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1. Imig i nazwisko:
Danuta Jantas
2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe:

* 15.05.2008 — doktor nauk medycznych w zakresie biologii medycznej; praca wykonana
w Zaktadzie Neuroendokrynologii Do$wiadczalnej Instytutu Farmakologii PAN; tytut
pracy ,, Wphw memantyny na procesy apoptotyczne komdrek nerwowych in vitro”,
promotor pracy: Prof. dr hab. Wladystaw Lason; recenzenci pracy: Prof. dr hab. Bozena
Kaminska-Kaczmarek, Prof. dr hab. Jerzy Z. Nowak

o 06/2003 - First Certificate in English, University of Cambridge, ESOL Examinations

* 2000-2002 - Studia Podyplomowe w zakresie Informatyki ,,Informatyka dla Nauczycieli”,
Uniwersytet Jagiellonski

* 10.06.1999 — magister biologii, dyplom z wyr6znieniem; Wydziat Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego; praca magisterska zatytutowana ,,Rdznice w
koncentracji hormonow steroidowych w jajnikach nornicy rudej w zaleznosci od
Jotoperiodu” wykonana w Pracowni Endokrynologii i Hodowli Tkanek w Zaktadzie
Fizjologii Zwierzat po opieka naukowg dr Jerzego Galasa

¢ 1997-1998 - Studium Zarzadzania i Biznesu, Uniwersytet Jagiellofiski

e 1996-1999 - Studium Pedagogiczne, Uniwersytet Jagiellonski

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
03/2010 - do chwili obecnej — adiunkt w Zakladzie Neuroendokrynologii Doswiadczalnej
Instytutu Farmakologii PAN
e 02/2008-02/2010 — asystent w Zaktadzie Neuroendokrynologii Doswiadczalnej Instytutu
Farmakologii PAN
e 10/2003-09/2007 — uczestnik studiéw doktoranckich Instytutu Farmakologii PAN

4. Osiagnigcie wynikajace z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie
sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze zm. w Dz, U. z 2016 r. poz. 1311.):

4.1 Tytul osiagniecia naukowego:
Udzial metabotropowych receptorow glutaminianergicznych grupy I i IIT w regulacji

procesow Smierci komorkowej — badania w modelach in vitro.
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Osiagnigciem naukowym poddanym ocenie jest cykl szesciu oryginalnych prac
naukowych (opublikowanych w latach 2014-2018; o facznym IF réwnym 26,902; wg
MNiSW: 205 punktéw) poswigcony badaniu potencjatu ochronnego oraz mechanizméw
neuroprotekcji ligandéw mGluR grupy II i III oraz roli mGluR8 w komérkach
nowotworowych. Prace te s3 wynikiem realizacji dwdch projektéw badawezych (Grant KBN
Nr NN405611638 i grant NCN Nr 2012/05/B/NZ3/00452), w ktérych petnitam role

Kierownika.

4.2 Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa
H1. Jantas D** Greda A*, Golda S, Korostynski M, Grygier B, Roman A, Pilc A, Lason W.
Neuroprotective effects of metabotropic glutamate receptor group II and III activators against
MPP(+)-induced cell death in human neuroblastoma SH-SY5Y cells: the impact of cell
differentiation state. Neuropharmacology 2014, 83:36-53. Elsevier. (IF=5.106; punkty
MNiSW=40 pkt, liczba cytacji bez autocytowan: 20).
H2. Jantas D*, Greda A, Leskiewicz M, Grygier B, Pilc A, Lason W. Neuroprotective effects
of mGluR II and IIT activators against staurosporine- and doxorubicin-induced cellular injury
in SH-SYS5Y cells: New evidence for a mechanism involving inhibition of AIF translocation.
Neurochemistry International 2015, 88:124-137. Elsevier. (IF=3.385; KBN/MNiSW=25 pkz,
liczba cytacji bez autocytowan: 1).
H3. Jantas D*, Gregda A, Golda S, Korostyfiski M, Lasonn W. The neuroprotective effects of
orthosteric agonists of group II and IIl mGluRs in primary neuronal cell cultures are
dependent on developmental stage. Neuropharmacology 2016, 111:195-211. Elsevier.
(IF=5.012; KBN/MNiSW=40 pkt, liczba cytacji bez autocytowari: 4).
H4. Jantas D*, Lech T, Golda S, Pilc A, Lasofn W. New evidences for a role of mGluR7 in
astrocyte survival: Possible implications for neuroprotection. Neuropharmacology 2018,
141:223-237. Elsevier. (IF=4.249; KBN/MNiSW=40 pkt, liczba cytacji bez autocytowat: 0).
HS. Jantas D*, Grygier B, Golda S, Chwastek J, Zatorska J, Tertil M. An endogenous and
ectopic expression of metabotropic glutamate receptor 8 (mGluR8) inhibits proliferation and
increases chemosensitivity of human neuroblastoma and glioma cells. Cancer Letters 2018,
432:1-16. Elsevier. (IF=6.491; KBN/MNiSW=35 pkt, liczba cytacji bez autocytowas: 0).
H6. Jantas D*, Grygier B, Zatorska J, Lason W. Allosteric and Orthosteric Activators of
mGluR8 Differentially Affect the Chemotherapeutic-Induced Human Neuroblastoma SH-
SY5Y Cell Damage: The Impact of Cell Differentiation State. Basic and Clinical
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Pharmacology and Toxicology 2018, 123(4):443-451. Wiley. (IF=2.659; KBN/MNiSW=25
Pkt, liczba cytacji bez autocytowan: 0).

