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1. Imie i nazwisko:

Katarzyna Starowicz-Bubak

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

Magister Biotechnologii

Data uzyskania tytutu zawodowego: 10.05.2000, Krakéw, Polska

Tytut zawodowy: Magister Biotechnologii Specjalnos¢: Biologia Molekularna (doéwiadczalna
czgs¢ pracy zostata wykonana w Department of Medical Biochemistry and Microbiology, Uppsala
Biomedical Center, Szwecja)

Doktor nauk medycznych

Studia doktoranckie prowadzone w ramach miedzynarodowego programu doktora nckiego
wspolnego dla Miedzynarodowego Instytutu Biologii Molekularnej i Komorkowej UNESCO/PAN
w Warszawie oraz dla Akademii Medycznej Uniwersytetu w Utrechcie. Promotor ze strony
polskiej: prof. dr hab. Ryszard Przewtocki; promotor ze strony holenderskiej: prof. Willem
Hendrik Gispen.

Data uzyskania stopnia naukowego: 04.04.2005, Utrecht, Holandia. Tytut rozprawy doktorskie;j:
»Evidence for the involvement of MC4 receptors in the central mechanisms of opioid
antinociception”.

Zgodnie z ustawq z dn. 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach
I tytule w zakresie sztuki, rozdz. 2 art. 24.1 stopieri nadany przez Uniwersytet w Utrechcie jest
réwnowazny ze stopniem naukowym o ktérym mowa w ustawie.

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

2000-2004 Asystent w Zakfadzie Neurofarmakologii Molekularnej w Instytucie Farmakologii PAN
w Krakowie

2005-2007 Post-doc w Zespole Endocannabinoid Research Group, Istituto di Chimica
Biomolecolare CNR, Pozzuoli we Wioszech

od 2007 Adiunkt w Zakfadzie Farmakologii Bélu w Instytucie Fa rmakologii PAN w Krakowie



Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 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 65, poz. 595 ze zm.):

a ) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego

Przedstawionym do oceny osiggnieciem jest cykl publikacji sktadajacy si¢ z 8 prac
opublikowanych w latach 2007 — 2013, o tacznym IF rownym 42,212 (wg MNiSW: 242
punkty) dotyczacy zagadnienia ,Rola receptoréw waniloidowych TRPV1 i
kanabinoidowych CB1 i ich endogennych ligandéw w procesach bélowych”.

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

Starowicz K, Maione S, Cristino L, Palazzo E, Marabese |, Rossi F, de Novellis V, Di Marzo
V. Tonic endovanilloid facilitation of glutamaterelease in brainstem descending
antinociceptive pathways. J Neurosci. 2007;27(50):13739-49. (IF: 7,49; MNiSW: 24 )

Maione S*, Starowicz K*, Cristino L, Guida F, Palazzo E, Luongo L, Rossi F, Marabese |, de
Novellis 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;101(5):2411-22. *Oznacza autoréw z rownym wkiadem
w publikacie. (IF: 3,483; MNiSW: 24)

Cristino L, Starowicz K, De Petrocellis L, Morishita J, Ueda N, Guglielmotti V, Di Marzo V.
Immunohistochemical localization of anabolic and catabolic enzymes for anandamide
and other putative endovanilloids in the hippocampus and cerebellar cortex of the
mouse brain. Neuroscience. 2008; 19;151(4):955-68. (IF: 3,556; MNiSW: 20)

Starowicz K, Makuch W, Osikowicz M, Pisticelli F, Petrosino S, Di Marzo V, Przewtfocka B.
Spinal anandamide products analgesia in neuropathic rats: possible CB1- and TRPV1-
mediated mechanisms” Neuropharmacology 2012; 62(4):1746-55. (IF: 4,814; MNiSW:
35)

Starowicz K, Makuch W, Korostynski M, Malek N, Slezak M, Zychowska M, Petrosino S,
De Petrocellis L, Cristino L, Przewtocka B Di Marzo V. Full inhibition of spinal FAAH leads
to TRPV1-mediated analgesic effects in neuropathic rats and possible lipoxygenase-
mediated remodeling of anandamide metabolism. PLoS One 2013. doi
10.1371/journal.pone.0060040 [Epub ahead of print] (IF: 4,092; MNiSW: 40)

De Petrocellis L, Schiano Moriello A, Starowicz K, Di Marzo V. A re-evaluation of 9-HODE
activity at TRPV1 channels: enantioselectivity, effects at other TRP channels and
potential role in sensory neurons. Br J Pharmacol. 2012;167(8):1643-51. (IF:4,409;
MNiSW: 30)

Starowicz K, Nigam S, Di Marzo V. Biochemistry and pharmacology of endovanilloids.
Pharmacol Ther. 2007;114(1):13-33. (IF:7,968; MNiSW: 24)



Starowicz K, Przewlocka B. Suppression of neuropathic pain-related behavior by
pharmacological modulation of the spinal endocannabinoid/endovanilloid system, Philos
Trans R Soc Lond B Biol Sci. 2012;367(1607):3286-99. (IF: 6,4; MNiSW: 45)

c) oméwienie celu naukowego/artystycznego ww pracy/prac i osiggnietych wynikéw wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Uwaga: pozycje literatury zaznaczone w tekscie pogrubiong czcionkg stanowiqg
podstawe osiggniecia naukowego

Prowadzone przeze mnie badania dotycza endogennych systeméw, ktére uczestnicza w
przekazie informacji bolowej. Wykazanie podobiefstwa w budowie chemicznej kapsaicyny,
liganda receptora wanilloidowego oraz anandamidu, liganda receptora kanabinoidowego,
zapoczatkowato serig badan przedstawiajgcych anandamid jako nowe, cenne narzedzie do
leczenia bolu. Zwigzki wykazujace powinowactwo do receptora waniloidowego TRPV1 zwane
endowaniloidami (Starowicz i wsp., 2007b; Starowicz i wsp., 2008) stanowig niezwykle ciekawg
grupg modulatorow proceséw nocyceptywnych i mogg by¢ wytwarzane w odpowiedzi na
réznorodne bodice bélowe. W niniejszym omdéwieniu chciatabym przedstawi¢ moje badania,
ktérych celem byto okreélenie roli endowaniloidéw, a szczegélnie wspdlnego zbioru
endogennych zwigzkéw nazwanych tez endokanabinoidami w procesach bélowych oraz
wskazanie nowych mozliwosci wykorzystania tych substancji w terapii bélu przewlektfego.
Badania te obejmujg prace doswiadczalne majagce na celu opisanie wielu elementéw
charakteryzujgcych endowaniloidy oraz ich funkcje. Oméwione zostang takie problemy jak:
ekspresja i rozmieszczenie enzymow anabolicznych i katabolicznych anandamidu i innych
potencjalnych endowaniloidéw w wybranych strukturach os$rodkowego ukfadu nerwowego
(OUN) oraz udziat anandamidu w przewodnictwie nocyceptywnym i w modulacji przewlektego
b6lu (Cristino i wsp., 2006; Starowicz i wsp., 2007a; Maione, Starowicz i wsp., 2009).
Omowiona zostanie rowniez charakterystyka dziatania anandamidu i innych eikozanoidéw jako
endogennych ligandéw receptora TRPV1 w warunkach in vitro (de Petrocellis i wsp., 2012) a
takze ocena wptywu egzo- i endogennego anandamidu na przewodnictwo bélowe u zwierzat z
bélem neuropatycznym i okredlenie roli receptoréw TRPV1 w obserwowanych efektach
analgetycznych w warunkach in vivo (Starowicz i wsp., 2012; Starowicz i wsp., 2013). Powyzsze
dane eksperymentalne bedg podstawa do wskazania nowych mozliwosci terapii bélu
neuropatycznego. Badania obejmuja réwniez krytyczny przeglad literatury majacy na celu
zrozumienie roli endogennych agonistéw receptora TRPV1 (Starowicz i wsp., 2007b) oraz
informacji na temat udziatu i mozliwych zastosowan endowaniloidéw w modulacji bélu
neuropatycznego (Starowicz i Przewtocka, 2012).

Uktad endokanabinodowy

Lecznicze wiasciwosci zwigzkéw zawartych w Cannabis sativa byty wykorzystywane od
tysigcy lat w leczeniu cierpigcych na rézne choroby ludzi i zostaty opisane juz w 2737 r pne w
Chinach za panowania dynastii Shen Nung. Jednak szczegétowy opis i odkrycie tego ewolucyjnie
»Starego” systemu sygnalizacji wewnatrzkomérkowej, tj. uktadu endokanabinoidowego, zajeto
stosunkowo  duzo czasu. Pierwszym krokiem w kierunku odkrycia  systemu



endokanabinoidowego byty prace prof. R. Mechoulam, chemika z Uniwersytetu Hebrajskiego w
Jerozolimie, ktéry w 1964 r. wyizolowat z Cannabis sativa gtéwny psychoaktywny sktadnik, AS-
tetrahydrokanabinol (A9-THC) oraz okreslit jego lipidowq strukture (Goani i Mechoulam, 1964).
Kolejne badania prowadzone przez grupe A. Howlett z Uniwersytetu St. Louis opisaly
wyspecjalizowane miejsca wigzace A9-THC na powierzchni komdrek mézgu (Devane i wsp.,
1988), znane dzi$ jako receptory kanabinoidowe CB,. Odkrycia te doprowadzity do sklonowania
dwoch typdw receptorow kanabinoidowych: CB; oraz CB, (Matsuda i wsp., 1990; Munro i wsp.,
1993).

Kolejnym waznym odkryciem byto scharakteryzowanie w 1992 roku (28 lat po
zidentyfikowaniu A9-THC) pierwszego endogennego kanabinoidu, N-arachidonylethanolamidu
(anandamidu: od stowa , szczescie” w Sanskrycie) (Devane i wsp., 1992), a nieco pdzniej opisanie
2-arachidonylglycerolu (2-AG) jako kolejnego endokanabinoidu (Mechoulam i wsp., 1995).
Réwnie waznym krokiem byto opracowanie narzedzi farmakologicznych modulujgcych dziatanie
receptora CB; oraz wyhodowanie transgenicznych myszy pozbawionych tego receptora.
Niezaleznie 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, ze cze$¢ efektdw A9-THC zostata zniesiona u myszy pozbawionych
receptora CB, (Ledent i wsp., 1999; Zimmer i wsp., 1999).

