPV1 (Starowicz i wsp., 2ilOlbl oraz
informacji  na temat udzialu i  mo2liwych zastosowafi endowaniloid6w w modulacj i  b6lu
ne u ro patyczn ego (Sta rowicz i Przewfocka, 2Ot2).

U klad endokanabinodowy
Lecznicze wlaSciwo6ci zwiqzk6w zawartych w Cannabis sotivo byty wykorzystywane od

tysiqcy lat w leczeniu cierpiqcych na r62ne choroby ludzi i zostaly opisane ju2 w 2737 r pne w
Chinach za panowania dynastii Shen Nung. Jednak szczeg6fowy opis i odkrycie tego ewolucyjnie
,,starego" systemu sygnalizacji wewnqtrzkom6rkowej, tj. ukfadu endokanabinoidowego, zajqlo
stosunkowo du2o czasu. Pierwszym krokiem w kierunku odkrycia systemu



endokanabinoidowego byty prace prof. R. Mechoulam, chemika z Uniwersytetu Hebrajskiego w

Jerozolimie, kt6ry w L964 r. wyizolowal z Cannobis sotivo gl6wny psychoaktywny skladnik, A9-

tetrahydrokanabinol (49-THC) oraz okreSli l  jego l ipidowq strukturq (Goani i  Mechoulam, 1964).

Kolejne badania prowadzone przez grupq A. Howlett z Uniwersytetu St. Louis opisaty

wyspecjalizowane miejsca wiq2qce A9-THC na powierzchni kom6rek m6zgu (Devane i wsp.,

1988), znane dzi6 jako receptory kanabinoidowe CB1. Odkrycia te doprowadzily do sklonowania

dw6ch typ6w receptor6w kanabinoidowych: CBl orazCB2 (Matsuda iwsp., 1990; Munro iwsp.,

1993).
Kolejnym wa2nym odkryciem byfo scharakteryzowanie w L992 roku (28 lat po

zidentyfikowaniu A9-THC) pierwszego endogennego kanabinoidu, N-arachidonylethanolamidu
(anandamidu: od slowa ,,szczgilcie" w Sanskrycie) (Devane iwsp., L992), a nieco p62niej opisanie

2-arachidonylglycerolu (2-AG) jako kolejnego endokanabinoidu (Mechoulam i wsp., 1995).

R6wnie wa2nym krokiem bylo opracowanie narzqdzi farmakologicznych modulujqcych dzialanie

receptora CB1 oraz wyhodowanie transgenicznych myszy pozbawionych tego receptora.

Niezale2nie prowadzone badania przez Catherine Ledent z Universite Libre de Bruxelles i

Andreasa Zimmera z Laboratorium Neurobiologii  Molekularnej w Rheinische Friedrich-Wilhelms-

Universitat w Bonn, wykazaly, 2e czg6( efekt6w A9-THC zostala zniesiona u myszy pozbawionych

receptora CBr (Ledent iwsp., !999;Zimmer iwsp., L999).

Endokanabinoidy zar6wno chemicznie jak i  funkcjonalnie ro2niq siq od A9-THC.

Endogenni agoni5ci receptor6w CBr i CBz dziatajq jako miejscowe mediatory chemiczne oraz sE

syntetyzowane z lipid6w bfonowych ,,na 2qdanie" (van der Stelt i wsp., 2005). W odr62nieniu od

hormon6w lub neuropeptyd6w endokanabinoidy dzialajq w spos6b auto- lub parakrynny; nie sq

magazynowane jak neuroprzeka2niki (sq natychmiast metabolizowane); na skutek depolaryzacji  i

naplywu jon6w wapnia sq uwalniane do przestrzeni synaptycznej; oddzialujq na receptory CBr w

btonie presynaptycznej i hamujq uwalnianie neuroprzekainik6w z bfony presynaptycznej

(dzialajq jako neuroprzekainik wsteczny: hamujq uwalnianie kwasu y-aminomaslowego, kwasu
glutaminowego, noradrenaliny i  serotoniny) (Piomell i ,  2003). Prekursor fosfol ipidowy jest

substratem dla obu tych substancji  nale2qcych do najlepiej poznanych dotychczas endogennych

kannabinoid6w: anandamidu i 2-AG. W biosyntezie anandamidu bierze udzial N-acylo-

fosfatydylo-etanolamino-selektywna fosfolipaza D (NAPE-PLD), w biosyntezie 2-AG: lipaza

diacyloglicerolu (DAGL). W inaktywacjq tych zwiqzk6w zaanga2owana jest hydrolaza amid6w

kwas6w tluszczowych (FAAH dla AEA) lub lipaza monoglicerolowa (dla 2-AG) (Cravatt i wsp.,

1995; Giuffrida i wsp., 2001). Podsumowujqc, uklad endokanabinoidowy obejmuje receptory
kanabinoidowe (CBri CB2), ich naturalne l igandy (endokanabinoidy) oraz enzymy zwiqzane z ich

syntezq, wychwytem i degradacjq.

Podobiefstwa strukturalne pomiedzy endogennymi ligandami CB1 i

TRPVI: anandamidem i kapsaicynq
Badania korelujqce podobie6stwa strukturalne pomiqdzy kanonicznym l igandem TRPV1

- kapsaicynq - a l ipidowymi skfadnikami ukladu endokanabinoidowego, w szczeg6lno6ci
anandamidu, rozpoczqfy nowE ere bada6, poprzez zasugerowanie istnienia wzajemnych
oddzialywaf pomiqdzy systemem receptor6w CBl i TRPV1. Receptory kanabinoidowe i receptor
TRPV1 zidentyfikowano w ramach badafi nad mechanizmem dzialania dw6ch ro6linnych
produkt6w naturalnych: psychoaktywnego skladnika konopi siewnych {Connabis sativol - L9-



THC i dra2niqcego/piekqcego skfadnika papryki rocznej (Copsicum onnuum) - kapsaicyny.
Receptory te nale2q do zupefnie r62nych rodzin bialek - receptory CB1 i CB2 sq posiadajqcymi
siedem domen transblonowych receptorami sprzq2onymi z bialkami G (GPCR) (Howlett, 2OO5),
za6 receptor TRPV1 jest posiadajqcym sze5i domen transblonowych kanatem kationowym
nale2qcym do nadrodziny kanal6w TRP, do podrodziny kanal6w TRPV (Latorre i wsp., 2OO7l.

Pierwszym dowodem na aktywno6i endokanabinoid6w wzglqdem receptora TRPV1 byto
zidentyfikowanie anandamidu jako l iganda TRPV1 (Zygmunt i  wsp., 1999). Stwierdzono, 2e
r6wnie2 inny endokanabinoid, N-acylodopamina (NADA), posiada pelnq aktywno6i jako agonista
receptora TRPVl (Huang iwsp., 2002; Chu i wsp., 2003). Najnowsze dane literaturowe wskazujq,
2e ligandy receptor6w kanabinoidowych ulegajq orto- i/lub allosterycznym oddziafywaniom z
innymi receptorami nale2qcymi do rodziny GPCR np. z receptorami sierocymi GPR55, (de-
orphonized receptors), kanalami jonowymi czy z receptorami aktywowanymi przez czynniki
powodujqce proliferacjq peroksysom6w (receptory PPAR) (Pertwee i wsp., 2010; Di Marzo i De
Petrocellis, 2012; Kress i Kuner, 2009; Schuelert i McDougall,20tL; Sagar i wsp., 2009). Odkrycie,
2e anandamid wiq2e siq nie tylko do receptor6w kanabinoidowych, ale r6wnie2 do innych cel6w,
takich jak receptor TRPV1 (Zygmunt i wsp., 1999) byfo kamieniem milowym w badaniach ukladu
endoka nabinoidowego.

Terminem ,,endokanabinoidy" (Di Marzo i Fontana, 1995) i  , ,endowaniloidy" (Di Marzo i
wsp., 2001) definiuje siq endogenne substancje agonistyczne odpowiednio do receptor6w
kanabinoidowych CB1 i CB2 oraz receptora TRPV1. Zaproponowano dwa rodzaje endogennych
czqsteczek mogqcych dziala( w charakterze endokanabinoid6w: A) dlugoladcuchowe amidy
kwas6w tluszczowych: N-arachidonoiloetanoloamina (anandamid) (Devane iwsp., 1992)i NADA;
oraz B) pochodne nieamidowe, w tym: 2-AG i O-arachidonoiloetanoloamina (wirodhamina), a
tak2e eterowy analog z-AG, eter noladynowy (Di Marzo i Petrosino, 2OO7). R6wnie2
endowaniloidy dzielq siq na dwie podrodziny: A) dtugofafcuchowe amidy wielonienasyconych
kwas6w ttuszczowych, kt6rych najlepiej zbadanymi przedstawicielami sq anandamid i N-
oleoiloetanoloamina, oraz N-acylodopaminy (w tym NADA); a tak2e B) produkty utleniania
kwasu arachidonowego takie, jak kwas 12-/ 15-S-hydroperoksy-eikozatetraenoinowe (L2-/ I5-S-
HPETE) i leukotrien 84 (LTB4) (Starowicz iwsp., 2OO7b; De Petrocellis i Di Marzo,2009).

Dystrybucja enzym6w anabolicznych i katabolicznych anandamidu
i innych potencialnych endowaniloid6w w wybranych strukturach ouN

Pomimo istniejqcych informacji dotyczqcych dystrybucji receptora TRPVL, a w
szczeg6lnoSci dystrybucji receptora CB1 w m6zgu, niewiele wiadomo o ich potencjalnym
wsp6lwystqpowaniu w strukturach OUN. Wiqkszo6i danych literaturowych ogranicza siq do
wykazania ekspresji CB1 i TRPV1 w hodowli neuron6w zwoj6w korzeni grzbietowych DRG
(Ahluwalia i  wsp., 2000) i  neuron6w bfony miq6niowej jel i ta (Kulkarni-Narla i  Brown, 2OOL;
Coutts i wsp., 20021. Stqd te2 celem naszych badari byfo okreSlenie neuroanatomicznych i
kom6rkowych, a zatem funkcjonalnych relacji miqdzy systemami kanabinoidowym i
waniloidowym w OUN (Cristino i wsp., 2008). WczeSniejsze badania wykazaty szczeg6fowe
odwzorowanie immunoreaktywnoSci CBlTRPV1 w wybranych strukturach m6zgu myszy
(Cristino i wsp., 2006).