*- autor korespondujgcy; *- réwnorzedne wpdtautorstwo

Opis wktadu wlasnego oraz oswiadczenia poszczegdlnych wspétautoréw okreslajgce
indywidualny udzial kaidego z nich w powstawanie powyzszych publikacji zawarte zostaly

odpowiednio w zalqcznikach 4 i 5.

4.3 Omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania
4.3.1 Wprowadzenie
Precyzyjna regulacja proceséw $mierci komérki w organizmach wielokomérkowych,

jest wazna nie tylko w aspekcie rozwojowym, ale réwniez jest konieczna do utrzymania
homeostazy tkanek u osobnikéw dorostych. Mowa tutaj o procesach programowanej $mierci
komérek (PCD, ang. Programmed Cell Death), ktérych zahamowanie moze by¢ przyczyna
wystapienia wad i schorzen rozwojowych (np. choroby neurorozwojowe), choréb
autoimmunologicznych lub nowotworowych. Z drugiej strony, nadmierna i/lub
dlugotrwala aktywacja PCD moze sprzyja¢ rozwojowi choréb zwyrodnieniowych, w tym
zwigzanych z wiekiem choréb neurodegeneracyjnych (np. choroba Alzheimera, choroba
Parkinsona). W obrgbie PCD mozemy wyr6znié procesy apoptozy, autofagii, regulowanej
nekrozy (nekroptoze) oraz szereg form nieapoptotycznych PCD (np. PARP1-zalezng
nekrozg, ferroptoze, paraptoz¢, aponekroze, oksytozg, pyroptoze czy entozg). Procesy
apoptotyczne mogg przebiega¢ z udziatem cysteinowych proteaz, kaspaz (apoptoza kaspazo-
zalezna) lub w spos6b niezalezny od tych enzyméw (apoptoza kaspazo-niezalezna) (Green
and Llambi, 2015; Orrenius et al., 2011). W pierwszym przypadku, w procesie tym
wymagany jest nakfad energetyczny ze strony degradowanej komoérki i moze on zasadniczo
odbywac si¢ dwoma $ciezkami: zewngtrzkomérkows, poprzez aktywacje receptora $mierci
(np. FAS/CD95, TNFR1, TRAILR) powigzang kolejno z indukcja kaspazy-8 lub
wewngtrzkomérkows (mitochondrialng), zwigzana z uwolnieniem z uszkodzonych
mitochondriéw cytochromu ¢ (cyt. ), wytworzeniem kompleksu apoptosomu i aktywacjg
kaspazy-9. Zaréwno szlak zewnatrz-, jak i wewngtrzkomérkowy w konicowym etapie
prowadzi do indukeji kaspaz wykonawczych (efektorowych) takich jak kaspaza-3, kaspaza-
6 czy kaspaza-7 wsrdd ktdrych substratow jest m.in. enzym CAD (ang. caspases acivated
DNAse) oraz szereg biatek cytoplazmatycznych. W obrazie morfologicznym dochodzi do