Endokanabinoidy zaréwno chemicznie jak i funkcjonalnie réznig sie od A9-THC.
Endogenni agonisci receptoréw CB, i CB; dziataja jako miejscowe mediatory chemiczne oraz sg
syntetyzowane z lipiddw btonowych ,na zadanie” (van der Stelt i wsp., 2005). W odréznieniu od
hormondéw lub neuropeptydéw endokanabinoidy dziatajg w sposéb auto- lub parakrynny; nie sg
magazynowane jak neuroprzekazniki (sa natychmiast metabolizowane); na skutek depolaryzacji i
naptywu jondw wapnia s3 uwalniane do przestrzeni synaptycznej; oddziatujg na receptory CB; w
btonie presynaptycznej i hamuja uwalnianie neuroprzekainikéw z btony presynaptycznej
(dziatajg jako neuroprzekaznik wsteczny: hamuja uwalnianie kwasu y-aminomastowego, kwasu
glutaminowego, noradrenaliny i serotoniny) (Piomelli, 2003). Prekursor fosfolipidowy jest
substratem dla obu tych substancji nalezgcych do najlepiej poznanych dotychczas endogennych
kannabinoidéw: anandamidu i 2-AG. W biosyntezie anandamidu bierze udziat N-acylo-
fosfatydylo-etanolamino-selektywna fosfolipaza D (NAPE-PLD), w biosyntezie 2-AG: lipaza
diacyloglicerolu (DAGL). W inaktywacje tych zwigzkéw zaangazowana jest hydrolaza amidow
kwaséw ttuszczowych (FAAH dla AEA) lub lipaza monoglicerolowa (dla 2-AG) (Cravatt i wsp.,
1996; Giuffrida i wsp., 2001). Podsumowujgc, uktad endokanabinoidowy obejmuje receptory
kanabinoidowe (CB,i CB,), ich naturalne ligandy (endokanabinoidy) oraz enzymy zwigzane z ich
synteza, wychwytem i degradacja.

Podobienstwa strukturalne pomiedzy endogennymi ligandami CB; i

TRPV1: anandamidem i kapsaicyng

Badania korelujgce podobieristwa strukturalne pomiedzy kanonicznym ligandem TRPV1
— kapsaicyng — a lipidowymi sktadnikami uktadu endokanabinoidowego, w szczegdlnosci
anandamidu, rozpoczely nowg ere badan, poprzez zasugerowanie istnienia wzajemnych
oddziatywan pomiedzy systemem receptordow CB; i TRPV1. Receptory kanabinoidowe i receptor
TRPV1 zidentyfikowano w ramach badan nad mechanizmem dziatania dwodch roslinnych
produktoéw naturalnych: psychoaktywnego sktadnika konopi siewnych (Cannabis sativa) — A9-



THC i draznigcego/piekacego sktadnika papryki rocznej (Capsicum annuum) - kapsaicyny.
Receptory te nalezg do zupetnie réznych rodzin biatek — receptory CB, i CB, sg posiadajgcymi
siedem domen transbtonowych receptorami sprzezonymi z biatkami G (GPCR) (Howlett, 2005),
za$ receptor TRPV1 jest posiadajgcym szes¢ domen transbtonowych kanatem kationowym
nalezgcym do nadrodziny kanatow TRP, do podrodziny kanatéw TRPV (Latorre i wsp., 2007).

Pierwszym dowodem na aktywnos¢ endokanabinoidow wzgledem receptora TRPV1 byto
zidentyfikowanie anandamidu jako liganda TRPV1 (Zygmunt i wsp., 1999). Stwierdzono, ze
réwniez inny endokanabinoid, N-acylodopamina (NADA), posiada petng aktywnos¢ jako agonista
receptora TRPV1 (Huang i wsp., 2002; Chu i wsp., 2003). Najnowsze dane literaturowe wskazuja,
ze ligandy receptoréw kanabinoidowych ulegajg orto- i/lub allosterycznym oddziatywaniom z
innymi receptorami nalezgcymi do rodziny GPCR np. z receptorami sierocymi GPR55, (de-
orphanized receptors), kanatami jonowymi czy z receptorami aktywowanymi przez czynniki
powodujgce proliferacje peroksysomow (receptory PPAR) (Pertwee i wsp., 2010; Di Marzo i De
Petrocellis, 2012; Kress i Kuner, 2009; Schuelert i McDougall, 2011; Sagar i wsp., 2009). Odkrycie,
ze anandamid wigze sig nie tylko do receptoréw kanabinoidowych, ale réwniez do innych celéw,
takich jak receptor TRPV1 (Zygmunt i wsp., 1999) byto kamieniem milowym w badaniach ukfadu
endokanabinoidowego.

Terminem ,endokanabinoidy” (Di Marzo i Fontana, 1995) i ,endowaniloidy” (Di Marzo i
wsp., 2001) definiuje sie endogenne substancje agonistyczne odpowiednio do receptoréw
kanabinoidowych CB, i CB, oraz receptora TRPV1. Zaproponowano dwa rodzaje endogennych
czasteczek moggcych dziata¢ w charakterze endokanabinoidéw: A) diugotaicuchowe amidy
kwasow ttuszczowych: N-arachidonoiloetanoloamina (anandamid) (Devane i wsp., 1992) i NADA;
oraz B) pochodne nieamidowe, w tym: 2-AG i O-arachidonoiloetanoloamina (wirodhamina), a
takze eterowy analog 2-AG, eter noladynowy (Di Marzo i Petrosino, 2007). Réwniez
endowaniloidy dzielg sie na dwie podrodziny: A) dtugotaricuchowe amidy wielonienasyconych
kwasow ttuszczowych, ktérych najlepiej zbadanymi przedstawicielami s anandamid i N-
oleoiloetanoloamina, oraz N-acylodopaminy (w tym NADA); a takze B) produkty utleniania
kwasu arachidonowego takie, jak kwas 12-/ 15-S-hydroperoksy-eikozatetraenoinowe (12-/ 15-S-
HPETE) i leukotrien B4 (LTB4) (Starowicz i wsp., 2007b; De Petrocellis i Di Marzo, 2009).

Dystrybucja enzymow anabolicznych i katabolicznych anandamidu

i innych potencjalnych endowaniloidéw w wybranych strukturach OUN

Pomimo istniejgcych informacji dotyczacych dystrybucji receptora TRPV1, a w
szczegolnodci dystrybucji receptora CB; w moézgu, niewiele wiadomo o ich potencjalnym
wspotwystepowaniu w strukturach OUN. Wiekszo$¢ danych literaturowych ogranicza sie do
wykazania ekspresji CB; i TRPV1 w hodowli neuronéw zwojéw korzeni grzbietowych DRG
(Ahluwalia i wsp., 2000) i neuronéw btony mie$niowej jelita (Kulkarni-Narla i Brown, 2001;
Coutts i wsp., 2002). Stad tez celem naszych badari byto okreslenie neuroanatomicznych i
komorkowych, a zatem funkcjonalnych relacji miedzy systemami kanabinoidowym i
waniloidowym w OUN (Cristino i wsp., 2008). Wczesniejsze badania wykazaly szczegétowe
odwzorowanie immunoreaktywnosci CB,/TRPV1 w wybranych strukturach mézgu myszy
(Cristino i wsp., 2006).

Niewielkie jest prawdopodobieristwo aby w warunkach fizjologicznych receptor TRPV1
ulegat aktywacji pod wptywem temperatury lub niskiego pH, zasadna wydaje sie wiec koncepcja
sugerujgca udziat endogennych aktywatoréw TRPV1, endowaniloidéw (Szallasi i Di Marzo, 2000;



Di Marzo i wsp., 2001; Starowicz i wsp., 2007b), w jego aktywacji w neuronach OUN. A zatem
endowaniloidy powinny by¢ wytwarzane a nastepnie uwalnianie w sposéb zalezny od aktywnosci
komérek w ktérych sg syntetyzowane w ilosciach odpowiednich do wywotania TRPV1-
specyficznej reakcji, reakcji poréwnywalnej z t3 wywotang egzogenng aktywacjg receptora
TRPV1. Za$ dziatanie endowaniloidow powinno zosta¢ zakoriczone w krétkim przedziale
czasowym. Z tego wzgledu szlaki biosyntezy i degradacji endowanilodiéw powinny znajdowac sig
w bliskim sasiedztwie receptora TRPV1. Poniewaz miejsce wigzania dla anandamidu (i innych N-
acyletanolamin, NAE) znajduje sie na wewngtrzkomérkowej domenie TRPV1 (Jordt i Julius, 2002;
Gavva i wsp., 2004), mozna zaktada¢, ze biosynteza endowaniloidéw zachodzi wewnatrz tych
samych neurondw, ktére wykazujg ekspresje receptora TRPV1. Zbadanie czy komunikacja
pomiedzy obydwoma rodzajami receptoréw: TRPV1 i CB; moze mie¢ czynnosciowe znaczenie w
przewlektych zmianach wrazliwoéci neuronalnej, stanowi podstawe naszych dalszych badan.
Petne zrozumienie dziatania tego systemu moze miec¢ znaczgce konsekwencje — moze prowadzi¢
do opracowania nowych metod leczenia bélu, jak rowniez wielu innych probleméw zdrowotnych
wynikajgcych z zaburzen w jego funkcjonowaniu (np. leku, nudnosci, otytosci, uszkodzern mozgu).

Anandamid (Zygmunt i wsp., 1999; Smart i wsp., 2000), a nastepnie inne pochodne
dtugotaricuchowych nienasyconych kwasoéw ttuszczowych, takich jak N-acyldopaminy (Huang i
wsp., 2002; Chu i wsp., 2003), zostaty scharakteryzowane jako endogenne aktywatory dla TRPV1
(van der Stelt i Di Marzo, 2004). Wykazano, ze NADA, ale juz nie jej metabolit O-metylo-NADA,
aktywuje receptor TRPV1 w hipokampie (Huang i wsp., 2002). Opisano réwniez endogennych
agonistow dla TRPV1 (Hwang i wsp., 2000) wykazujac, ze produkty niehemowych dioksygenaz
wielonienasyconych kwasoéw ttuszczowych, lipooksygenazy (LOX), aktywujg receptor TRPV1 w
uktadzie izolowanych fragmentéw btony neuronow czuciowych. Najwyzsza
aktywnos¢/skuteczno$¢ wykazywaty monohydroksyepoksypochodne kwasu arachidonowego
(AA): kwas 12-S-HPETE, 15-S-HPETE i LTB4.