Niewielkie jest prawdopodobieistwo aby w warunkach fizjologicznych receptor TRPV1
ulegal aktywacji pod wplywem temperatury lub niskiego pH, zasadna wydaje siq wiqc koncepcja
sugerujqca udzial endogennych aktywator6w TRPV1, endowaniloid6w (Szallasi i Di Marzo,2OOO;



Di Marzo i wsp., 2001; Starowicz i wsp., 2007b), w jego aktywacji w neuronach OUN. A zatem

endowaniloidy powinny by6 wytwarzane a nastepnie uwalnianie w spos6b zaleiny od aktywno6ci

kom6rek w kt6rych sq syntetyzowane w ilo6ciach odpowiednich do wywofania TRPVI-

specyficznej reakcji, reakcji por6wnywalnej z tq wywolanE egzogennq aktywacjq receptora

TRPVL. Za(; dzialanie endowaniloid6w powinno zostai zakoficzone w kr6tkim przedziale

czasowym. Z tego wzglqdu szlaki biosyntezy i degradacji  endowanilodi6w powinny znajdowad siq

w bl iskim sqsiedztwie receptora TRPVI. Poniewa2 miejsce wiqzania dla anandamidu (i  innych N-

acyletanolamin, NAE) znajduje siq na wewnqtrzkom6rkowej domenie TRPVL (Jordt iJul ius, 2002;

Gavva i wsp., 2OO4), mo2na zakfadai, 2e biosynteza endowaniloid6w zachodzi wewnqtrz tych

samych neuron6w, kt6re wykazujq ekspresjq receptora TRPVI. Zbadanie czy komunikacja

pomiqdzy obydwoma rodzajami receptor6w: TRPV1 i CBr mo2e miei czynnoSciowe znaczenie w

przewlektych zmianach wra2liwo6ci neuronalnej, stanowi podstawq naszych dalszych bada6.

Pefne zrozumienie dzialania tego systemu mo2e miei znaczqce konsekwencje - mo2e prowadzii

do opracowania nowych metod leczenia b6lu, jak r6wnie2 wielu innych problem6w zdrowotnych

wynikajqcychzzaburzei w jego funkcjonowaniu (np. lqku, nudnoSci, otylo6ci, uszkodzeri m6zgu).

Anandamid (Zygmunt i  wsp., 1999; Smart i  wsp., 2000), a nastqpnie inne pochodne

dlugolaricuchowych nienasyconych kwas6w tluszczowych, takich jak N-acyldopaminy (Huang i

wsp., 2002; Chu i wsp., 2003), zostaty scharakteryzowane jako endogenne aktywatory dla TRPVL
(van derStelt iDi Marzo,2OO4). Wykazano,2e NADA, ale ju2 nie jej metaboli t  O-metylo-NADA,

aktywuje receptor TRPV1 w hipokampie (Huang i wsp., 2002). Opisano r6wnie2 endogennych

agonist6w dla TRPVL (Hwang i wsp., 2000) wykazujqc, 2e produkty niehemowych dioksygenaz

wielonienasyconych kwas6w ttuszczowych, lipooksygenazy (LOX), aktywujq receptor TRPVL w

ukfadzie izolowanych fragment6w blony neuron6w czuciowych. Najwy2szq

aktywno6i/skuteczno6i wykazywaty monohydroksyepoksypochodne kwasu arachidonowego
(AA): kwas 12-S-HPETE, 15-S-HPETE i LTB4.

Wymienione powy2ej endowaniloidy: anandamid i 12-S-HPETE syntetyzowane sq przy

udziale enzym6w, odpowiednio: NAPE-PLD i 12-LOX (dokladny opis w Starowicz i  wsp., 2007b).

Poniewa2 nie zidentyfikowano enzymu/enzym6w zaanga2owanych w biosyntezq NADA,

najbardziej prawdopodobny mechanizm powstawania NADA to proces kondensacji  dopaminy
(DA) i AA (Huang i wsp., 2002; Starowicz i wsp., 2007b). Postulowany jest r6wnie2 mechanizm

angaiujqcy N-arachidonoyl-tyrozynq, jednak nie zostalo to potwierdzone eksperymentalnie (Hu i

wsp., 2004). Gt6wne enzymy zaanga2owane w degradacje endowaniloid6w to FAAH dla
anandamidu oraz COMT dla NADA. Inaktywacja 12-S-HPETE mo2e zachodzii  na drodze
nieenzymatycznej reakcji  redukcji ,  np. przez glutation, do 12-HETE (Canals i  wsp., 2003). Mimo
istniejqcej wiedzy o szlakach enzymatycznych uczestniczqcych w syntezie endowaniloid6w
(Starowicz i wsp., 2OO7b), niewiele wiadomo na temat potencjalnej lokalizacji neuron6w

,,endowanilodoergicznych", jak r6wnie2 ograniczona jest wiedza na temat istnienia sieci
neuronalnych umo2liwiajqcych dynamiczne oddziatywania pomiqdzy endowaniloidami a
receptorami TRPV1 w strukturach OUN.

Wykonujqc seriq badafl immunohistochemicznych, stosujqc techniki pojedynczego i
podw6jnego barwienia wykazaliSmy, 2e niekt6re neurony hipokampa oraz neurony kory
m62d2ku mogq byi nazwane neuronami,,endowanilodoergicznymi", w kt6rych to endowaniloidy
dziatajq na wz6r wewnqtrzkom6rkowych przeka2nik6w sygnatu (Cristino i wsp., 2008). W
naszych badaniach wykazali6my wsp6fwystqpowanie receptor6w TRPV1 z enzymami NAPE-PLD,
FAAH, COX-2, 12-LOX i COMT zar6wno w neuronach piramidalnych hipokampa w obszarze CA3,



jak i w kom6rkach Purkinjego. W kom6rkach Purkinjego wystepowaf podobny, choi nie
identyczny wz6r koekspresji TRPV1 z enzymami NAPE-PLD, FAAH, COX-2 i COMT, neurony te nie
wykazywaly immunoreaktywno6ci dla enzymu 12-LOX (Cristino i wsp., 2OO8). Na poziomie
kom6rkowym immunoreaktywno5i enzym6w syntetyzujqcych i degradujqcych endowaniloidy
zlokalizowana byfa gl6wnie w somatodendrytycznej czq6ci neuron6w piramidowych hipokampa
obszaru CA3 (z wyjqtkiem immunoreaktywno6ci dla 12-LOX) oraz w cytoplaimie neuron6w
Purkinjego w m62d2ku. Nasze obserwacje wskazujq na preferencyjnq immunoreaktywnoSi FAAH
i COX-2 zlokalizowanq w rozgalqzieniach dendrytycznych (Cristino i wsp., 2008). ponadto
wykazali6my, 2e w m62d2ku immunoreaktynow6i NAPE-PLD, enzymu syntetyzujqcego NAE,
cechowal ziarnisty obraz w calym obszarze warstwy molekularnej, sugerujqc jego
presynaptyczne umiejscowienie w stosunku do kolc6w dendrytycznych kom6rek purkinjego
(Cristino i wsp., 2008). Ponadto zidentyfikowaliSmy liczne kom6rki pozytywne dla COX-2
zar6wno w matych, jaki w Srednich kom6rkach warstwy molekularne j oraz w niewielkiej liczbie
kom6rek koszykowych tj. interneuron6w GABA-ergicznych kory m6zd2ku (Cristino i wsp., 2O0S).
Nasze badania nie wykazaly immunoreaktywnoSci 12-LOX w warstwie kom6rek purkinjego kory
m62d|ku, natomiast zar6wno warstwa molekularna jak i warstwa ziarnista cechowafa siq
wystqpowaniem licznych kom6rek wykazujqcych immunoreaktywno$i wzglqdem 12-LOX
(Cristino i wsp., 2008).

Podsumowujqc, przedstawione wyniki mo2na zinterpretowai w nastqpujqcy spos6b: po
pierwsze w przypadku anandamidu i innych nienasyconych NAE (np. N-oleoyl- oraz N-l inoleoyl-
etanolamin) ich domniemane miejsce biosyntezy (przy udziale NAPE-PLD) i  degradacji  (przez
FAAH) jak r6wnie2 ich miejsce wiqzania z receptorem TRPV1 w polu CA3 rogu Ammona i
niekt6rych kom6rkach Purkinjego kory m62d2ku wydaje siq byi zlokalizowane
wewnqtrzkom6rkowo, wykazuje wysoki poziom koekspresji oraz zlokalizowane jest gl6wnie
postysynaptycznie. Na tej podstawie mo2na wnioskowai, 2e endowaniloidy dziafajq jako zale2ne
od jon6w wapnia wt6rne przekalniki, kt6re poprzez aktywacjq TRPVI zwiqkszajq
wewnEtrzkom6rkowy poziom jon6w wapnia. Takie dzialanie jest sp6jne z efektem aktywacji
TRPV1 przez anandamid w neuronach czuciowych DRG (van der Stelt i  wsp., 2O0S). po drugie
kolokalizacja 12-LOX i TRPV1 w neuronach piramidalnych pola CA1 i CA3 rogu Ammona
wskazuje, 2e 12-S-HPETE dziala jako wewnqtrzkom6rkowy przekainik w neuronach hipokampa,
ale nie w neuronach kory m62d2ku. Po trzecie, pomimo, 2e nie zidentyfikowano dotychczas
enzymu (enzym6w) zaanga2owanych w biosyntezq NADA, nasze badania wskazujq, 2e zwiqzek
ten jest endogennym ligandem receptora TRPV1, oraz 2e NADA ulega rozkladowi pod wplywem
enzymu COMT, gdy2 zarowno w neuronach hipokampa jak i w kom6rkach purkinjego
wykazali6my wysoki poziom koekspresji TRPV1 i COMT. Nale2y jednak miei na uwadze, ie wzor
ekspresji enzym6w NAPE-PLD, FAAH, COX-2,12-LOX i COMT w neuronach innych ni2 przez nas
badane, t j .  neuronach, kt6re mogq byi neuronami TRPVl-negatywnymi, mo2e r6wnie2 odnosif
siq do produkt6w i substrat6w innych zwiqzk6w biologicznie czynnych, do innych cel6w
molekularnych.