obkurczenia komérki, charakterystycznej fragmentacji DNA na odcinki
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oligonukleosomalne (okoto 180-200 par zasad) i wytworzenia cialek apoptotycznych, ktére
w sytuacji in vivo sg dosy¢ szybko usuwane przez komérki fagocytujace, bez aktywacji
odpowiedzi zapalnej, a w uktadach in vitro ulegaja zjawisku tzw. wtérnej nekrozy. W
przypadku apoptozy kaspazo-niezaleznej, inne czynniki pro-apoptotyczne uwalniane z
mitochodriéw takie jak AIF (ang. apoptosis inducing factor) i EndoG (ang. endonuclease G),
majgce aktywnos¢ endonukleaz, sa translokowane do jadra komérkowego gdzie
przeprowadzaja wielkoskalowa fragmentacje DNA (ang. large scale DNA fragmentation).
AIF moze réwniez by¢ aktywowany przez Ca®*-zalezne proteazy cysteinowe, kalpainy (ang.
calpains) i uczestniczy¢ w nieapoptotycznej formie PCD jakim jest nekroptoza (Delavallee
etal., 2001; Vanlangenakker et al., 2012). Weryfikacja udziatu proceséw nekroptozy w
badaniach eksperymentalnych moze byé wykonywana z pomocg narzedzi
farmakologicznych (np. z uzyciem inhibitora RIP1: nekrostatyny 1; Nec-1) i/lub
molekularnych (np. wyciszenie ekspresji RIP1, RIP3 lub MLKL) (Degterev and Linkermann,
2016). Smieré komérki moze odbywaé sie réwniez w sposob przypadkowy w wyniku
zadzialania czynnika uszkadzajacego (chemicznego lub fizycznego) o duzym natezeniu w
wyniku czego dochodzi do zmian martwiczych (nekrozy). W ostatnich latach dzieki
dostgpnosci zaawansowanych metod biologii molekularnej oraz komérkowej uzywane do tej
pory morfologiczne rozréznienie poszczegdinych form $mierci komérkowej jest
niewystarczajace i do wiasciwej klasyfikacji konieczne jest uzycie zestawu specyficznych
markeréw biochemicznych i molekularnych (Galluzzi et al., 2012, 2018). Co wigceej,
mechanistyczne badania nad procesami §mierci komorkowej w zdecydowanej wigkszosci sg
przeprowadzane w modelach komérkowych w ktorych fatwiej jest je specyficznie
zaindukowa¢ i $ledzi¢ ich zalezny od czasu rozwdj, niz miatoby to miejsce w sytuacji in vivo.
Z klinicznego punktu widzenia dla znalezienia skutecznych terapii neuroprotekcyjnych lub
przeciwnowotworowych, konieczne jest badanie wzajemnych powigzan pomiedzy réznymi
formami $mierci komérkowej. Poniewaz dopiero na przestrzeni ostatnich lat zostaty
rozpoznane szczegélowe mechanizmy $mierci komérek nerwowych, dlatego tez hamowanie
tych proceséw na réznych ich etapach stalo si¢ atrakcyjnym punktem uchwytu dla nowych
lekéw neuroprotekcyjnych.

Ze wzgledu na swojg szeroka dystrybucjg w uktadzie nerwowym w wielu typach
komorek (neurony, komérki glejowe, komérki nablonka naczyn) i kompleksowosé dziatania,
metabotropowe receptory glutaminianergiczne (mGluRs; ang. metabotropic glutamate
receptors) zaczely by rozwazane jako punkt uchwytu nowych lekéw do przeciwdzialania