Wymienione powyzej endowaniloidy: anandamid i 12-S-HPETE syntetyzowane sg przy
udziale enzyméw, odpowiednio: NAPE-PLD i 12-LOX (doktadny opis w Starowicz i wsp., 2007b).
Poniewaz nie zidentyfikowano enzymu/enzymdw zaangazowanych w biosynteze NADA,
najbardziej prawdopodobny mechanizm powstawania NADA to proces kondensacji dopaminy
(DA) i AA (Huang i wsp., 2002; Starowicz i wsp., 2007b). Postulowany jest rowniez mechanizm
angazujacy N-arachidonoyl-tyrozyne, jednak nie zostato to potwierdzone eksperymentalnie (Hu i
wsp., 2004). Gtdwne enzymy zaangazowane w degradacje endowaniloidéw to FAAH dla
anandamidu oraz COMT dla NADA. Inaktywacja 12-S-HPETE moze zachodzi¢ na drodze
nieenzymatycznej reakcji redukcji, np. przez glutation, do 12-HETE (Canals i wsp., 2003). Mimo
istniejacej wiedzy o szlakach enzymatycznych uczestniczagcych w syntezie endowaniloidéw
(Starowicz i wsp., 2007b), niewiele wiadomo na temat potencjalnej lokalizacji neurondéw
»endowanilodoergicznych”, jak réwniez ograniczona jest wiedza na temat istnienia sieci
neuronalnych umozliwiajgcych dynamiczne oddziatywania pomiedzy endowaniloidami a
receptorami TRPV1 w strukturach OUN.

Wykonujgc serie badan immunohistochemicznych, stosujac techniki pojedynczego i
podwojnego barwienia wykazalismy, ze niektére neurony hipokampa oraz neurony kory
moézdzku moga by¢ nazwane neuronami ,endowanilodoergicznymi”, w ktorych to endowaniloidy
dziatajg na wzdér wewnatrzkomérkowych przekaznikéw sygnatu (Cristino i wsp., 2008). W
naszych badaniach wykazalismy wspotwystepowanie receptoréow TRPV1 z enzymami NAPE-PLD,
FAAH, COX-2, 12-LOX i COMT zaréwno w neuronach piramidalnych hipokampa w obszarze CA3,



jak i w komérkach Purkinjego. W komérkach Purkinjego wystepowat podobny, cho¢ nie
identyczny wzor koekspresji TRPV1 z enzymami NAPE-PLD, FAAH, COX-2 i COMT, neurony te nie
wykazywaty immunoreaktywnosci dla enzymu 12-LOX (Cristino i wsp., 2008). Na poziomie
komorkowym immunoreaktywnos$¢ enzyméw syntetyzujacych i degradujacych endowaniloidy
zlokalizowana byta gtéwnie w somatodendrytycznej czesci neuronéw piramidowych hipokampa
obszaru CA3 (z wyjatkiem immunoreaktywnosci dla 12-LOX) oraz w cytoplazmie neuronéw
Purkinjego w mézdzku. Nasze obserwacje wskazuja na preferencyjng immunoreaktywnos¢ FAAH
i COX-2 zlokalizowang w rozgatezieniach dendrytycznych (Cristino i wsp., 2008). Ponadto
wykazalisSmy, ze w moézdzku immunoreaktynowsé NAPE-PLD, enzymu syntetyzujacego NAE,
cechowat ziarnisty obraz w calym obszarze warstwy molekularnej, sugerujac jego
presynaptyczne umiejscowienie w stosunku do kolcow dendrytycznych komérek Purkinjego
(Cristino i wsp., 2008). Ponadto zidentyfikowaliémy liczne komdrki pozytywne dla COX-2
zarowno w matych, jaki w $rednich komérkach warstwy molekularnej oraz w niewielkiej liczbie
komorek koszykowych tj. interneuronéw GABA-ergicznych kory mézdzku (Cristino i wsp., 2008).
Nasze badania nie wykazaty immunoreaktywnosci 12-LOX w warstwie komdrek Purkinjego kory
mozdzku, natomiast zaréwno warstwa molekularna jak i warstwa ziarnista cechowata sie
wystgpowaniem licznych komérek wykazujgcych immunoreaktywnoéé wzgledem 12-LOX
(Cristino i wsp., 2008).

Podsumowujac, przedstawione wyniki mozna zinterpretowaé w nastepujacy sposob: po
pierwsze w przypadku anandamidu i innych nienasyconych NAE (np. N-oleoyl- oraz N-linoleoyl-
etanolamin) ich domniemane miejsce biosyntezy (przy udziale NAPE-PLD) i degradacji (przez
FAAH) jak rowniez ich miejsce wigzania z receptorem TRPV1 w polu CA3 rogu Ammona i
niektérych  komorkach  Purkinjego kory méidzku wydaje sie by¢ zlokalizowane
wewnatrzkomérkowo, wykazuje wysoki poziom koekspresji oraz zlokalizowane jest gtéwnie
postysynaptycznie. Na tej podstawie mozna wnioskowac, ze endowaniloidy dziataja jako zalezne
od jonéw wapnia wtérne przekazniki, ktére poprzez aktywacje TRPV1 zwiekszajg
wewnatrzkomorkowy poziom jondw wapnia. Takie dziatanie jest spdjne z efektem aktywacji
TRPV1 przez anandamid w neuronach czuciowych DRG (van der Stelt i wsp., 2005). Po drugie
kolokalizacja 12-LOX i TRPV1 w neuronach piramidalnych pola CA1 i CA3 rogu Ammona
wskazuje, ze 12-S-HPETE dziata jako wewnatrzkomérkowy przekaznik w neuronach hipokampa,
ale nie w neuronach kory mézdzku. Po trzecie, pomimo, ze nie zidentyfikowano dotychczas
enzymu (enzymow) zaangazowanych w biosynteze NADA, nasze badania wskazuja, ze zwigzek
ten jest endogennym ligandem receptora TRPV1, oraz ze NADA ulega rozktadowi pod wptywem
enzymu COMT, gdyz zaréwno w neuronach hipokampa jak i w komdrkach Purkinjego
wykazalisSmy wysoki poziom koekspresji TRPV1 i COMT. Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze wzor
ekspresji enzyméw NAPE-PLD, FAAH, COX-2, 12-LOX i COMT w neuronach innych niz przez nas
badane, tj. neuronach, ktére moga by¢ neuronami TRPV1-negatywnymi, moze réwniez odnosi¢
sig¢ do produktéw i substratéw innych zwigzkéw biologicznie czynnych, do innych celéw
molekularnych.

Anandamid i inne eikozanoidy jako endogenne ligandy receptora TRPV1

w warunkach in vitro

Naptyw jonéw wapnia do komodrki w stanach zwigzanych z toczacym sie stanem
zapalnym lub bélem moze aktywowac lipoksygenazy uczestniczace w procesach utleniania
kwasu linoleinowego (Brinckmann i wsp., 1998) prowadzac do powstania kwasu 9- i 13-



hydroksyoctanodekadienowego (9-, 13-HODE). Zwiagzki te, od niedawna okreslone jako
endogenne ligandy receptora TRPV1, moga réwniez powstawac na skutek ekspozycji btony
komérkowej na bodzce cieplne, przyczyniajgc sie tym samym do wzmozonej reakcji termicznej
receptora TRPV1 (Patwardhan i wsp., 2010). Mozna zatem przypuszcza¢, ze uszkodzenie tkanek
obwodowych prowadzi do wytwarzania ligandéw receptora TRPV1. W zwigzku z powyzszym,
kolejnym celem naszych badan byto poréwnanie efektywnosci HODE, potencjalnych
endogennych ligandéw receptora TRPV1, ze znanym zwigzkiem, aktywujacym ten receptor —
anandamidem oraz jego hydroksylowang pochodng: 15(S)-hydroksyanandamidem.

W opisywanej pracy (De Petrocellis i wsp., 2012) zbadaliémy nowo odkryte endogenne
ligandy TRPV1, kwas 9-hydroksyoctanodekadienowy (9-HODE) i 13-hydroksyoctanodekadienowy
(13-HODE) pod wzgledem ich aktywnosci wobec receptoréw TRPV1 jak réwniez innych
receptoréw nalezgcych do rodziny receptoréw TRP i wykazujgcych wysoki stopieri koekspresji z
TRPV1: receptora TRPA1 (McMahon i Wood, 2006) oraz receptorow TRPV2 i TRPMS8
charakteryzujacych sie wysokim stopniem ekspresji w neuronach czuciowych. Aktywnos¢
wymienionych powyzej typow receptoréw TRP, podobnie jak TRPV1, moze by¢ modulowana
przez kanabinoidy roslinne i endokanabinoidy, zasadne wiec byto sprawdzenie czy receptory te
moga by¢ nazwane , jonotropowymi receptorami kanabinoidowymi” (De Petrocellis i wsp., 2011;
Akopian i wsp., 2009; De Petrocellis i Di Marzo, 2010).

Wykonujgc  pomiary wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia w  stabilnie
transfekowanych szczurzym i ludzkim TRPV1-cDNA komdrkach HEK-293 zbadalismy zdoIno$¢ 9- i
13-HODE do aktywacji receptoréw TRP. W doswiadczeniach na hodowli komdrkowej HEK-293
wykazujacych  ekspresje  poszczegblnych receptoréw TRP (TRPMS8, TRPA1l, TRPV2)
odpowiedzieliémy réwniez na pytanie dotyczace selektywnosci 9- i 13- HODE wobec TRPV1 w
poréwnaniu z wymienionymi typami receptoréw TRP. Okredlilismy rowniez selektywnosc
dziatania 9-S-HODE w hodowli szczurzych neurondw DRG. Uzyskane przez nas wyniki
jednoznacznie wskazywaty na aktywacje TRPV1 zaréwno przez 9- jaki 13-HODE, jednak zwigzki te
charakteryzowaty sie mniejsza efektywnoscig okreslang iloscia naptywu jonéw wapnia do
komérek w poréwnaniu z dziataniem anandamidu (De Petrocellis i wsp., 2012). Efekty dziatania
anandamidu jak i HODE byty antagonizowane przez podanie |-RTX, antagonisty receptora TRPV1.
Co wiecej nie obserwowano ich w komdrkach nietransfekowanych receptorem TRPV1 (De
Petrocellis i wsp., 2012). W kolejnych etapach pracy wykazaliémy, Zze réwniez produkt
metabolizmu anandamidu przez 15-lipooksygenaze (15-LOX), 15(S)-HAEA, wykazuje selektywng
aktywnos¢ wobec receptora TRPV1.

Dalsza charakterystyka HODE pod wzgledem ich zdolnosci aktywacji receptora TRPV1
miata na celu zbadanie czy zwigzki te wywotujg sensytyzacje receptora TRPV1 w sposob podobny
do kanonicznego aktywatora receptora TRPV1, kapsaicyny, w stabilnie transfekowanych ludzkim
receptorem TRPV1 komdrkach HEK293. Wykazalismy, ze sposrdd badanych zwigzkéw tylko 15-
hydroksy-anandamidu oraz enancjomer 9-(S)-HODE wywotywaty desensytyzacje TRPV1. Z uwagi
na fakt, ze 9-(S)-HODE wykazywat najwyzsza aktywno$¢ wzgledem receptora TRPV1 w stabilnie
transfekowanych komoérkach HEK-293, zwigzek ten zostat przebadany pod katem zdolnosci
aktywacji receptora TRPV1 w pierwotnych hodowlach neuronéw czuciowych DRG.