Anandamid i inne eikozanoidy jako endogenne ligandy receptora TRpvl
w warunkach in vitro

Naplyw jon6w wapnia do kom6rki w stanach zwiqzanych z toczqcym siq stanem
zapalnym lub b6lem mo2e aktywowai lipoksygenazy uczestniczqce w procesach utleniania
kwasu linoleinowego (Brinckmann i wsp., 1998) prowadzqc do powstania kwasu 9- i 13-



hydroksyoctanodekadienowego (9-, 1-3-HODE). Zwiqzki t€, od niedawna okreSlone jako

endogenne ligandy receptora TRPV1, mogq r6wnie2 powstawai na skutek ekspozycji btony

kom6rkowej na bodice cieplne, przyczyniajqc siq tym samym do wzmo2onej reakcji termicznej

receptora TRPV1 (Patwardhan i wsp., 2010). Mo2na zatem przypuszczai, 2e uszkodzenie tkanek

obwodowych prowadzi do wytwarzania ligand6w receptora TRPVI-. W zwiqzku z powy2szym,

kolejnym celem naszych badad bylo por6wnanie efektywnoSci HODE, potencjalnych

endogennych ligand6w receptora TRPVI, ze znanym zwiqzkiem, aktywujqcym ten receptor -

anandamidem oraz jego hydroksylowanq pochodnq: 15(5)-hydroksyanandamidem.

W opisywanej pracy (De Petrocellis i wsp., 2Ot2) zbadali6my nowo odkryte endogenne

ligandy TRPV1, kwas 9-hydroksyoctanodekadienowy (9-HODE) i 13-hydroksyoctanodekadienowy
(13-HODE) pod wzglqdem ich aktywno6ci wobec receptor6w TRPV1 jak r6wnie2 innych

receptor6w nale2qcych do rodziny receptor6w TRP i wykazujqcych wysoki stopiei koekspresji z

TRPVI: receptora TRPA1 (McMahon i Wood, 2006) oraz receptor6w TRPV2 i TRPM8

charakteryzujqcych siq wysokim stopniem ekspresji w neuronach czuciowych. Aktywno5i

wymienionych powy2ej typ6w receptor6w TRP, podobnie jak TRPV1, mo2e byi modulowana

przez kanabinoidy roSlinne i endokanabinoidy, zasadne wiec bylo sprawdzenie czy receptory te

mogq byi nazwane,, jonotropowymi receptorami kanabinoidowymi" (De Petrocell is iwsp., 20LL;

Akopian iwsp., 2009; De Petrocell is i  Di Marzo, 2010).

Wykonujqc pomiary wewnqtrzkom6rkowego poziomu wapnia w stabilnie

transfekowanych szczurzym i ludzkim TRPVI-cDNA kom6rkach HEK-293 zbadali6my zdolno5i 9- i

13-HODE do aktywacji receptor6w TRP. W do6wiadczeniach na hodowli kom6rkowej HEK-293

wykazujqcych ekspresjq poszczeg6lnych receptor6w TRP (TRPM8, TRPA1, TRPV2)

odpowiedzieli5my r6wnie2 na pytanie dotyczqce selektywnoSci 9- i 13- HODE wobec TRPV1 w

por6wnaniu z wymienionymi typami receptor6w TRP. OkreSli l i6my r6wnie2 selektywnoSi

dzialania 9-S-HODE w hodowli szczurzych neuron6w DRG. Uzyskane przez nas wyniki
jednoznacznie wskazywaly na aktywacjq TRPVL zar6wno przez9-jaki 13-HODE, jednak zwiqzkite

charakteryzowaly siq mniejszq efektywno6ciq okre6lanq ilo6ciq naptywu jon6w wapnia do

kom6rek w por6wnaniu z dzialaniem anandamidu (De Petrocellis i wsp., 2Ot2). Efekty dzialania

anandamidu jak i  HODE byfy antagonizowane przez podanie I-RTX, antagonisty receptora TRPV1.

Co wiqcej nie obserwowano ich w kom6rkach nietransfekowanych receptorem TRPV1 (De

Petrocellis i wsp., zOtZ). W kolejnych etapach pracy wykazaliSmy, 2e r6wnie2 produkt

metabolizmu anandamidu przez 1S-l ipooksygenazq (15-LOX), 15(S)-HAEA, wykazuje selektywnq

aktywnoSd wobec receptora TRPV1.
Dalsza charakterystyka HODE pod wzglqdem ich zdolno6ci aktywacji receptora TRPV1

miala na celu zbadanie czy zwiqzkite wywolujq sensytyzacjq receptora TRPVI w spos6b podobny

do kanonicznego aktywatora receptora TRPVL, kapsaicyny, w stabilnie transfekowanych ludzkim

receptorem TRPV1 kom6rkach HEK293. Wykazali6my, 2e spo6r6d badanych zwiqzk6w tylko 15-

hydroksy-anandamidu oraz enancjomer 9-(S)-HODE wywolywaty desensytyzacjq TRPV1. Z uwagi
na fakt, 2e 9-(S)-HODE wykazywat najwy2szq aktywnoSi wzglqdem receptora TRPV1 w stabilnie

transfekowanych kom6rkach HEK-293, zwiqzek ten zostat przebadany pod kqtem zdolnoSci
aktywacji receptora TRPVI w pierwotnych hodowlach neuron6w czuciowych DRG.

W przeprowadzonych przez nas badaniach oryginalnq byla obserwacja, 2e HODE, w
podobny spos6b jak ro6linne kanabinoidy zdolne aktywowai receptor TRPV1, czy jak

endokanabinoidy (Di Marzo i De Petrocell is,2010; De Petrocell is iwsp., 2O1.L), aktywujq r6wnie2
TRPA1 i/lub TRPV2 (De Petrocellis iwsp., 2Ot2\. Jednak2e, w przeciwiedstwie do anandamidu,
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zwiqzki 9 - i 13 -HODE nie wykazywaly charakterystycznej selektywno6ci wobec TRpV1, np. 13-
HODE wykazywal wy2sze powinowactwo do TRPV2 ni2 do TRPVI. W zwiqzku z powy2szym nie
mo2emy stwierdzii, 2e metabolity kwasu linolowego sq selektywnymi endowaniloidami.

Podsumowujqc, na podstawie przedstawionych wynik6w mo2na wywnioskowai, 2e 9(S)-
HODE i L3-HODE najprawdopodobniej nie sq odpowiedzialne za efekty wywolane aktywacjq
TRPVl m'in. w stanach b6lu zapalnego. Bardziej prawdopodobne jest, 2e odpowiada za nie
anandamid lub jego 15-hydroksy pochodna, 15-hydroksy-anandamid. W celu potwierdzenia tych
przypuszczef lub zbadania, czy inne pochodne anandamidu i produkty jego degradacji przez
f ipooksygenazq pelniq rolq endowaniloid6w in vivo, konieczne jest przeprowadzenie dalszych
bada6.

Rola endowaniloid6w w szlakach b6lowych
Zainicjowanq w czasie wykonywania pracy doktorskiej tematykq zwiqzan1z rozwojem

i mo2liwoSciami modulacj i  b6lu, kontynuowalam w czasie staiu podoktorskiego. Rezultatem
tego okresu pracy sE badania wykazujqce po raz pierwszy, 2e TRPV1 w toniczny spos6b
kontroluje aktywnoSi d169 glutaminianergicznych z brzuszno-bocznej lstoty szarej
okolowodociqgowej (VL-PAG) do brzuszno-bocznego obszaru rdzenia przedlu2onego (RVM)
r6wnocze6nie hamujqc nocycepcjq.

System PAG/RVM sprawuje dwukierunkowq kontrolq w procesach przewodnictwa
b6lowego (Heinricher iwsp., 2009), kt6rej neuronalnq podstawq mo2na przypisai wystqpowaniu
heterogennej populacji kom6rek w RVM: kom6rek OFF, kt6re charakteryzujq siq ustaniem
wytadowari elektrycznych podczas odruch6w nocyceptywnych, oraz kom6rek ON, kt6rych
wyladowania elektryczne ustajE nagle tu2 przed wystqpieniem odruch6w nocyceptywnych.
System PAG-RVM jest uznawany za gt6wne miejsce dzialania wielu lek6w przeciwb6lowych, w
tym kanabinoid6w (Fields, 2000; Maione i wsp., 20A6; palazzo i wsp., 2OIZ).