W przeprowadzonych przez nas badaniach oryginalng byta obserwacja, ze HODE, w
podobny sposéb jak roslinne kanabinoidy zdolne aktywowac receptor TRPV1, czy jak
endokanabinoidy (Di Marzo i De Petrocellis, 2010; De Petrocellis i wsp., 2011), aktywujg rowniez
TRPAL i/lub TRPV2 (De Petrocellis i wsp., 2012). Jednakze, w przeciwieristwie do anandamidu,
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zwigzki 9 - i 13 -HODE nie wykazywaty charakterystycznej selektywnosci wobec TRPV1, np. 13-
HODE wykazywat wyzsze powinowactwo do TRPV2 niz do TRPV1. W zwiazku z powyiszym nie
mozemy stwierdzi¢, ze metabolity kwasu linolowego sg selektywnymi endowaniloidami.

Podsumowujac, na podstawie przedstawionych wynikéw mozna wywnioskowag, ze 9(S)-
HODE i 13-HODE najprawdopodobniej nie s3 odpowiedzialne za efekty wywotane aktywacija
TRPV1 m.in. w stanach bolu zapalnego. Bardziej prawdopodobne jest, ze odpowiada za nie
anandamid lub jego 15-hydroksy pochodna, 15-hydroksy-anandamid. W celu potwierdzenia tych
przypuszczed lub zbadania, czy inne pochodne anandamidu i produkty jego degradacji przez
lipooksygenaze petnig role endowaniloidéw in vivo, konieczne jest przeprowadzenie dalszych
badan.

Rola endowaniloidéw w szlakach bélowych

Zainicjowana w czasie wykonywania pracy doktorskiej tematyke zwigzang z rozwojem
i mozliwoéciami modulacji bélu, kontynuowatam w czasie stazu podoktorskiego. Rezultatem
tego okresu pracy sa badania wykazujgce po raz pierwszy, ze TRPV1 w toniczny sposéb
kontroluje aktywno$¢ drég glutaminianergicznych z brzuszno-bocznej Istoty szarej
okotowodociggowej (VL-PAG) do brzuszno-bocznego obszaru rdzenia przedtuzonego (RVM)
rownoczesnie hamujac nocycepcje.

System PAG/RVM sprawuje dwukierunkowg kontrole w procesach przewodnictwa
bélowego (Heinricher i wsp., 2009), ktdrej neuronalng podstawe mozna przypisac¢ wystepowaniu
heterogennej populacji komérek w RVM: komdrek OFF, ktére charakteryzujg sie ustaniem
wytadowan elektrycznych podczas odruchéw nocyceptywnych, oraz komérek ON, ktérych
wyfadowania elektryczne ustajg nagle tuz przed wystgpieniem odruchéw nocyceptywnych.
System PAG-RVM jest uznawany za gtéwne miejsce dziatania wielu lekéw przeciwbdlowych, w
tym kanabinoidéw (Fields, 2000; Maione i wsp., 2006; Palazzo i wsp., 2012).

Pomimo faktu, ze coraz wigcej dowodéw wykazuje ekspresje TRPV1 w mézgu (Mezey i
wsp., 2000; Sanchez i wsp., 2001, Roberts i wsp., 2004; Liapi i Wood, 2005; Toth i wsp., 2005;
Cristino i wsp., 2006), dane na temat roli receptora TRPV1 w ponadrdzeniowych mechanizmach
kontroli b6lu, w tym w obszarach pnia mézgu bioracych udziat w zstepujacych szlakach kontroli
bolu, s ograniczone (McGaraughty,. 2003; Cristino i wsp., 2006, Maione i wsp., 2007). Dlatego
glownym zatozeniem prezentowanej w obecnym oméwieniu pracy (Starowicz i wsp., 2007a),
byto zbadanie wptywu aktywacji lub zablokowania receptora TRPV1 w brzuszno-bocznej czesci
PAG (VL-PAG) na poziom uwalnianych transmiteréw istotnych dla proceséw modulacji transmisji
bélowej tj. aminokwaséw pobudzajacych (glutaminian) i hamujacych (kwas y-aminomastowy,
GABA); na aktywnos$¢ neuronéw OFF i ON w RVM, oraz na wrazliwoé¢ na bodzce termiczne.
Wigkszo$¢ danych wskazujacych, ze aktywnoéé receptora TRPV1 moze mieé wptyw na
uwalnianie glutaminianu opiera sie na badaniach in vitro, natomiast brak jest danych in vivo.
Nasze badania wykazaly, ze podanie kapsaicyny (agonisty receptora TRPV1) zwiekszato iloé
uwalnianego glutaminianu i w niewielkim stopniu GABA oraz zmniejszato nadwrazliwoé¢ na
bodzce bélowe. Natomiast po podaniu selektywnego antagonisty receptora TRPV1 (I-RTX)
obserwowano zmniejszenie ilosci uwalnianego glutaminianu i GABA, co korelowato z nasileniem
wrazliwosci na bodZce bélowe. Ponadto wykazalismy, 7e faczne podanie kapsaicyny z
antagonistg receptora TRPV1 znosito efekty obserwowane po podaniu agonisty, potwierdzajgc
zarazem specyficzno$¢ dziatania kapsaicyny na receptor TRPV1 (Starowicz i wsp., 2007a).
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W kolejnym etapie badar dokonaliémy oceny wptywu podan ligandéw TRPV1 na aktywnosc
komérek OFF i ON, a nastepnie odnieélismy obserwowane zmiany w intensywnosci wytadowan
elektrycznych neuronéw do pomiaréw wrazliwosci na bodzce termiczne. Zaobserwowali$my, ze
podanie agonisty receptora TRPV1 zwiekszajac aktywnos¢ komérek OFF (rownoczesnie hamujac
aktywnos¢ komérek ON), powodowato zwiekszenie progu wrazliwosci na bodice termiczne.
Natomiast podanie antagonisty receptora TRPV1 powodowato nasilenie transmisji bolowej, czyli
przejawiato sie zwiekszeniem aktywnosci komdrek ON i zmniejszeniem aktywnoséci komorek OFF.
tgczne podanie agonisty oraz antagonisty receptora TRPV1 znosito efekty obserwowane po
podaniu agonisty, co podobnie jak w pierwszej serii eksperymentéw wskazywato na
specyficznoé¢ efektu wywotywanego przez stymulacje receptora TRPV1 (Starowicz i wsp.,
2007a). Zbadaliémy réwniez ekspresje receptora TRPV1 na neuronach glutaminianergicznych jak
i GABA-ergicznych w PAG i RVM. Przy uzyciu techniki immunohistochemicznej (podwojna
immunofluorescencja) z zastosowaniem markeréw dla neuronéw glutaminianergicznych jak i
GABA-ergicznych zidentyfikowaliémy neurony TRPV1-pozytywne zaréwno w PAG jak i w RVM.
Zwrdcilismy uwage, ze zidentyfikowane w PAG neurony wykazujgce ekspresje TRPV1 sg
neuronami glutaminianergicznymi (Starowicz i wsp., 2007a). W oparciu o wyniki badar
histologicznych mozna zatem wnioskowa¢, ze neurony TRPV1-pozytywne zlokalizowane w PAG
na skutek pobudzenia (po podaniu kapsaicyny) uwalniaja glutaminian z zakorczen
zlokalizowanych w RVM, nastepstwem czego jest podwyiszenie aktywnosci komoérek OFF,
odpowiedzialnych za hamowanie przewodzenia bélu w rdzeniu krggowym. Natomiast po
podaniu antagonisty (I-RTX) obserwowano spadek iloéci uwalnianego glutaminianu, nasilenie
aktywnosci komaérek ON oraz zwigkszong percepcje bodzcéw bélowych. Na podstawie wynikow
uzyskanych po fgcznych podaniach agonisty oraz antagonisty receptora TRPV1 istotnym
wynikiem jest fakt tonicznego wptywu endowaniloidéw na zstepujgce drogi bolowe.

Jednym z kierunkéw naszych badan byto zrozumienie zaleznosci pomigdzy nowym i
waznym elementem uczestniczacym w przekazie bélu jakim okazaty sie receptory TRPV1 a
jednym z gtéwnych uktadéw antynocyceptywnych tj. systemem opioidowym (Maione, Starowicz
i wsp., 2009). Opioidy, podobnie jak kanabinoidy, oraz jak wskazujg nasze badania
endowaniloidy (Starowicz i wsp., 2007a), wplywajg na aktywno$¢ zstepujacych drog
modulujgcych przewodzenie bélu w rdzeniu kregowym. Obecnie leki opioidowe dziatajgce
poprzez receptor MOP (u-opioid peptide; receptor opioidowy typu p) nalezg wcigz do najsilniej
dziatajgcych lekéw przeciwbdlowych, stosowanych w leczeniu zaréwno bélu ostrego, jak i
przewlektego (Przewtocki i Przewfocka, 2001) dlatego celem naszych dalszych badar byto
okreslenie funkcjonalnych interakcji pomiedzy receptorami TRPV1 i MOP w strukturach
zstepujacej transmisji nocyceptywnej tj. VL-PAG i RVM. Dotychczasowe wyniki wskazujg
negatywne interakcje pomiedzy receptorami TRPV1 a MOP, zaréwno w badaniach z
zastosowaniem systemow heterologicznej ekspres;ji jak i w izolowanych neuronach czuciowych.
Zaréwno Vetter i wsp. (2006) jak i Endres-Becker i wsp. (2007) wykazali, ze aktywacja MOP
hamuje aktywacje TRPV1 poprzez zahamowanie jego sensytyzacji zaleznej od cAMP (De
Petrocellis i wsp., 2001). Natomiast aktywacja receptora TRPV1 prowadzi do tolerancji receptora
MOP, mimo iz wielokrotne podania morfiny powodujg wzrost ekspresji TRPV1 w neuronach DRG
(Chu i wsp., 2008). Wyniki naszej pracy sg pierwszym przyktadem pozytywnej/dodatniej
interakcji pomiedzy receptorami MOP i TRPV1 (Maione, Starowicz i wsp., 2009). Wykazalismy,
ze ligandy MOP, oddziatujgc na hamujgce neurony zlokalizowane w VL-PAG wspdidziatajg z
ligandami receptora TRPV1 i prowadzg do wzmozonego uwalniania glutaminianu w RVM,



hamujac w ten sposéb aktywnosé (ilos¢ wytadowar elektrycznych) komorek ON i skracajac
przerwg w aktywnosci komérek OFF. Obserwowanym behawioralnym efektem interakcji
podprogowych dawek ligandéw MOP i TRPV1 byto zmniejszenie odpowiedzi nocyceptywnej na
bodziec termiczny. Korelacja wynikéw uzyskanych z do$wiadczen behawioralnych (ocena
zachowan bélowych wywotanych bodicem termicznym) z wynikami  mikrodializy i
elektrofizjologicznymi pomiarami aktywnosci neuronéw dowiodta, ze ligandy receptoréw MOP i
TRPV1, DAMGO i kapsaicyna, podane w dawkach podprogowych istotnie wptywaja na aktywnosé
komoérek ON zlokalizowanych w RVM, w sposéb zalezny zarowno od antagonisty MOP,
naloksonu, jak réwniez zalezny od antagonisty TRPV1, I-RTX. Z zastosowaniem techniki
podwdéjnej immunofluorescencji wykazalismy wysoki poziom immunoreaktywnosci neuronéw
TRPV1-pozytywnych w VL-PAG, a pewng ich populacje cechowata réwniez obecnoéé MOP. TRPV1
i MOP cechowat komplementarny wzér ekspresji: sygnat immunopozytywny dla TRPV1
zlokalizowany byt gtéwnie na ciele komérkowym neuronéw, podczas gdy MOP gtéwnie na
zwigzanej z nimi btonie komdrkowej i na wiéknach. W mniejszym stopniu obserwowano
wspotwystepowanie  MOP/TRPV1 w neuronach RVM. Przedstawione wyniki sugerujg, ze
aktywacja receptora MOP nie tylko uwalnia z hamujacej kontroli neurony projekcyjne PAG-RVM
ale rowniez poprzez oddziatywanie z receptorem TRPV1 nasila uwalnianie kwasu glutaminowego
do RVM. Wyniki naszych badari farmakologicznych, elektrofizjologicznych i mikrodializy wskazujg
na wspétdziatanie receptoréw MOP i TRPV1 w szlaku PAG-RVM. A zatem wygaszenie aktywnosci
wytadowan komérek ON wraz ze skréceniem czasu pomiedzy kolejnymi wytadowaniami
komérek OFF, elementéw istotnych w mechanizmie dziatania zstepujacych drog przewodzenia
informacji nocyceptywnej do rdzenia kregowego, wywotuje dziatanie przeciwbdlowe.

Rola receptoréw TRPV1 i CB; w bélu neuropatycznym

Po zakoriczeniu stazu podoktorskiego, w pazdzierniku 2007 roku zostatam zatrudniona
na stanowisku adiunkta w Zaktadzie Farmakologii B6lu IF PAN w Krakowie, kierowanym przez
prof. Barbarg Przewtocka, gdzie kontynuuje badania nad rola receptora TRPV1 w bdlu, ze
szczegolnym uwzglednieniem bélu neuropatycznego. Badania dotycza doktadniejszego poznania
mechanizméw dziatania endogennych systeméw, ktére hamujg przekaz informacji bélowej i
ktére moglyby zosta¢c wykorzystane w terapii. Innowacyjne podejscie do terapii bélu
przewlektego uwzglednia dualistyczng nature endogennego liganda receptoréw TRPV1 i CB; -
anandamidu. Badania maja na celu dostarczy¢ nowych informacji na temat udziatu i
zaangazowania tych systemow w procesy bélu neuropatycznego. Jak wynika ze statystyk
Migdzynarodowego Towarzystwa Badania Bélu (IASP) oraz jego europejskiego oddziatu (EFIC) co
pigty europejczyk cierpi na bol przewlekty, a jednemu na trzech pacjentéw stan ten uniemozliwia
prowadzenie dotychczasowego i niezaleznego stylu zycia. Bél neuropatyczny stanowi powazny
problem terapeutyczny ze wzgledu na swéj przewlekty charakter oraz opornos¢ na leczenie
farmakologiczne wynikajgce m.in. z ostabienia przeciwbdlowego dziatania lekéw opioidowych
przy réwnoczesnej koniecznosci stosowania przewlekiej terapii. Pocigga to za sobg wzrost
prawdopodobieristwa wystapienia objawéw niepozadanych i schorzen towarzyszacych (np.
depresji). Z tego wzgledu zaproponowanie nowego punktu uchwytu dla terapii bélu
przewlektego moze, oprécz dziatan poznawczych, mie¢ takze duze znaczenie spoteczne. Badania
receptora TRPV1 wskazujg na jego znamienny udziat w procesach nocyceptywnych, natomiast
niewiele wiadomo o roli endogennych agonistéw tego receptora w rozwoju i utrzymywaniu sie
bélu neuropatycznego. Celem tej czesci badar byto okreélenie roli endowaniloidow,
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wytwarzanych w odpowiedzi na bodziec bélowy i aktywujgcych rdzeniowe receptory TRPV1, jak
réwniez zbadanie oddziatywania endowaniloidéw z receptorami CB; w rozwoju i utrzymywaniu
sie bélu neuropatycznego. Zrozumienie roli endogennych agonistow receptorow TRPV1 i CB;
pomoze w znalezieniu nowych, skuteczniejszych metod farmakoterapii bélu przewlektego,
opartych na wzmocnieniu dziatania zwigzkéw wytwarzanych przez organizm.

W badaniach zmierzajgcych do zrozumienia plastycznosci uktadu nerwowego w
odpowiedzi na bél przewlekly uzywa si¢ modeli zwierzgcych bolu neuropatycznego. Jednym z
najczeéciej stosowanych modeli obwodowej neuropatii jest model podwigzania nerwu
kulszowego (chronic constriction injury, CCl) szczegétowo opisany przez Bennett i Xie (1988). W
zastosowanym przez nas tym modelu bdlu neuropatycznego u szczuréw, zaobserwowano, ze
rozwoj charakterystycznych objawdéw, tj. pojawienie si¢ wrazliwosci na bodzce nieuszkadzajace
(alodynia) oraz zwiekszonej wrazliwosci na uszkadzajgce bodice dotykowe i termiczne
(hiperalgezja), nastepuje juz po 2-3 dniach od podwiazania nerwu kulszowego, a zmiany
utrzymujg sie do 28 dni (Przewtocka i wsp., 1999; Starowicz i wsp., 2002; Obara i wsp., 2010).

Wyniki ostatnich badari wskazuja, ze endowaniloidy dziataja jako endogenne aktywatory
zstepujacych antynocyceptywnych szlakéw przewodzenia bélu (Starowicz i wsp., 2007a). Tak
wiec, nie tylko TRPV1, ale réwniez endowaniloidy i enzymy regulujgce metabolizm, moga by¢
obiecujgcymi punktami uchwytu dla badari farmakologicznych majacych na celu opracowanie
skutecznych metod leczenia bélu. Dane otrzymane przez nasza grupe badawcza wskazuja, ze w
przeciwbdlowych wtasciwoséciach egzogennie, a takie endogennie podwyiszonego poziomu
anandamidu w bélu neuropatycznym uczestniczg mechanizmy TRPV1-zalezne (Starowicz i wsp.,
2012). Wykazalismy, ze wrazliwo$¢ zaréwno na bodZce termiczne jak i mechaniczne u zwierzat w
tym modelu bélu neuropatycznego jest zalezna od aktywacji rdzeniowych receptoréw TRPV1.
Wyniki przedstawionych badari poszerzaja wczesniejsze obserwacje na temat efektow aktywacji
receptorow TRPV1, o stwierdzenie, ze w warunkach bélu neuropatycznego wigksza role w
efektach anandamidu odgrywajg receptory TRPV1 niz CB;, co moze by¢ istotnym czynnikiem w
rozwoju termicznej hiperalgezji u zwierzat z bélem neuropatycznym. Wtasciwosci te nie wynikajg
wytacznie z bezpoéredniego dziatania anandamidu na receptory TRPV1, poniewaz aktywnosc
anandamidu sterowana jest przez jego metabolizm, w ktérym moga uczestniczyC rowniez
enzymy inne niz FAAH. Na miejscowy metabolizm moze rdwniez wptywac aktywnos¢ receptorow
CB,, a takze obecno$¢ innych endowaniloidéw. Z przegladu literatury wiadomo, ze metabolity
lipoksygenzacji anandamidu i/lub jego pochodne: oleoyletanolamina  (OEA) i
palmitoyletanolamina (PEA), ktére mimo, ze nie posiadajg dziatania agonistycznego wzgledem
receptoréw CB; i CB, (Sheskin i wsp., 1997; Lambert i wsp., 1999; Griffin i wsp., 2000), w
odpowiedzi na anandamid nasilajg rozkurcz mieséni gtadkich w $cianie naczyr krwionosnych
wywotany aktywacjg receptoréw TRPV1 (Ho i wsp., 2008). Ekspresja TRPV1, CB; i FAAH w tych
samych komdrkach (nieopublikowane wyniki wtasne; Ahluwalia i wsp., 2002; Binzen i wsp.,
2006) tworzy anatomiczng podstawe do modulowania funkcji TRPV1 w oparciu o zwigzki
uprzednio uznawane za dziatajace wytacznie poprzez receptory CB;.

Po wykazaniu udziatu rdzeniowych receptoréw TRPV1 w przeciwbhdlowych efektach
egzogennego nardzeniowego podania anandamidu kolejnym etapem badarn byta ocena wptywu
zmian w poziomie endogennego anandamidu w rdzeniu kregowym na przewodnictwo bolowe u
zwierzat z bdlem neuropatycznym i okreslenie roli receptoréw TRPV1 w obserwowanych
efektach analgetycznych. Badania z zastosowaniem farmakologicznej modulacji poziomu
endogennego anandamidu przez zahamowanie jego enzymatycznej hydrolizy wywotane
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podaniem inhibitora FAAH, URB597 wykazaty jego przeciwbdlowe, dawko-zalezne dziatanie w
testach wrazliwosci termicznej, zarowno na wysokg jak i niska temperature. Nasze badania
wykazaty, ze efekt analgetyczny jest zalezny od dawki inhibitora FAAH (10 Hg vs. 100 pg podane
nardzeniowo (i.t.)) oraz, ze jest receptorowo-specyficzny i posrednicza w nim receptory TRPV1
i/lub CB; (Starowicz i wsp., 2012).