Pomimo faktu, 2e coraz wiqcej dowod6w wykazuje ekspresjq TRPV1 w m6zgu (Mezey i
wsp., 2000; Sanchez i wsp., 200L, Roberts i wsp., 2004; Liapi i wood, 2005; Toth i wsp., 2005;
Crist ino iwsp.,2006), dane na temat rol i  receptora TRPV1 w ponadrdzeniowych mechanizmach
kontroli b6lu, w tym w obszarach pnia m6zgu biorqcych udziat w zstqpujqcych szlakach kontroli
b6lu, sq ograniczone (McGaraughty,.2OO3; Crist ino iwsp.,2006, Maione iwsp., 2OO7), Dlatego
gl6wnym zalo2eniem prezentowanej w obecnym om6wieniu pracy (Starowicz i wsp., 2OO7a),
bylo zbadanie wptywu aktywacji lub zablokowania receptora TRPV1 w brzuszno-bocznej czqSci
PAG (VL-PAG) na poziom uwalnianych transmiter6w istotnych dla proces6w modulacj i transmisj i
b6lowej tj. aminokwas6w pobudzajqcych (glutaminian) i hamujqcych (kwas y-aminomaslowy,
GABA); na aktywno6i neuron6w oFF i ON w RVM, oraz na wra2liwo6i na bodZce termiczne.
Wiqkszo6i danych wskazujqcych, 2e aktywnoSi receptora TRPV1 mo2e miei wplyw na
uwalnianie glutaminianu opiera siq na badaniach in vitro, natomiast brak jest danych in vivo.
Nasze badania wykazaty, 2e podanie kapsaicyny (agonisty receptora TRPVI) zwiqkszalo ilo6i
uwalnianego glutaminianu i w niewielkim stopniu GABA oraz zmniejszalo nadwrazliwoSi na
bod2ce b6lowe. Natomiast po podaniu selektywnego antagonisty receptora TRpVI (;-RTX)
obserwowano zmniejszenie i loici uwalnianego glutaminianu i GABA, co korelowato z nasileniem
wra2liwo6ci na bodlce b6lowe. Ponadto wykazaliSmy, 2e fqczne podanie kapsaicyny z
antagonistq receptora TRPV1 znosilo efekty obserwowane po podaniu agonisty, potwierdzajac
zarazem specyficzno5i dziatania kapsaicyny na receptor TRPV1 (Starowicz iwsp., 2OO7a).
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W kolejnym etapie badari dokonaliSmy oceny wplywu podari ligand6w TRPV1 na aktywno5i

kom6rek OFF i ON, a nastqpnie odnieSli6my obserwowane zmiany w intensywno5ci wyladowari

elektrycznych neuron6w do pomiar6w wra2liwo5ci na bod2ce termiczne. Zaobserwowali5my, 2e

podanie agonisty receptora TRPV1 zwiqkszajqc aktywnoSi kom6rek OFF (r6wnocze6nie hamujqc

aktywno6i kom6rek ON), powodowalo zwiqkszenie progu wra2liwoSci na bodice termiczne.

Natomiast podanie antagonisty receptora TRPV1 powodowalo nasilenie transmisji b6lowej, czyli

przejawialo siq zwiqkszeniem aktywno6ci kom6rek ON i zmniejszeniem aktywno6ci kom6rek OFF.

tqczne podanie agonisty oraz antagonisty receptora TRPVL znosilo efekty obserwowane po

podaniu agonisty, co podobnie jak w pierwszej serii eksperyment6w wskazywafo na

specyficzno6i efektu wywofywanego przez stymulacjq receptora TRPVI- (Starowicz i wsp.,

2007a). ZbadaliSmy r6wnie2 ekspresjq receptora TRPV1 na neuronach glutaminianergicznych jak

i GABA-ergicznych w PAG i RVM. Przy u|yciu techniki immunohistochemicznej (podw6jna

immunofluorescencja) z zastosowaniem marker6w dla neuron6w glutaminianergicznych jak i

GABA-ergicznych zidentyfikowali5my neurony TRPVl-pozytywne zar6wno w PAG jak i w RVM.

Zwr6ciliSmy uwage, 2e zidentyfikowane w PAG neurony wykazujqce ekspresjq TRPV1 sq

neuronami glutaminianergicznymi (Starowicz i  wsp., 2007a). W oparciu o wyniki badaf

histologicznych mo2na zatem wnioskowa6, 2e neurony TRPVl-pozytywne zlokalizowane w PAG

na skutek pobudzenia (po podaniu kapsaicyny) uwalniajq glutaminian z zakofczef

zlokalizowanych w RVM, nastqpstwem czego jest podwy2szenie aktywnoSci kom6rek OFF,

odpowiedzialnych za hamowanie przewodzenia b6lu w rdzeniu krqgowym. Natomiast po

podaniu antagonisty (|-RTX) obserwowano spadek i lo6ci uwalnianego glutaminianu, nasilenie

aktywnoSci kom6rek ON oraz zwiqkszonq percepcjq bodic6w b6lowych. Na podstawie wynik6w

uzyskanych po lqcznych podaniach agonisty oraz antagonisty receptora TRPVl istotnym

wynikiem jest fakt tonicznego wplywu endowaniloid6w na zstqpujqce drogi b6lowe.

Jednym z kierunk6w naszych badari byto zrozumienie zale2no6ci pomiqdzy nowym i

wa2nym elementem uczestniczqcym w przekazie b6lu jakim okazaty siq receptory TRPV1 a
jednym z gf6wnych uklad6w antynocyceptywnych tj. systemem opioidowym (Maione, Starowicz

i wsp., 2009). Opioidy, podobnie jak kanabinoidy, oraz jak wskazujq nasze badania

endowaniloidy (Starowicz i wsp., 2OO7a), wptywajq na aktywno6i zstqpujqcych d169

modulujqcych przewodzenie b6lu w rdzeniu krqgowym. Obecnie leki opioidowe dziafajqce

poprzez receptor MOP (p-oploid peptide; receptor opioidowy typu U) nale2q wciq2 do najsilniej

dzialajqcych lek6w przeciwb6lowych, stosowanych w leczeniu zar6wno b6lu ostrego, jak i

przewleklego (Przewtocki i Przewlocka, 2001) dlatego celem naszych dalszych badaf byto

okre6lenie funkcjonalnych interakcji pomiqdzy receptorami TRPVl i MOP w strukturach

zstqpujqcej transmisji nocyceptywnej tj. VL-PAG i RVM. Dotychczasowe wyniki wskazujq

negatywne interakcje pomiqdzy receptorami TRPVl a MOP, zar6wno w badaniach z

zastosowaniem system6w heterologicznej ekspresj i jak i  w izolowanych neuronach czuciowych.

Zar6wno Vetter i wsp. (2006) jak i Endres-Becker i wsp. (2OO7) wykazali, 2e aktywacja MOP

hamuje aktywacjq TRPVL poprzez zahamowanie jego sensytyzacji zale2nej od cAMP (De

Petrocellis i wsp., 2001). Natomiast aktywacja receptora TRPV1 prowadzi do tolerancji receptora

MOP, mimo i2 wielokrotne podania morfiny powodujq wzrost ekspresj iTRPV1 w neuronach DRG

(Chu i wsp., 2008). Wyniki naszej pracy sE pierwszym przykladem pozytywnej/dodatniej

interakcji pomiqdzy receptorami MOP i TRPV1 (Maione, Starowicz i wsp., 2009). Wykazali6my,

2e ligandy MOP, oddzialujqc na hamujqce neurony zlokalizowane w VL-PAG wsp6ldzialajq z

l igandami receptora TRPV1 i prowadzq do wzmo2onego uwalniania glutaminianu w RVM,

12



hamujqc w ten spos6b aktywnoSi (ilo56 wytadowaf elektrycznych) kom6rek ON i skracajqc
przerwe w aktywnoSci kom6rek OFF. Obserwowanym behawioralnym efektem interakcji
podprogowych dawek ligand6w MOP i TRPV1 byfo zmniejszenie odpowiedzi nocyceptywnej na
bodziec termiczny. Korelacja wynik6w uzyskanych z do6wiadczefi behawioralnych (ocena
zachowaf b6lowych wywolanych bodZcem termicznym) z wynikami mikrodializy i
elektrofizjologicznymi pomiarami aktywnoSci neuron6w dowiodla, 2e ligandy receptor6w MOp i
TRPV1, DAMGO i kapsaicyna, podane w dawkach podprogowych istotnie wplywajq na aktywno5i
kom6rek ON zlokalizowanych w RVM, w spos6b zale2ny zar6wno od antagonisty MOp,
naloksonu, jak r6wnie2 zale2ny od antagonisty TRPVI, I-RTX. Z zastosowaniem techniki
podw6jnej immunofluorescencji wykazaliSmy wysoki poziom immunoreaktywnoSci neuron6w
TRPVl-pozytywnych w VL-PAG, a pewnq ich populacjq cechowala r6wnie2 obecnoSi MOp. TRpVI
i MOP cechowaf komplementarny wz6r ekspresji: sygnal immunopozytywny dla TRpVI
zlokalizowany byl gl6wnie na ciele kom6rkowym neuron6w, podczas gdy MOp gl6wnie na
zwiqzanej z nimi blonie kom6rkowej i na wl6knach. W mniejszym stopniu obserwowano
wsp6lwystqpowanie MOP/TRPVI w neuronach RVM. Przedstawione wyniki sugerujq, 2e
aktywacja receptora MOP nie tylko uwalnia z hamujqcej kontroli neurony projekcyjne pAG-RVM
afe r6wnie2 poprzez oddzialywanie z receptorem TRPV1 nasila uwalnianie kwasu glutaminowego
do RVM' Wyniki naszych badari farmakologicznych, elektrofizjologicznych i mikrodializy wskazujq
na wsp6ldzialanie receptor6w MOP iTRPVI w szlaku PAG-RVM. A zatem wygaszenie aktywno6ci
wyladowari kom6rek ON wraz ze skr6ceniem czasu pomiqdzy kolejnymi wyladowaniami
kom6rek oFF, element6w istotnych w mechanizmie dziatania zstqpujqcych dr6g przewodzenia
informacji nocyceptywnej do rdzenia krqgowego, wywoluje dzialanie przeciwb6lowe.

Rola receptor6w TRPV1 i CBl w b6lu neuropatycznym
Po zakodczeniu sta2u podoktorskiego, w pa2dzierniku 2007 roku zostalam zatrudniona

na stanowisku adiunkta w Zakladzie Farmakologii 86lu lF PAN w Krakowie, kierowanym przez
prof. Barbarq Przewlockq, gdzie kontynuujq badania nad rolq receptora TRPVI w b6lu, ze
szczeg6lnym uwzglgdnieniem b6lu neuropatycznego. Badania dotyczq dokfadniejszego poznania
mechanizm6w dzialania endogennych system6w, kt6re hamujq przekaz informacji b6lowej i
kt6re moglyby zostai wykorzystane w terapii. Innowacyjne podej6cie do terapii b6lu
przewleklego uwzglqdnia dualistycznq naturq endogennego liganda receptor6w TRpVI i CB1 -
anandamidu. Badania majq na celu dostarczyi nowych informacji  na temat udzialu i
zaanga2owania tych system6w w procesy b6lu neuropatycznego. Jak wynika ze statystyk
Miqdzynarodowego Towarzystwa Badania 86lu (IASP)oraz jego europejskiego oddziatu (EFtC) co
piqty europejczyk cierpi na b6l przewlekty, a jednemu na trzech pacjent6w stan ten uniemo2liwia
prowadzenie dotychczasowego i niezale2nego stylu 2ycia. 86l neuropatyczny stanowi powa2ny
problem terapeutyczny ze wzglqdu na sw6j przewlekfy charakter oraz oporno6i na leczenie
farmakologiczne wynikajqce m.in. z osfabienia przeciwb6lowego dzialania lek6w opioidowych
przy r6wnoczesnej koniecznoSci stosowania przewleklej terapii. pociqga to za sobq wzrost
prawdopodobiefstwa wystqpienia objaw6w niepo2qdanych i schorzef towarzyszqcych (np.
depresji). Z tego wzglqdu zaproponowanie nowego punktu uchwytu dla terapii b6lu
przewfeklego mo2e, oprocz dzialari poznawczych, miei tak2e du2e znaczenie spoleczne. Badania
receptora TRPV1 wskazujq na jego znamienny udziat w procesach nocyceptywnych, natomiast
niewiele wiadomo o roli endogennych agonist6w tego receptora w rozwoju i utrzymywaniu siq
b6lu neuropatycznego. Celem tej czqsci badari bylo okre6lenie roli endowaniloid6w,
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wytwarzanych w odpowiedzi na bodziec b6lowy i aktywujqcych rdzeniowe receptory TRPV1, jak

r6wnie2 zbadanie oddzialywania endowaniloid6w z receptorami CBr w rozwoju i utrzymywaniu

siq b6lu neuropatycznego. Zrozumienie rol i  endogennych agonist6w receptor6w TRPV1 i CB1

pomo2e w znalezieniu nowych, skuteczniejszych metod farmakoterapii b6lu przewlekfego,

opartych na wzmocnieniu dzialania zwiqzk6w wytwarzanych przez organizm.

W badaniach zmierzajqcych do zrozumienia plastyczno6ci ukladu nerwowego w

odpowiedzi na b6l przewlekly u2ywa siq modeli zwierzqcych b6lu neuropatycznego. Jednym z

najczqSciej stosowanych modeli obwodowej neuropatii jest model podwiqzania nerwu

kulszowego (chronic constriction injury, CCtl szczegolowo opisanY przez Bennett i Xie (1988). W

zastosowanym przez nas tym modelu b6lu neuropatycznego u szczur6w, zaobserwowano, 2e

rozw6j charakterystycznych objaw6w, tj. pojawienie siq wra2liwo3ci na bodZce nieuszkadzajqce

(alodynia) oraz zwiqkszonej wra2liwoSci na uszkadzajqce bodice dotykowe i termiczne

(hiperalgezja), nastqpuje ju2 po 2-3 dniach od podwiqzania nerwu kulszowego, a zmiany

utrzymujq siq do 28 dni (Przewlocka i wsp., 1999; Starowicz i wsp., 2002; Obara i wsp., 2010)'

Wyniki ostatnich badari wskazujq, 2e endowaniloidy dzialaja jako endogenne aktywatory

zstqpujqcych antynocyceptywnych szlak6w przewodzenia b6lu (Starowicz i wsp., 2007a). Tak

wiqc, nie tylko TRPV1, ale r6wnie2 endowaniloidy i enzymy regulujqce metabolizm, mogq byi

obiecujqcymi punktami uchwytu dla badaf farmakologicznych majqcych na celu opracowanie

skutecznych metod leczenia b6lu. Dane otrzymane przez naszE grupq badawczq wskazujq, 2e w

przeciwb6lowych wlaSciwoSciach egzogennie, a tak2e endogennie podwy2szonego poziomu

anandamidu w b6lu neuropatycznym uczestniczq mechanizmy TRPVl-zale2ne (Starowicz i wsp.,

21t2l. Wykazali6my, 2e wra2liwo6i zar6wno na bod2ce termiczne jak i mechaniczne u zwierzqt w

tym modelu b6lu neuropatycznego jest zale2na od aktywacji rdzeniowych receptorow TRPV1.

Wyniki przedstawionych badari poszerzajq wczeSniejsze obserwacje na temat efekt6w aktywacji

receptor6w TRPVI, o stwierdzenie, 2e w warunkach b6lu neuropatycznego wiqkszq rolq w

efektach anandamidu odgrywajq receptory TRPV1 ni2 CBs co mo2e byi istotnym czynnikiem w

rozwoju termicznej hiperalgezji u zwierzqt z b6lem neuropatycznym. Wfa6ciwoScite nie wynikajq

wylqcznie z bezpo6redniego dziatania anandamidu na receptory TRPVL, poniewa2 aktywno6i

anandamidu sterowana jest przez jego metabolizm, w kt6rym mogE uczestniczyi r6wnie2

enzymy inne ni2 FAAH. Na miejscowy metabolizm mo2e r6wnie2 wplywad aktywnoSd receptor6w

CBr, a tak2e obecno6d innych endowaniloid6w. Z przeglqdu l i teratury wiadomo, 2e metaboli ty

l ipoksygenzacji  anandamidu i/ lub jego pochodne: oleoyletanolamina (OEA) i

palmitoyletanolamina (PEA), kt6re mimo, 2e nie posiadajq dziafania agonistycznego wzglqdem

receptor6w CB1 i CB2 (Sheskin i wsp., 1997; Lambert i wsp., 1999; Griffin i wsp., 2000), w

odpowiedzi na anandamid nasilajq rozkurcz miqSni gladkich w Scianie naczyri krwiono5nych

wywolany aktywacjq receptor6w TRPV1 (Ho i wsp., 2008). Ekspresja TRPV1, CBl i FAAH w tych

samych kom6rkach (nieopublikowane wyniki wlasne; Ahluwalia i wsp., 2002; Binzen i wsp.,

2005) tworzy anatomicznq podstawq do modulowania funkcji  TRPV1 w oparciu o zwiqzki

uprzednio uznawane za dzialajqce wyfqcznie poprzez receptory C81.

Po wykazaniu udziafu rdzeniowych receptor6w TRPV1 w przeciwb6lowych efektach

egzogennego nardzeniowego podania anandamidu kolejnym etapem badafi byla ocena wplywu

zmian w poziomie endogennego anandamidu w rdzeniu krqgowym na przewodnictwo b6lowe u

zwierzqt z b6lem neuropatycznym i okre6lenie roli receptor6w TRPV1 w obserwowanych

efektach analgetycznych. Badania z zastosowaniem farmakologicznej modulacj i  poziomu

endogennego anandamidu przez zahamowanie jego enzymatycznej hydrolizy wywolane
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podaniem inhibitora FAAH, URB597 wykazaly jego przeciwb6lowe, dawko-zale2ne dzialanie w
testach wra2liwoSci termicznej, zar6wno na wysokq jak i niskq temperaturq. Nasze badania
wykazaly, 2e efekt analgetyczny jest zale2ny od dawki inhibitora FAAH (10 pg vs. 100 pg podane
nardzeniowo (i.t.)) oraz, 2e jest receptorowo-specyficzny i po5redniczq w nim receptory TRpVI
i/lub CBr (Starowicz iwsp., z0t1l.

Dostqpne dane sugerujq, 2e efekt analgetyczny wywotany zahamowaniem
enzymatycznego rozkladu anandamidu w warunkach in vivo jest zale2ny od dawki inhibitora
FAAH i po$redniczq w nim receptory TRPV1 i/lub CBr (Maione i wsp., 2006). W kolejnej czq5ci
badari poszerzyli6my zakres dawek URB597, aby dokladniej okre6lii rolq receptor6w TRpVI w
obserwowanych efektach analgetycznych. Efekt URB597 w dawce 200 pg (i.t.) ulegaf znacznemu
oslabieniu tylko w przypadku zablokowania receptora TRPVl (Starowicz i wsp., ZO13). Nasze
badania potwierdzajq hipotezq dotyczqcq roli endogennych ligand6w TRpVI w przeciwdziataniu
alodynii i hiperalgezji w stanach b6lu neuropatycznego i sugerujq zasadnoSi dalszych badari nad
strategiami terapeutycznymi polegajEcymi na poSredniej modulacji czynnoSci receptor6w TRpVI
(Starowicz i wsp., 2Ot2).