Dostgpne dane sugeruja, ze efekt analgetyczny wywotany zahamowaniem
enzymatycznego rozktadu anandamidu w warunkach in vivo jest zalezny od dawki inhibitora
FAAH i posrednicza w nim receptory TRPV1 i/lub CB; (Maione i wsp., 2006). W kolejnej czesci
badan poszerzylismy zakres dawek URB597, aby dokfadniej okresli¢ role receptoréw TRPV1 w
obserwowanych efektach analgetycznych. Efekt URB597 w dawce 200 pg (i.t.) ulegat znacznemu
ostabieniu tylko w przypadku zablokowania receptora TRPV1 (Starowicz i wsp., 2013). Nasze
badania potwierdzaja hipoteze dotyczacy roli endogennych ligandéw TRPV1 w przeciwdziataniu
alodynii i hiperalgezji w stanach bélu neuropatycznego i sugeruja zasadnosé dalszych badar nad
strategiami terapeutycznymi polegajacymi na posredniej modulacji czynnosci receptoréw TRPV1
(Starowicz i wsp., 2012).

Dalsze eksperymenty, wykonane we wspétpracy z grupg kierowang przez prof. Di Marzo
z Neapolu, mialy na celu okreslenie poziomu endogennego anandamidu metoda chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometria masowa (LC-MS) po farmakologicznej modulacji jego
poziomu w rdzeniu kregowym zwierzat neuropatycznych. W badania okreslilismy rowniez
poziom pochodnych anandamidu: OEA - lipidu o strukturze chemicznej podobnej do
anandamidu, PEA — nasyconego analogu zaréwno OEA jak i anandamidu, jak réwniez 2-AG -
estru kwasow ttuszczowych, ze wzgledu na wynikajace z behawioralnej czeci badar przestanki o
mozliwym udziale innych endogennych ligandéw receptora TRPV1 w przeciwbdlowym profilu
dziatania URB597. Poziom endogennego anandamidu w odcinku ledzwiowym rdzenia kregowego
szczuréw po podaniu URB597 w dawce 10 pg nie zmieniat sie (obserwowano jedynie tendencje
do podwyzszonego poziomu anandamidu), natomiast wzrastat znamiennie w wyniku podania
URB597 w dawce 100 pg, podczas gdy poziom innych estréw kwasow tiuszczowych: 2-AG, PEA i
OEA nie ulegat zmianie. Zahamowanie degradacji endogennego anandamidu z zastosowaniem
wyzszej dawki inhibitora enzymu FAAH, URB597 — 200 pg, spowodowato istotne obnizenie
poziomu anandamidu oraz wzrost poziomu 2-AG, PEA i OEA w rdzeniu kregowym (Starowicz i
wsp., 2012; Starowicz i wsp., 2013).

Podsumowujac, wyniki naszych badar farmakologicznych i biochemicznych wskazuja na
istotng role receptora TRPV1 w przeciwbélowych efektach wywotanych przez substancje
oddziatujgce z systemem endokanabinoidowym w bélu neuropatycznym oraz na udziat systemu
endowaniloidowego w przewlektych procesach bélowych na poziomie rdzenia kregowego
(Starowicz i wsp., 2012; Starowicz i wsp., 2013). W oparciu o taczna analize wynikow badan
behawioralnych, ktére wykazaty efekt przeciwbdlowy po farmakologicznej modulacji poziomu
endogennego anandamidu (poprzez zahamowanie aktywnosci giéwnego enzymu
odpowiedzialnego za jego hydrolize) z wynikami analizy LCMS, gdzie dawka 100 ug URB597
podwyzszata a 200 pg URB597 obnizata poziom endogennego anandamidu, mozna wysung¢
hipotezg, iz petne wyfaczenie aktywnosci enzymu FAAH moze uruchamiaé mechanizmy
kompensacyjne, ktére aktywuja alternatywne $ciezki metabolizmu anandamidu.

Z danych literaturowych wiadomo, e anandamid ulega hydrolizie do kwasu
arachidonowego i etanolaminy. Ponadto istnieja réwniez dowody wskazujagce na udziat
cykloksygenazy-2 (COX-2) i lipoksygenaz w metabolizmie anandamidu. Produktem katalizowanej
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przez COX-2 i LOX oksygenacji anandamidu s3 biologicznie czynne zwigzki takie jak
hydroperoksy-anandamid i prostamidy. Warto zaznaczy¢, ze o ile produkty oksygenacji z
udziatem COX-2 nie oddziatuja z receptorem TRPV1, to produkty lipoksygenacji anandamidu
aktywuja go (De Petrocellis i wsp., 2009; De Petrocellis i wsp., 2012). Potwierdzajg to m.in.
wyniki pracy Craib i wsp. (2001). Autorzy cytowanej pracy wykazali, ze za skurcz mies$ni oskrzeli
éwinki morskiej wywotany podaniem anandamidu odpowiedzialny jest receptor TRPV1, a
zjawisko to byto ostabiane w obecnosci inhibitorow LOX sugerujac, ze efekt dziatania
anandamidu jest wynikiem powstawania jego metabolitéw dziatajgcych jako agonisci receptora
TRPV1. Niemniej jednak brak dowodéw potwierdzajacych, ze w warunkach in vivo produkty
lipooksygenacji anandamidu sg wytwarzane i ze wigza sie do receptora TRPV1 powodujac w
efekcie mierzalny efekt behawioralny. Tak wiec w oparciu o aktualny stan wiedzy i wyniki
naszych badarh mozemy zaproponowaé, ze obserwowany efekt analgetyczny wywotany
podaniem URB597 w dawce 200 pg nie jest efektem wywotanym bezposrednia aktywacja
receptoréw TRPV1 przez anandamid, ale moze by¢ sumarycznym efektem wtigczenia
alternatywnych $ciezek metabolizmu anandamidu. Zgodnie z wysunietg powyzej hipotezg w
sytuacji zahamowania aktywnoéci FAAH dochodzi do aktywacji szlaku lipoksygenacji (z udziatem
12-/15-LOX) i wytwarzania innego/kolejnego endogennego liganda receptora TRPV1, 12-/15-S-
HPETE (szczegétowy opis i rycina w Starowicz i wsp., 2007b) a dowodem na ten mechanizm jest
brak opisanych efektéw po zastosowanie baikaleiny, inhibitora $ciezki lipoksygenacji.

Wyniki analizy LC-MS sugeruja, ze odmienna regulacja poziomu endogennego
anandamidu wywotana zahamowaniem jego hydrolizy w warunkach in vivo zalezy od uzytej
dawki inhibitora FAAH dlatego okreéliliémy poziom ekspresji mRNA enzyméw biorgcych udziat w
syntezie (NAPE-PLD) i degradacji anandamidu (FAAH). W badaniach uwzgledniliSmy rowniez
pomiar poziomu ekspresji mRNA dla enzymu 12-/15-LOX- celem weryfikacji poprawnosci zatozen
na temat udziatu alternatywnych $ciezek rozktadu anandamidu (na drodze lipoksygenacji).
Badania nie wykazaty istotnych réznic w poziomie ekspresji mRNA dla NAPE-PLD i FAAH, podczas
gdy istotnie wzrastat poziom 5-, 12- i 15-LOX w rdzeniu kregowym szczuréw neuropatycznych w
poréwnaniu do zwierzat kontrolnych (Starowicz i wsp., 2013). W eksperymentach z
zastosowaniem techniki Western blot wykazaliémy brak istotnych réznic w poziomie biatka dla
receptoréw TRPV1 i CB1 oraz dla enzymu NAPE-PLD w grzbietowej czgsci rdzenia kregowego w
modelu CCl bélu neuropatycznego. Natomiast analiza densytometryczna dla FAAH wykazata
spadek, a dla 12-LOX wzrost poziomu biatka (Starowicz i wsp., 2013).

W celu identyfikacji neuronéw odpowiedzialnych za mechanizm proponowanego udziatu
alternatywnych drég metabolizmu anandamidu w przeciwbélowym profilu dziatania zwigzku
URB597 przeprowadzilismy badania z zastosowaniem potrdjnych barwien
immunohistochemicznych okreélajgcych stopien kolokalizacji FAAH, TRPV1 i 15-LOX w rogach
grzbietowych rdzenia kregowego. Wyniki przeprowadzonych badarn immunohistochemicznych
wykazujg immunoreaktywnos¢ neurondw rdzeniowych dla TRPV1, FAAH i 15-LOX. Co wigcej,
pomiary wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia w stabilnie transfekowanych szczurzym
TRPV1-cDNA komédrkach HEK-293 wskazuja na funkcjonalng aktywacje TRPV1 przez 15-S-HPETE
wywotujgcg naptyw jonéw wapnia do komorki (Starowicz i wsp., 2013).

Odkrycie i charakterystyka endogennych systeméw kanabinoidowego i waniloidowego
stwarza nowy kierunek dla rozwoju lekdéw przeciwbdlowych opartych na hamowaniu
katabolizmu endokanabinoidéw, dziatajgcych na wiecej niz jeden cel molekularny. Strategia
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omijajgca bezposrednie dziatanie na receptory CB, oraz zwigzane z tym czeste wystepowanie
objawéw niepozadanych stwarza mozliwoéé bezpieczniejszego przejécia od badan
podstawowych do kliniki.

Gtowne osiagniecia naukowo-badawcze:

1. Nasze badania udowadniajg istnienie neurondéw "endowaniloidoergicznych" w
neuronach piramidalnych hipokampa w obszarze CA3 oraz w komérkach Purkinjego w
mozdiku. PokazaliSmy, ze zwigzki endogennie aktywujgce receptor TRPV1, w
szczegolnosci  anandamid, NADA i 12-S-HPETE mogg dziataé na wzor
wewnatrzkomoérkowych przekaznikéw sygnatu i neuromodulatoréw. Endowaniloidy
moga by¢ produkowane i/lub ulega¢ degradacji w tych samych komérkach mézgu myszy,
ktore wyrazaja ekspresje receptora TRPV1 (Cristino i wsp., 2008).

2. Wyniki analizy LCMS sugeruja, ze odmienna regulacja poziomu endogennego
anandamidu wywotana zahamowaniem jego hydrolizy warunkach in vivo zalezy od
uzytej dawki inhibitora FAAH. Dlatego doktadna analiza udziatu zaréwno klasycznych jak i
alternatywnych sciezek syntezy i degradacji anandamidu powinny by¢ brane pod uwage
w planowaniu kolejnych badan (Starowicz i wsp., 2012; Starowicz i wsp., 2013).

3. Nie zaobserwowalismy istotnych zmian w poziomie ekspres;ji genu FAAH, natomiast
wykazaliémy istotny wzrost poziomu 5-, 12- i 15-LOX w rdzeniu kregowym szczuréw
neuropatycznych w poréwnaniu do zwierzat kontrolnych. Wyniki wstepnych badar
immunohistochemicznych wykazujg immunoreaktywno$¢ neuronéw rdzeniowych dla
TRPV1, FAAH i 15-LOX (Starowicz i wsp., 2013).