Dalsze eksperymenty, wykonane we wsp6lpracy z grupq kierowanE przez prof. Di Marzo
z Neapolu, miaty na celu okreSlenie poziomu endogennego anandamidu metodq chromatografi i
cieczowej sprzq2onej ze spektrometriq masowq (LC-MS) po farmakologicznej modulacji jego
poziomu w rdzeniu krqgowym zwierzqt neuropatycznych. W badania okre6lili6my r6wnie2
poziom pochodnych anandamidu: OEA - l ipidu o strukturze chemicznej podobnej do
anandamidu, PEA - nasyconego analogu zar6wno OEA jak i  anandamidu, jak r6wnie2 2-AG -
estru kwas6w tluszczowych, ze wzglqdu na wynikajqce z behawioralnej czqSci badaf przeslanki o
mo2liwym udziale innych endogennych ligand6w receptora TRPV1 w przeciwb6lowym profilu
dzialania UR8597. Poziom endogennego anandamidu w odcinku lqdlwiowym rdzenia krqgowego
szczur6w po podaniu URB597 w dawce 10 pg nie zmieniat siq (obserwowano jedynie tendencjq
do podwy2szonego poziomu anandamidu), natomiast wzrastat znamiennie w wyniku podania
URB597 w dawce 100 pg, podczas gdy poziom innych estr6w kwas6w tluszczowych: 2-AG, pEA i
OEA nie ulegal zmianie. Zahamowanie degradacji  endogennego anandamidu z zastosowaniem
wy2szej dawki inhibitora enzymu FAAH, URB597 - 200 ;rg, spowodowafo istotne obnizenie
poziomu anandamidu oraz wzrost poziomu 2-AG, PEA i OEA w rdzeniu krqgowym (Starowicz i
wsp,, 2Ot2; Starowicz i wsp., 2013).

Podsumowujqc, wyniki naszych badari farmakologicznych i biochemicznych wskazujq na
istotnq rolq receptora TRPVl w przeciwb6lowych efektach wywolanych przez substancje
oddziafujqce z systemem endokanabinoidowym w b6lu neuropatycznym oraz na udzial systemu
endowaniloidowego w przewleklych procesach b6lowych na poziomie rdzenia krqgowego
(Starowicz i wsp., 2012; Starowicz i wsp., 2013). W oparciu o tqcznq analizq wynik6w badari
behawioralnych, kt6re wykazaly efekt przeciwb6lowy po farmakologicznej modulacji poziomu
endogennego anandamidu (poprzez zahamowanie aktywnoSci gt6wnego enzymu
odpowiedzialnego za iego hydrolizq) z wynikami analizy LCMS, gdzie dawka 100 pg URB597
podwy2szala a 2O0 pg URB597 obni2ala poziom endogennego anandamidu, mo2na wysunqd
hipotezq, i2 pefne wylqczenie aktywnoSci enzymu FAAH mo2e uruchamiai mechanizmy
kompensacyjne, kt6re aktywujq alternatywne Scie2ki metabolizmu anandamidu.

Z danych l i teraturowych wiadomo, 2e anandamid ulega hydrol izie do kwasu
arachidonowego i etanolaminy. Ponadto istniejA r6wnie2 dowody wskazujqce na udzial
cykloksygenazy-2 (COX-2) i lipoksygenaz w metabolizmie anandamidu. Produktem katalizowanej
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przez COX-2 i LOX oksygenacji anandamidu sE biologicznie czynne zwiqzki takie jak

hydroperoksy-anandamid i prostamidy. Warto zaznaczyi, 2e o ile produkty oksygenacji z

udziafem COX-2 nie oddzialujq z receptorem TRPV1, to produkty lipoksygenacji anandamidu

aktywujq go (De Petrocellis i wsp., 2009; De Petrocellis i wsp., 20t2l. Potwierdzajq to m.in.

wyniki pracy Craib i wsp. (2001). Autorzy cytowanej pracy wykazali,2e za skurcz miq6ni oskrzeli

6winki morskiej wywolany podaniem anandamidu odpowiedzialny jest receptor TRPVI, a

zjawisko to bylo osfabiane w obecno6ci inhibitor6w LOX sugerujqc, 2e efekt dzialania

anandamidu jest wynikiem powstawania jego metabolit6w dzialajqcych jako agoni6ci receptora

TRPVI. Niemniej jednak brak dowod6w potwierdzajqcych, 2e w warunkach rn vivo produkty

lipooksygenacji anandamidu sq wytwarzane i 2e wiq2q siq do receptora TRPV1 powodujqc w

efekcie mierzalny efekt behawioralny. Tak wiec w oparciu o aktualny stan wiedzy i wyniki

naszych badafi mo2emy zaproponowai, 2e obserwowany efekt analgetyczny wywolany

podaniem URB597 w dawce 200 pg nie jest efektem wywofanym bezpo6redniq aktywacjq

receptor6w TRPV1 przez anandamid, ale mo2e byi sumarycznym efektem wtqczenia

alternatywnych Scie2ek metabolizmu anandamidu. Zgodnie z wysuniqtq powy2ej hipotezq w

sytuacji zahamowania aktywno6ci FAAH dochodzi do aktywacji szlaku lipoksygenacji (z udziafem

L2-/11-LOX) i wytwarzania innego/kolejnego endogennego liganda receptora TRPV1, I2-/L5-S-

HPETE (szczeg6lowy opis i rycina w Starowicz iwsp., 2007b) a dowodem na ten mechanizm jest

brak opisanych efekt6w po zastosowanie baikaleiny, inhibitora Scie2ki lipoksygenacji.

Wyniki analizy LC-MS sugerujq, 2e odmienna regulacja poziomu endogennego

anandamidu wywolana zahamowaniem jego hydrolizy w warunkach in vivo zale2y od u2ytej

dawki inhibitora FAAH dlatego okreSlili6my poziom ekspresji mRNA enzym6w biorqcych udziaf w

syntezie (NAPE-PLD) i  degradacji  anandamidu (FAAH). W badaniach uwzglqdnil i6my r6wnie2

pomiar poziomu ekspresji mRNA dla enzymu LT-/Ii-LOX- celem weryfikacji poprawno6cizalo|en

na temat udzialu alternatywnych Scie2ek rozkladu anandamidu (na drodze l ipoksygenacji).

Badania nie wykazaty istotnych r62nic w poziomie ekspresji mRNA dla NAPE-PLD i FAAH, podczas

gdy istotnie wzrastal poziom 5-, !2- i L5-LOX w rdzeniu krqgowym szczur6w neuropatycznych w

por6wnaniu do zwierzqt kontrolnych (Starowicz i wsp., 2013). W eksperymentach z

zastosowaniem techniki Western blot wykazali5my brak istotnych ro|nic w poziomie bialka dla

receptor6w TRPV1 i CB1 oraz dla enzymu NAPE-PLD w grzbietowej czq6ci rdzenia krqgowego w

modelu CCI b6lu neuropatycznego. Natomiast analiza densytometryczna dla FAAH wykazala

spadek, a dla 12-LOX wzrost poziomu biatka (Starowicz iwsp., 2013).

W celu identyfikacj i  neuron6w odpowiedzialnych za mechanizm proponowanego udzialu

alternatywnych dr6g metabolizmu anandamidu w przeciwb6lowym profi lu dzialania zwiqzku

URB597 przeprowadziliSmy badania z zastosowaniem potr6jnych barwieri

immunohistochemicznych okre6lajqcych stopieri kolokalizacji FAAH, TRPV1 i 15-LOX w rogach

grzbietowych rdzenia krqgowego. Wyniki przeprowadzonych badari immunohistochemicznych

wykazujq immunoreaktywno6i neuron6w rdzeniowych dla TRPVL, FAAH i 15-LOX. Co wiqcej,

pomiary wewnqtrzkom6rkowego poziomu wapnia w stabilnie transfekowanych szczurzym

TRPV1-cDNA kom6rkach HEK-293 wskazujq na funkcjonalnq aktywacjq TRPV1 przez 15-S-HPETE

wywolujqcq naptyw jon6w wapnia do kom6rki (Starowicz i wsp., 2013).

Odkrycie i charakterystyka endogennych

stwarza nowy kierunek dla rozwoju lek6w

katabolizmu endokanabinoid6w, dzialajqcych na

system6w kanabinoidowego i waniloidowego
przeciwb6lowych opartych na hamowaniu

wiqcej ni2 jeden cel molekularny. Strategia
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omuajaca bezpo6rednie dziafanie na receptory CB1 oraz zwiqzane z tym czqste wystqpowanie
objaw6w niepo2qdanych stwarza mo2liwo6i bezpieczniejszego przej$cia od badari
podstawowych do kliniki.

Gl6wne osiqgniqcia naukowo-badawcze:
L Nasze badania udowadniajq istnienie neuron6w "endowaniloidoergicznych" w

neuronach piramidalnych hipokampa w obszarze CA3 oraz w kom6rkach purkinjego w
m62d2ku. PokazaliSmy, 2e zwiqzki endogennie aktywujqce receptor TRpV1, w
szczeg6lnoSci anandamid, NADA i 12-s-HpETE moga dziala( na wzor
wewnqtrzkom6rkowych przekalnik6w sygnatu i neuromodulator6w. Endowaniloidy
mogq byi produkowane i/lub ulegai degradacji w tych samych kom6rkach m6zgu myszy,
kt6re wyra2ajq ekspresjq receptora TRPVI (Cristino iwsp., ZOOS).

2. Wyniki analizy LCMS sugerujq, 2e odmienna regulacja poziomu endogennego
anandamidu wywofana zahamowaniem jego hydrolizy warunkach in vivo zale2y od
u2ytej dawki inhibitora FAAH. Dlatego dokladna analiza udzialu zar6wno klasycznych jak i
alternatywnych Scie2ek syntezy i degradacji anandamidu powinny byi brane pod uwagq
w planowaniu kolejnych badari (starowicz iwsp.,2012; starowicz iwsp., 2oLg).

3. Nie zaobserwowali6my istotnych zmian w poziomie ekspresji genu FAAH, natomiast
wykazali6my istotny wzrost poziomu 5-, !2- i 15-LOX w rdzeniu krqgowym szczur6w
neuropatycznych w por6wnaniu do zwierzqt kontrolnych. Wyniki wstqpnych bada6
immunohistochemicznych wykazujq immunoreaktywno6i neuron6w rdzeniowych dla
TRPVI, FAAH i 15-LOX (Starowicz iwsp.,2013).

4. Wstqpne pomiary wewnqtrzkom6rkowego poziomu wapnia w stabilnie transfekowanych
szczurzYm TRPVI-cDNA kom6rkach HEK-293 wskazujq na funkcjonalnq aktywacjq TRpVI
przezl2-/I5-S-HPETE wywolujqcq naplyw jon6w wapnia do kom6rki (Starowicz i wsp.,
2013).

5. ScharakteryzowaliSmy grupe produkt6w utleniania kwasu l inolowego: 9- i  13-
hydroksynadtlenk6w (HODE) jako endogennych agonist6w receptora TRpVI i
okre6li l iSmy ich wlasno6ci w por6wnaniu z najszerzej opisanym
endowani loidem/endokanabinoidem: anandamidem. Do6wiadczenia na stabi lnie
transfekowanych szczurzym lub ludzkim rekombinowanym receptorem TRpVI
kom6rkach HEK-293 wykazaty, 2e enancjoselektywnoSi i selektywno6i HODE wzglqdem
TRPV1 jest ni2sza ni2 anandamidu. W zwiqzku z powy2szym anandamid nadal powinien
by(. rozwa2any jako najselektywniej dziatajqcy endowaniloid (De petrocellis i wsp.,
2Ot2).

6. Niewqtpliwie ciekawym i niezbadanym dotychczas zagadnieniem wydaje siq byi udzial
al ternatywnych dr6g metabol izmu anandamidu w przeciwb6lowym prof i lu dziafania
zwiqzku UR8597. Nasza hipoteza dotyczqca wlqczenia alternatywnych Scie2ek
metabol izmu anandamidu w sytuacj i  zahamowania aktywnoSci FAAH (gl6wnego enzymu
hydrol izujqcego anandamid),  wydaje siq byi  poprawna. Jak wykazal i6my w badaniach
behawioralnych obserwowany efekt analgetyczny wywotany podaniem URB597 w
najwy2szej stosowanej dawce, nie jest efektem wywofanym bezpo5redniq aktywacjq
receptor6w waniloidowych TRPVL a przedstawia mechanizm o zfo2onym podfo2u (efekt
oslabiony w obecno6ci inhibitora Scie2ki lipoksygenacji) (Starowicz i wsp., 2Ot2;
Starowicz i wsp., 2013).
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przeprowadzili3my jedne z pierwszych badari okreSlajqce rolq receptor6w TRPV1 i ich

endogennych l igand6w w zstqpujqcych szlakach b6lowych. Wyniki naszych badafi

wskazujq, obecno6i receptor6w TRPV1 na neuronach glutaminianergicznych w szklaku
pAG-RVM, co wiqcej w RVM znajdujq siq one w bliskim sqsiedztwie zakoriczef

GABAergicznych. Zaktywowane neurony TRPV1 zlokalizowane w VL-PAG uwalniajq

glutaminian w RVM, tym samym aktywujqc kom6rki OFF. Zaobserwowali6my, 2e TRPVL

w toniczny spos6b kontroluje aktywnoSi d169 glutaminianergicznych w strukturach pnia

m6zgu: PAG-RVM r6wnocze6nie hamujqc nocycepcjq (Starowicz iwsp., 2OO7a)'

Pochodnq do6wiadczeri nad rolq endowaniloid6w w strukturach VL-PAG i RVM byfo

zbadanie interakcji pomiqdzy receptorami TRPV1 z jednym z gf6wnych uklad6w

zaanga2owanych w proces nocycepcji tj. z systemem opioidowym. Pokazali6my, 2e

aktywacja receptora opioidowgo typu p nie tylko aktywuje kom6rki OFF oraz po5rednio

(ze wsp6tudziafem ukladu GABA-ergicznego) wywoluje supresjq kom6rek ON, ale

r6wnie2 funkcjonalnie oddzialuje z ukladem receptorowym TRPVl nasilajqc zwiqkszenie

uwalniania glutaminianu do RVM. Sq to jedne z pierwszych badai wykazujqce pozytywnA

interakcjq pomiqdzy receptorami MOP iTRPVI (Maione, Starowicz iwsp.,2009).

Bardzo wa2nym wynikiem prowadzonych przez nas badaf jest opisanie nowego,

zlo2onego mechanizmu dziafania endogennie wytwarzanego anandamidu w

przewlekfych stanach b6lowych (Starowicz i wsp., 2013). Wielokierunkowe dzialanie

anandamidu, w warunkach calkowitej farmakologicznej blokady gf6wnego enzymu

zaanga2owanego w jego degradacjq, enzymu FAAH, zwiqzane jest z syntezq L5-hydroksy-

a na nda m idu oddzialujqcego z receptorami TRPVL.
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11. Stypendium programu Wsp6lnoty Europejskiej "Neurotrain - Neuroscience Training in

Europe"; Wiederi, Austria, lipiec 2007

12. Nagroda Polskiego Towarzystwa Badania Ukladu Nerwowego za poster prezentowany

na 8 Miqdzynarodowym Zieldzie PTBUN, (przyznano 2 nagrody); Krak6w, Polska,

wrzesief 2007
13. Nagroda programu POWROTHOM|NG Fundacji  na Rzecz Nauki Polskiej, programu

adresowanego do badaczy powracajqcych z dlu2szego zagranicznego pobytu naukowego

celem dynamizowania rozwoju ich karier naukowych w kraju; Warszawa, Polska,

wrzesieri 2007

1-4. Wyr62nienie plakatu ,,Role of TRPVl vanilloid receptor in analgesic effects of

cannabinoid CB1 receptor agonist in neuropathic pain" przez Zarzqd Gf6wny PTBB

podczas lV Sympozjum: ,,Postqpy w leczeniu b6lu"; Zakopane, Polska, pa2dziernik 2009

15. Nagroda za najlepszE prace przeglqdowq opublikowanE w kwartalniku PTBB "861";

Krak6w, Polska, luty 2010

16. Wyr62nienie przez Komitet Naukowy zgloszenia na Gordon Research Conference i

zaproponowanie wykladu w sesji  , ,Endocannabinoids and the Spinal and SupraSpinal

Control of Pain" prowadzone j przez prof. Andreq Hohmann; Les Diablerets, Szwajcaria,

maj 2011
LT.Otrzymanie presti2owego stypendium LIDER przyznanego przez Narodowe Centrum

Badari i Rozwoju; Warszawa, Polska, kwiecied 2011

18. Nagroda za najlepszq prezentacjq na 22-gim Zle2dzie ICRS ,,Achievement award for

outstanding scientific presentation"; Freiburg, Niemcy, lipiec 2012

19. Stypendium habil i tacyjne 12-tej edycji  konkursu L'Oreal Polska dla Kobiet i  Nauki;

Warszawa, Polska, listopad 2012

20.Zaproszenie do grona wykladowc6w XXX Szkoly Zimowej Instytutu Farmakologii PAN w

Kra kowie,, 86 | przewlekly, mecha n izmy, tera pia "

21". Taproszenie do grona wykladowc6w 10th European Pain School, letniej szkoly pod

patronatem IASP oraz FENS/IBRO dla doktorant6w i mlodych post-dok6w, kt6ra

odbqdzie siq w czerwcu 2013 roku w Sienie (Wfochy)

Ponadto bylam adresatem stypendi6w konferencyjnych czq6ciowo finansujqcych m6j udziat:

L. W konferencji  Intrenational Narcotic Research Conference (INRC), Perpignan, Francja,

kwieciefi 2003
2. W 11-tym Swiatowym kongresie ds. B6lu (World Congress on Pain), Sydney, Australia,

kwiecief 2005
3. W 1-6-tym Zje2dzie International Cannabinoid Research Society (ICRS),Tihany, WQgry,

marzec 2006
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4. W 17-tym Zleidzie InternationalCannabinoid Research Society (ICRS), Montreal, Kanada,
marzec2OOT

5. W European Opioid Conference (EOC), Ferrara,Wfochy, marzec 200g
6. W 19-tym Zieldzie International Cannabinoid Research Society (ICRS), Chicago, USA, maj

2009
7. W zieidzie European Federation of IASP Chapters (EFIC), Lizbona, Portugalia, maj 2009
8. W 13-tym Swiatowym kongresie ds. B6lu (World Congress on Pain); Montreal, Kanada,

luty 2010
9. W 20-tym Tieidzie International Cannabinoid Research Society, Lund, Szwecja, lipiec

20LO
10. W Gordon Research Conference "Cannabinoid Function in the CNS", Les Diablerets,

Szwajcaria, maj2OL1,

Wygloszenie refe rat6w na miqdzyna rodowych i krajowych konfere ncjach tematycznych :
2002
Melanocortin and CRF receptor antagonists reverse morphine tolerance in rats. ZZ-ZS.
05.2002: L2the Annual Meeting of the European Neuropeptide Club, Olsztyn, polska

2003
The role of melanocort ins and theirs receptors in nociception.6th international congress of
the Polish Neuroscience Society, Warszawa, polska

2004
Modulacja b6lu a interakcje pomiqdzy melanokortynami i  opioidami. y Zlazd polskiego
Towarzystwa Badania 86lu, Wroclaw, polska

Melanocort ins in chronic pain. 50 lat Instytutu Farmakologii  PAN - Oblicza Krakowskiej
Neuropsychofarmakologii: Neurobiologiczne mechanizmy b6lu przewleklego. Krak6w, polska

2007
Tonic endovanil loids faci l i tat ion of glutamate release in brainstem descending
anit inocicepotivepatways. 17h Annual Symposium on the Cannabinoids, International
Cannabinoid Research Society, St-Sauveur, (eu6bec), Kanada

Endovanil loids form a network with opioids in PAG-RVM descending pain pathways.
8lnternational Narcotic Research Conference, Berl in, Niemcy

Endocannabinoid/endovanil loid affect descending nociceptive pathway via both CB1 and
TRPV1 receptors and form networks with opioids in the PAG-RVM circuit.Vl Zjazd polskiego
Towarzystwa Badania 86lu, Krak6w, polska

2009
Anandamide-induced analgesia through a spinal TRPVl-dependent mechanism in
neuropathic rats.L9th Annual Symposium of the International Cannabinoid Research Society,
St. Charles/Chicago, USA
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20to
Anandamide - a dual player at spinal CB1 cannabinoid and vanil loid TRPV1 receptors.