4. Wstepne pomiary wewngtrzkomérkowego poziomu wapnia w stabilnie transfekowa nych
szczurzym TRPV1-cDNA komérkach HEK-293 wskazujg na funkcjonalng aktywacje TRPV1
przez12-/15-S-HPETE wywotujaca naptyw jondw wapnia do komorki (Starowicz i wsp.,
2013).

5. ScharakteryzowalisSmy grupe produktéw utleniania kwasu linolowego: 9- i 13-
hydroksynadtlenkéw (HODE) jako endogennych agonistéw receptora TRPV1 i
okreslilismy ich  wtasnosci w poréwnaniu z najszerzej  opisanym
endowaniloidem/endokanabinoidem: anandamidem. Doéwiadczenia na stabilnie
transfekowanych  szczurzym lub ludzkim rekombinowanym receptorem TRPV1
komérkach HEK-293 wykazaly, ze enancjoselektywnosc i selektywnoéé HODE wzgledem
TRPV1 jest nizsza niz anandamidu. W zwigzku z powyzszym anandamid nadal powinien
by¢ rozwazany jako najselektywniej dziatajagcy endowaniloid (De Petrocellis i wsp.,
2012).

6. Niewatpliwie ciekawym i niezbadanym dotychczas zagadnieniem wydaje sie by¢ udziat
alternatywnych drég metabolizmu anandamidu w przeciwbdlowym profilu dziatania
zwigzku URB597. Nasza hipoteza dotyczaca wigczenia alternatywnych $ciezek
metabolizmu anandamidu w sytuacji zahamowania aktywnosci FAAH (gtéwnego enzymu
hydrolizujgcego anandamid), wydaje sie by¢ poprawna. Jak wykazaliSmy w badaniach
behawioralnych obserwowany efekt analgetyczny wywotany podaniem URB597 w
najwyzszej stosowanej dawce, nie jest efektem wywotanym bezposrednia aktywacija
receptorow waniloidowych TRPV1 a przedstawia mechanizm o ztozonym podtozu (efekt
ostabiony w obecnosci inhibitora $ciezki lipoksygenacji) (Starowicz i wsp., 2012;
Starowicz i wsp., 2013).
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7. Przeprowadziliémy jedne z pierwszych badan okreslajace role receptorow TRPV1 i ich
endogennych ligandéw w zstepujacych szlakach bélowych. Wyniki naszych badan
wskazuja, obecnoé¢ receptoréw TRPV1 na neuronach glutaminianergicznych w szklaku
PAG-RVM, co wiecej w RVM znajdujg sie one w bliskim sasiedztwie zakorczen
GABAergicznych. Zaktywowane neurony TRPV1 zlokalizowane w VL-PAG uwalniajg
glutaminian w RVM, tym samym aktywujac komorki OFF. Zaobserwowali$my, ze TRPV1
w toniczny sposdb kontroluje aktywnos¢ drég glutaminianergicznych w strukturach pnia
mozgu: PAG-RVM réwnoczeénie hamujac nocycepcje (Starowicz i wsp., 2007a).

8. Pochodng doéwiadczeri nad rolg endowaniloidow w strukturach VL-PAG i RVM byto
zbadanie interakcji pomiedzy receptorami TRPV1 z jednym z gtéwnych uktadéw
zaangazowanych w proces nocycepcji tj. z systemem opioidowym. Pokazalismy, ze
aktywacja receptora opioidowgo typu p nie tylko aktywuje komérki OFF oraz posrednio
(ze wspétudziatem uktadu GABA-ergicznego) wywotuje supresje komorek ON, ale
réwniez funkcjonalnie oddziatuje z uktadem receptorowym TRPV1 nasilajac zwigkszenie
uwalniania glutaminianu do RVM. Sg to jedne z pierwszych badari wykazujace pozytywng
interakcje pomiedzy receptorami MOP i TRPV1 (Maione, Starowicz i wsp., 2009).

9. Bardzo waznym wynikiem prowadzonych przez nas badan jest opisanie nowego,
ztozonego mechanizmu dziatania endogennie wytwarzanego anandamidu w
przewlektych stanach bélowych (Starowicz i wsp., 2013). Wielokierunkowe dziatanie
anandamidu, w warunkach catkowitej farmakologicznej blokady gtéwnego enzymu
zaangazowanego W jego degradacje, enzymu FAAH, zwigzane jest z syntezg 15-hydroksy-
anandamidu oddziatujacego z receptorami TRPV1.
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Okreslenie roli rdzeniowych receptoréw waniloidowych i ich endogennych ligandéw w
farmakologii i terapii bélu neuropatycznego

Zrédto finansowania: Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW)
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bélu neuropatycznym.
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Polska.
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Modulacja aktywacji mikrogleju w bdlu neuropatycznym — nowe eksperymentalne podejscie
do terapii bolu

Zrédto finansowania: projekt w ramach 37 konkursu projektéw badawczych Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW)

2010-2014 Grant ,,DEPRESJA - MECHANIZMY — TERAPIA”, wykonawca zdania badawczego
5.4. nt. ,Rola gleju w skutecznosci lekow przeciwdepresyjnych stosowanych w bolu
neuropatycznym — poszukiwanie nowych mozliwosci terapii” grantu kierowanego przez prof.
K. Wedzonego w Instytucie Farmakologii, PAN, 01.02.2010 - 31.01.2014.
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Zrédto finansowania: projekt wspotfinansowany przez Unie Europejskg z Europejskiego
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Peripheral antinociceptive action of endomorphins in inflammatory and neuropathic pain-
mechanisms and clinical application
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neurologicznych
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Opioids treatment of chronic pain and inflammation in the locomotor system
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Miedzynarodowe i krajowe nagrody za dziatalno$¢ naukowsa:
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Department of Microbiology and Medical Biochemistry, Biomedicalcentre, Uppsala
University, osoba przyjmujaca: prof. Erik Fries; Uppsala, Szwecja, lipiec 1999 — styczen
2000

4-letnie stypendium na wykonanie projektu doktorskiego wytonione na drodze
konkursowej w ramach ,Utrecht University PhD Programme”, nadane przez
Migdzynarodowy Instytut Biologii Molekularnej i Komérkowej UNESCO/PAN w
Warszawie; Warszawa, Polska, listopad 2000

Stypendium konferencyjne FENS/IBRO przyznawane na drodze konkursowej na
sfinansowanie uczestnictwa w letniej szkole nt. Peripheral Nervous System: from biology
to disease. Nagrodzono 10 doktorantéw z 80 nadestanych zgtoszen; Ofir, Portugalia,
kwiecieri 2003

Wyréznienie dla mtodego naukowca na zjezdzie Polskiego Towarzystwa Badania Bélu
zaproszeniem do wystapienia w sesji ,Neurobiology of pain”; Wroctaw, Polska, maj 2003
Stypendium konferencyjne L'OREAL na zjezdzie European Neurochemistry Society,
(nagrodzono 3 uczestnikow); Warszawa, Polska, maj 2003

Stypendium konferencyjne EOC na sfinansowanie uczestnictwa w konferencji European
Opioid Conference; Wyszehrad, Wegry, kwiecier 2004

Stypendium Polskiej Sieci Biologii Molekularnej i Komérkowej UNESCO/PAN w
Warszawie na krétkoterminowy staz badawczy w laboratorium kierowanym przez prof.
Christopha Steina; Berlin, Niemcy, czerwiec 2004
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

Stypendium START Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej ,Program START” - stypendium
krajowe dla mtodych naukowcéw; Warszawa, Polska, marzec 2005

Nagroda za osiggniecia naukowe na 16-tym zjezdzie ICRS (ICRS Scientific achievement
award), nagrodzono 8 doktorantéw oraz 4 post-dokéw ze 110 prezentowanych
doniesien konferencyjnych; Tihany, Wegry, czerwiec 2006

Nagroda za najlepsza prezentacje na 17-tym Zjeidzie ICRS ,Achievement award for
outstanding scientific presentation”; Montreal, Kanada, czerwiec 2007

Stypendium programu Wspdlnoty Europejskiej “Neurotrain - Neuroscience Training in
Europe”; Wieden, Austria, lipiec 2007

Nagroda Polskiego Towarzystwa Badania Uktadu Nerwowego za poster prezentowany
na 8 Miedzynarodowym Zjezdzie PTBUN, (przyznano 2 nagrody); Krakéw, Polska,
wrzesien 2007

Nagroda programu POWROTY/HOMING Fundacji na Rzecz Nauki Polskiej, programu
adresowanego do badaczy powracajacych z diuzszego zagranicznego pobytu naukowego
celem dynamizowania rozwoju ich karier naukowych w kraju; Warszawa, Polska,
wrzesien 2007

Wyréznienie plakatu ,Role of TRPV1 vanilloid receptor in analgesic effects of
cannabinoid CB1 receptor agonist in neuropathic pain” przez Zarzad Gtowny PTBB
podczas IV Sympozjum: ,Postepy w leczeniu bdlu”; Zakopane, Polska, pazdziernik 2009
Nagroda za najlepsza prace przegladowa opublikowang w kwartalniku PTBB "Bol";
Krakéw, Polska, luty 2010

Wyréznienie przez Komitet Naukowy zgtoszenia na Gordon Research Conference i
zaproponowanie wyktadu w sesji ,Endocannabinoids and the Spinal and SupraSpinal
Control of Pain” prowadzonej przez prof. Andree Hohmann; Les Diablerets, Szwajcaria,
maj 2011

Otrzymanie prestizowego stypendium LIDER przyznanego przez Narodowe Centrum
Badari i Rozwoju; Warszawa, Polska, kwiecien 2011

Nagroda za najlepsza prezentacje na 22-gim Zjezdzie ICRS ,Achievement award for
outstanding scientific presentation”; Freiburg, Niemcy, lipiec 2012

Stypendium habilitacyjne 12-tej edycji konkursu L'Oreal Polska dla Kobiet i Nauki;
Warszawa, Polska, listopad 2012

Zaproszenie do grona wyktadowcédw XXX Szkoty Zimowej Instytutu Farmakologii PAN w
Krakowie ,,B6l przewlekty, mechanizmy, terapia"

Zaproszenie do grona wykfadowcow 10th European Pain School, letniej szkoly pod
patronatem IASP oraz FENS/IBRO dla doktorantéw i mtodych post-dokéw, ktéra
odbedzie sie w czerwcu 2013 roku w Sienie (Wtochy)

Ponadto bytam adresatem stypendiéw konferencyjnych czeéciowo finansujgcych méj udziat:

1.

2.

3.

W konferencji Intrenational Narcotic Research Conference (INRC), Perpignan, Francja,
kwiecien 2003

W 11-tym Swiatowym kongresie ds. B6lu (World Congress on Pain), Sydney, Australia,
kwiecien 2005

W 16-tym Zjeidzie International Cannabinoid Research Society (ICRS),Tihany, Wegry,
marzec 2006
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4. W 17-tym Zjezdzie International Cannabinoid Research Society (ICRS), Montreal, Kanada,
marzec 2007

5. W European Opioid Conference (EOC), Ferrara ,Wtochy, marzec 2008

6. W 19-tym Zjezdzie International Cannabinoid Research Society (ICRS), Chicago, USA, maj
2009

7. W zjezdzie European Federation of IASP Chapters (EFIC), Lizbona, Portugalia, maj 2009

8. W 13-tym Swiatowym kongresie ds. Bélu (World Congress on Pain); Montreal, Kanada,
luty 2010

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

10. W Gordon Research Conference “Cannabinoid Function in the CNS”, Les Diablerets,
Szwajcaria, maj 2011

Wygtoszenie referatéw na migdzynarodowych i krajowych konferencjach tematycznych:

2002
Melanocortin and CRF receptor antagonists reverse morphine tolerance in rats. 22-25.
05.2002: 12the Annual Meeting of the European Neuropeptide Club, Olsztyn, Polska

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

2004
Modulacja bélu a interakcje pomiedzy melanokortynami i opioidami. V Zjazd Polskiego
Towarzystwa Badania Bdlu, Wroctaw, Polska

Melanocortins in chronic pain. 50 lat Instytutu Farmakologii PAN - Oblicza Krakowskiej
Neuropsychofarmakologii: Neurobiologiczne mechanizmy bélu przewlektego. Krakéw, Polska

2007

Tonic endovanilloids facilitation of glutamate release in brainstem descending
anitinocicepotivepatways. 17h Annual Symposium on the Cannabinoids, International
Cannabinoid Research Society, St-Sauveur, (Québec), Kanada

Endovanilloids form a network with opioids in PAG-RVM descending pain pathways.
8International Narcotic Research Conference, Berlin, Niemcy

Endocannabinoid/endovanilloid affect descending nociceptive pathway via both CB1 and
TRPV1 receptors and form networks with opioids in the PAG-RVM circuit.VI Zjazd Polskiego
Towarzystwa Badania Bdlu, Krakéw, Polska

2009

Anandamide-induced analgesia through a spinal TRPV1-dependent mechanism in
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2011
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Response of spinal TRPV1 and CB, receptors in a rat model of neuropathic pain depends on
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Wykiad w sesji “Recent advances in understanding of peripheral and spinal nociceptive
mechanisms of pathological pain”. 12-19.03.2011, Les 2 Alpes, Francja

2012
Regulation of TRPV1 responsiveness to anadamide and other endovanilloid in neuropathic
pain. European Winter Conference On Brain Research, Villars Sur Ollon, Szwajcaria

OMDM198, a compound targeting both TRPV1 and fatty acid amide hydrolase: a new pain
management strategy in osteoarthritis? 22nd Annual Symposium on the Cannabinoids,
International Cannabinoid Research Society, Freiburg, Niemcy

2013

Rola receptoréw waniloidowych TRPV1 i kanabinoidowych CB1 i ich endogennych ligandow w
procesach bdlowych, XXX Szkota Zimowa Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie ,Bdl
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Staze naukowe:

2005-2007 Endocannabinoid Research Group, Istituto di Chimica Biomolecolare, Consiglio
Nazionale delle Ricerche, Pozzuoli, Wtochy,prof. Vincenzo Di Marzo

2005 Rudolf Magnus Institute for Neuroscience, Department of Medical Pharmacology and
Anesthesiology, Utrecht University Holandia, prof. Roger Adan i prof. Willem HendrikGispen

2004 Berlin Klinik fiir Anaesthesiologie und operative Intensivmedizin, Charite-
Universitatsmedizin Berlin, Campus Benjamin Franklin, Niemcy, prof. Christoph Stein

2001 Rudolf Magnus Institute for Neuroscience, Department of Medical Pharmacology and
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Wyktady monograficzne:
2010
Anandamid: endogenny agonista receptoréw kanabinoidowych CB1 i waniloidowych TRPV1-
Instytut Farmakologii PAN w Krakowie

2012

Nowa strategia farmakoterapii choroby zwyrodnieniowej stawow: receptory TRPV1 i CB1 jako
cele interwencji farmakologicznej. Instytut Farmakologii PAN w Krakowie

Recenzowanie projektéw i publikacji:
Bytam recenzentem prac naukowych przesytanych do czasopism Current Topics in
Pharmacology, Pharmacology&Therapeutics, Neuroscience Letters, Eur J Pharmacol oraz
Pharmacological Reports.
Bytam réwniez 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
Jagielloriskiego rozpoczetam w 1996 roku. Po czwartym roku studiéw wyjechatam na
potroczne stypendium do Uppsala Biomedical Centre, gdzie prowadzitam eksperymenty,
ktorych celem byto poréwnaniu sktadu biatkowego frakcji mikrosomalnej z ciezka frakcjg
retikulum endoplazmatycznego (ER) oraz préby identyfikacji enzymu odpowiedzialnego za
trawienie haptoglobiny w ER w liniach komérkowych COS-1, HepG2 oraz w hepatocytach.
Studia ukoriczytam w 2000 roku, uzyskujac dyplom magistra biotechnologii ze specjalnoscig
biologia molekularna. Gléwnym wynikiem pracy magisterskiej zatytutowanej ,Studies on the
rapidly sedimenting fraction of the endoplasmic reticulum” byto zidentyfikowanie grupy
docelowych biatek odpowiedzialnych za proces proteolitycznego trawienia haptoglobiny.
Metod3 wirowania réznicowego wykazalismy, ze wiekszoé¢ aktywnosci proteolitycznej
znajdowata sie w btonach ciezkiej frakcji ER, sedymentujacej w oséb podobny do
mitochondriéw (tzw. The mitochondria-associated ER membrane). Bezpo$rednio po zdaniu
egzaminu magisterskiego rozpoczetam 4-letnie studia doktoranckie w ramach projektu
bedacego wspétpracg pomiedzy Akademig Medyczng w  Utrechcie (Holandia) a
Miedzynarodowym Instytutem Biologii Molekularnej i Komdrkowej UNESCO/PAN w
Warszawie. Zostatam oddelegowana do pracy w Krakowie i zatrudniona na stanowisku
asystenta w Zakfadzie Neurofarmakologii Molekularnej Instytutu Farmakologii PAN w
Krakowie. Celem moich badan byto okreslenie udziatu systemu melanokortynowego w bélu
neuropatycznym oraz wzajemnych relacji miedzy systemem melanokortynowym a
opioidowym w bélu przewlektym. Do$wiadczenia stanowigce podstawe mojej rozprawy
doktorskiej byly prowadzone w Instytucie Farmakologii PAN w Krakowie w Zespole
Neurofarmakologii Molekularnej pod kierownictwem Prof. Ryszarda Przewtockiego we
wspotpracy z prof. Willemem H. Gispenem z Akademii Medycznej w Utrechcie (Holandia).
Badania pozwolity na poznanie udziatu systemu melanokortynowego w procesach bélowych,
ze szczegllnym uwzglednieniem bolu przewlekiego (Starowicz i wsp., 2004) jak réwniez na
zbadanie interakcji na poziomie rdzenia kregowego miedzy systemem melanokortynowym a



opiodowym (Starowicz i wsp., 2002; Starowicz i wsp., 2005). W podsumowaniu, badania
wskazaty po raz pierwszy obecno$¢ receptora MC4 w DRG oraz modulacje jego ekspresji pod
wptywem uszkodzenia nerwu kulszowego. Fakt zachodzenia tych zmian jedynie po stronie
uszkodzenia oraz korelacja ze zmianami efektywnosci ligandéw $wiadczy o waznej funkcji
melanokortyn i receptora MC4 w rozwoju bolu neuropatycznego. Prace doktorska
zatytutowana , 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 tytutu doktora nauk medycznych na Uniwersytecie w Utrechcie odbytam staz
podoktorski w Institute of Biomolecular Chemistry CNR w Pozzuoli w zespole
Endocannabinoid Research Group pod kierownictwem prof. Vincenzo Di Marzo.
Kontynuujac moje zainteresowanie w obszarze poszukiwania skutecznych substancji w
leczeniu bélu zainicjowatam badania nad rolg receptoréw wanilloidowych TRPV1
zlokalizowanych w osrodkowym uktadzie nerwowym. Po zakoriczeniu stazu
podoktorskiego, w pazdzierniku 2007 roku zostatam zatrudniona na stanowisku adiunkta w
Zaktadzie Farmakologii Bolu IF PAN w Krakowie, kierowanym przez prof. Barbarg
Przewtocka, gdzie kontynuuje badania nad rolg ukfadu endowaniloidowego i
endokanabinoidowego w procesach bdlowych, ze szczegélnym uwzglednieniem bélu
neuropatycznego, co w znacznym stopniu stanowi podstawe opisanego powyzej osiggnigcia
naukowego. Ostatnio krag moich zainteresowan zostat poszerzony o nowe zagadnienie
badawcze dotyczace zwyrodnieniowej choroby stawdéw (osteoratretyzm, OA). Brak
skutecznej terapii dla tego schorzenia stwarza pilng potrzebg zaproponowania
nowatorskiego leczenia OA. Mozna to osiggna¢ poprzez lepsze zrozumienie funkcjonalnej
interakcji pomiedzy receptorami kanabinoidowymi i waniloidowymi w trakcie rozwoju i
trwania tej choroby. Choé wiodacym podejéciem do opracowywania lekow jest
projektowanie zwigzkow selektywnych dla danego celu, zwigzki dziatajgc na wigcej niz jeden
komponent biologiczny moga wykazywac wiekszg skuteczno$¢ niz standardowe zwigzki
selektywne. Najnowsza ocena szeregu karbaminianowych i mocznikowych pochodnych
piperazyny, doprowadzita do syntezy OMDM-198, nowatorskiego zwigzku o ,podwojnym
dziataniu“, aktywnego zaréwno wzgledem FAAH, jak i TRPV1. Badania oceniajgce
potencjalne korzysci wyplywajace z zastosowania OMDM-198 w patologii stawu
kolanowego, bedg nie tylko istotne dla terapii, ale tez dla zrozumienia mechanizméw
prowadzacych do przewlektego bélu u pacjentow z OA.
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