European Neuropeptide Club, Pecs, Wqgry

Inhibitors of fatty-acid amide hydrolase suppres neuropathic pain symptoms through spinal

endocannabinoid/endovanil loid mechanisms - role of l ipoxygenases. Centre for

Neuroscience, University of Dundee, Wielka Brytania

20t1,
Anandamide attenuates neuropathic pain symptoms by spinal TRPV1 and CB1 receptor

activation, 13th Conference of Hungarian Neuroscience Society, Budapeszt, Wegry

Response of spinal TRPV1 and CB1 receptors in a rat model of neuropathic pain depends on

anandamide concentration, European Winter Conference on Brain Research (EWCBR).

Wyklad w sesji  "Recent advances in understanding of peripheral and spinal nociceptive

mechanisms of pathological pain". I2-I9.O3.2O11, Les 2 Alpes, Francja

20L2
Regulation of TRPV1 responsiveness to anadamide and other endovanil loid in neuropathic

pain. European Winter Conference On Brain Research, Vil lars Sur Ollon, Szwajcaria

OMDML98, a compound targeting both TRPV1 and fatty acid amide hydrolase: a new pain

management strategy in osteoarthrit is? 22nd Annual Symposium on the Cannabinoids,

International Cannabinoid Research Society, Freiburg, Niemcy

20t3
Rola receptor6w waniloidowych TRPV1 i kanabinoidowych CBl i  ich endogennych l igand6w w

procesach b6lowych, XXX Szkola Zimowa Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie ,,861
przewlekty, mechanizmy, terapia"

Staie naukowe:
2005-2007 Endocannabinoid Research Group, lstituto di Chimica Biomolecolare, Consiglio

Nazionale delle Ricerche, Pozzuoli ,  Wtochy,prof. Vincenzo Di Marzo

2005 Rudolf Magnus Insti tute for Neuroscience, Department of Medical Pharmacology and

Anesthesiology, Utrecht University Holandia, prof. RogerAdan i prof. Wil lem HendrikGispen

2OO4 Berlin Klinik fi.lr Anaesthesiologie und operative Intensivmedizin, Charite-

Universitdtsmedizin Berl in, Campus Benjamin Franklin, Niemcy, prof. Christoph Stein

2001 Rudolf Magnus Insti tute for Neuroscience, Department of Medical Pharmacology and

Anesthesiology, Utrecht University Holandia, prof. Roger Adani prof. Wil lem Hendrik Gispen
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Wykfady monograficzne:
2010
Anandamid: endogenny agonista receptor6w kanabinoidowych CB1 i waniloidowych TRpVL-
Instytut Farmakologii PAN w Krakowie

20L2

Nowa strategia farmakoterapii choroby zwyrodnieniowej staw6w: receptory TRPVI i CBl jako
cele inte rwencji fa rma kologicznej. I nstytut Fa rma ko logii pAN w Kra kowie

Recenzowanie projekt6w i publikacji:
Bylam recenzentem prac naukowych przesylanych do czasopism Current Topics in
Pharmacology, Pharmacology&Therapeutics, Neuroscience Letters, Eur J pharmacol oraz
Pharmacologica I Reports.
Bylam r6wnie2 recenzentem grantu National Institute of Academic Anaesthesia (NIAA)

Przebieg pracy przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora:
Studia na kierunku Biotechnologii  na Wydziale Biologii  i  Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagiellofskiego rozpoczqlam w 1996 roku. Po czwartym roku studi6w wyjechalam na
p6troczne stypendium do Uppsala Biomedical Centre, gdzie prowadzitam eksperymenty,
kt6rych celem byto por6wnaniu skladu bialkowego frakcji mikrosomalnej z ciq2kq frakcjq
retikulum endoplazmatycznego (ER) oraz pr6by identyfikacj i  enzymu odpowiedzialnego za
trawienie haptoglobiny w ER w liniach kom6rkowych COS-L, HepG2 oraz w hepatocytach.
Studia ukodczylam w 2000 roku, uzyskujqc dyplom magistra biotechnologii ze specjalno$ciq
biologia molekularna. Gl6wnym wynikiem pracy magisterskiej zatytulowanej,,Studies on the
rapidly sedimenting fraction of the endoplasmic reticulum" bylo zidentyfikowanie grupy
docelowych biafek odpowiedzialnych za proces proteolitycznego trawienia haptoglobiny.
Metodq wirowania r62nicowego wykazali5my, 2e wiqkszo6i aktywnoSci proteolitycznej
znajdowala sie w blonach ciq2kiej frakcji ER, sedymentujqcej w os6b podobny do
mitochondriow (tzw. The mitochondria-associoted ER membrone). BezpoSrednio po zdaniu
egzaminu magisterskiego rozpoczqlam 4-letnie studia doktoranckie w ramach projektu
bqdqcego wsp6fpracq pomiqdzy Akademiq Medycznq w Utrechcie (Holandia) a
Miqdzynarodowym lnstytutem Biologii Molekularnej i Kom6rkowej UNESCO/pAN w
Warszawie. Zostalam oddelegowana do pracy w Krakowie i zatrudniona na stanowisku
asystenta w Zakladzie Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu Farmakologii pAN w
Krakowie. Celem moich badari bylo okre6lenie udzialu systemu melanokortynowego w b6lu
neuropatycznym oraz wzajemnych relacji miqdzy systemem melanokortynowym a
opioidowym w b6lu przewlektym. DoSwiadczenia stanowiqce podstawq mojej rozprawy
doktorskiej byfy prowadzone w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie w Zespole
Neurofarmakologii Molekularnej pod kierownictwem Prof. Ryszarda przewlockiego we
wsp6lpracy z prof .  Wil lemem H. Gispenem z Akademii Medycznej w Utrechcie (Holandia).
Badania pozwolily na poznanie udziafu systemu melanokortynowego w procesach b6lowych,
ze szczeg6lnym uwzglqdnieniem b6lu przewlektego (Starowicz i wsp., 2OO ) jak r6wnie2 na
zbadanie interakcji na poziomie rdzenia krqgowego miqdzy systemem melanokortynowym a
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opiodowym (Starowicz i wsp., 2OO2; Starowicz i wsp., 2005). W podsumowaniu, badania

wskazaty po raz pierwszy obecnoS6 receptora MC4 w DRG oraz modulacjq jego ekspresji pod

wplywem uszkodzenia nerwu kulszowego. Fakt zachodzenia tych zmian jedynie po stronie

uszkodzenia oraz korelacja ze zmianami efektywno6ci ligand6w Swiadczy o wa2nej funkcji

melanokortyn i receptora MC4 w rozwoju b6lu neuropatycznego. Pracq doktorskq

zatytutowanq ,,Evidence for the involvement of MC4 receptors in the central mechanisms of

opioid antinociception" obronitam w 2005 roku na Uniwersytecie w Utrchecie w Holandii .

Przebieg pracy po uzyskaniu stopnia naukowego doktora:

Po uzyskaniu tytulu doktora nauk medycznych na Uniwersytecie w Utrechcie odbytam sta2

podoktorski w Insti tute of Biomolecular Chemistry CNR w Pozzuoli  w zespole

Endocannabinoid Research Group pod kierownictwem prof. Vincenzo Di Marzo.

Kontynuujqc moje zainteresowanie w obszarze poszukiwania skutecznych substancji w

leczeniu b6lu zainicjowalam badania nad rolq receptor6w wanil loidowych TRPVl

zlokalizowanych w o6rodkowym ukfadzie nerwowym. Po zakofczeniu staiu

podoktorskiego, w pa2dzierniku 2007 roku zostalam zatrudniona na stanowisku adiunkta w

Takladzie Farmakologii B6lu lF PAN w Krakowie, kierowanym przez prof. Barbarq

Przewlockq, gdzie kontynuujq badania nad rolq ukladu endowaniloidowego i

endokanabinoidowego w procesach b6lowych, ze szczeg6lnym uwzglqdnieniem b6lu

neuropatycznego, co w znacznym stopniu stanowi podstawq opisanego powy2ej osiqgniqcia

naukowego. Ostatnio krqg moich zainteresowaf zostal poszerzony o nowe zagadnienie

badawcze dotyczqce zwyrodnieniowej choroby staw6w (osteoratretyzm, OA). Brak

skutecznej terapii  dla tego schorzenia stwarza pi lnq potrzebq zaproponowania

nowatorskiego leczenia OA. Mo2na to osiqgnqi poprzez lepsze zrozumienie funkcjonalnej

interakcj i  pomiqdzy receptorami kanabinoidowymi i  waniloidowymi w trakcie rozwoju i

trwania tej choroby. Chod wiodqcym podejSciem do opracowywania lek6w jest

projektowanie zwiqzk6w selektywnych dla danego celu, zwiqzki dzialajqc na wiqcej ni2 jeden

komponent biologiczny mogq wykazywa( wiqkszq skutecznoSi ni2 standardowe zwiqzki

selektywne. Najnowsza ocena szeregu karbaminianowych i mocznikowych pochodnych

piperazyny, doprowadzila do syntezy OMDM-198, nowatorskiego zwiqzku o ,,podw6jnym
dzialaniu", aktywnego zar6wno wzglqdem FAAH, jak i TRPV1. Badania oceniajqce

potencjalne korzy6ci wyplywajqce z zastosowania OMDM-198 w patologii stawu

kolanowego, bedq nie tylko istotne dla terapii ,  ale te2 dla zrozumienia mechanizm6w

prowadzqcych do przewlekfego b6lu u pacjent6w z OA.
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