zaburzeniom neurologicznym (np. padaczka, choroba Alzheimera, choroba Parkinsona, bl
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przewlekly) jak i psychiatrycznym (np. depresja, zaburzenia lekowe, schizofrenia)
(Niswender and Conn, 2010). mGluRs nalezace do rodziny GPCR (ang. G protein-coupled
receptors) Klasy C, ze wzgledu na homologie sekwencji aminokwasowych, aktywowang
Sciezkg sygnalizacyjng oraz profil farmakologiczny mGluRs zostaly podzielone na trzy grupy
(mGluR I-IIT). Do grupy I zaliczane sa podtypy mGluR1 oraz mGluRS5, ktére s3
receptorami pobudzajacymi i poprzez biatko Gy aktywujg szlak fosfolipazy C (PLC;
ang. phospholipase C), natomiast mGluR grupy II (mGluR2 i mGIuR3) oraz III (mGluR4,
mGluR6, mGluR7 i mGluR8) s3 receptorami hamujacymi ktére poprzez biatko Gie
hamujg aktywnosé cyklazy adenylanowej (CA; ang. adenyl cyclase). mGluR grupy I sa
zlokalizowane gléwnie w rejonie postsynaptycznym gdzie moduluja dziatanie receptoréw
jonotropowych dla glutaminianu (iGluRs; ionotropic glutamate receptors), natomiast mGluR
grupy I1 i Il sg zlokalizowane gléwnie w czgéci presynaptycznej, gdzie jako auto- lub
heteroreceptory hamuja uwalnianie réznych neuroprzekaznikéw (gléwnie Glu i GABA)
(Nicoletti et al., 2011; Niswender and Conn, 2010). Oprécz klasycznego dziatania poprzez
biatka Ga,, mGluRs moga alternatywnie poprzez biatka GBy aktywowaé szlak kinaz pro-
zyciowych takich jak MAPK/ERK1/2 lub PI3-K/Akt (lacovelli et al., 2013; Nicoletti et al.,
2011). Do pelnej aktywacji mGIuR jest konieczne przytaczenie 2 czasteczek Glu (lub innych
agonistéw ortosterycznych) w rejonie zawiasowym receptora (ang. Venus Flaptrap domain) i
wytworzenie homodimeréw, ktére w dalszej kolejnosci prowadza do zmian konformacyjnych
receptora i aktywacji odpowiednich biatek G. W strukturze receptora, pomiedzy 3 a 4 domena
migdzyblonowa znajduje si¢ miejsce wigzania dla agonistéw allosterycznych, pozytywnych
(PAMs; ang. positive allosteric modulators) lub negatywnych (NAMs; ang. negative positive
allosteric modulators) allosterycznych modulatoréw. Agonisci allosteryezni moga
aktywowaé receptor per se, bez konieczno$ci przylaczenia agonisty ortosterycznego,
natomiast PAMSs lub NAMs beda odpowiednio nasilaé lub ostabiaé aktywnosé
poszczegolnych podtypéw mGluRs tylko w obecnosci agonisty ortosterycznego (Nicoletti et
al., 2011; Niswender and Conn, 2010). Nalezy zauwazy¢, ze wiele biologicznych funkcji
wywolanych przez agonistow ortosterycznych GPCRs moze by¢ zalezna od ich
zréznicowanej odpowiedzi na poziomie efektoréw wewnatrzkomérkowych poprzez zjawisko
wligand-directed trafficking of receptor signaling”, ktéremu moga réwniez podlegaé bardziej
specyficzni w dziataniu agonisci allosteryczni i PAMs (Digby et al., 2010). Poczatkowo
badania przedkliniczne potencjatu terapeutycznego mGluRs byly utrudnione brakiem
selektywnych ligandéw do poszczegélnych podtypéw tych receptoréw, w miare dostepnosci

specyficznych narzedzi, obszar farmakologii i funkcjonowania poszczegélnych podtypow
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mGluRs zostat $cislej okreslony (Nicoletti et al., 20111; Bruno et al., 2017). Pomimo faktu,
ze mGluRs od wielu lat wydaja si¢ atrakcyjnym punktem uchwytu dla lekéw do wielu
schorzen OUN (Bruno et al., 2017, Nicoletti et al., 2011), to relatywnie staby profil
farmakologiczny obecnie dostgpnych ligandéw mGluRs oraz niepelna wiedza o
kompleksowej naturze mGluRs pozostawia t¢ grupg receptoréw gléwnie na etapie badan
przedklinicznych. Dlatego tez, uzasadnione sa dalsze badania podstawowe nad rola
poszczegblnych podtypéw mGluRs w okreslonych zjawiskach biologicznych, w tym w
procesach $mierci komérkowej, jak i poszukiwanie nowych ligandéw mGluRs o lepszym

profilu farmakologicznym.

4.3.2 Rola mGluR grupy II i III w neuroprotekcji
4.3.2.1 Stan wiedzy

Wirod kandydatéw na skuteczne leki neuroprotekceyjne od prawie 30 lat rozwazane
sg ligandy mGluRs (Caraci et al., 2012; Masilamoni and Smith, 2018; Nicoletti et al., 2015;
Ribeiro et al., 2017). Ze wzglgdu na swéj modulacyjny charakter, wydaja sie one
bezpieczniejsze do klinicznego uzycia niz antagonisci iGluRs, szczegélnie typu NMDA (np.
MK-801, ketamina), ktére sg obarczone szeregiem dzialah niepozadanych (np. efekty
psychozomimetyczne, zaburzenia uwagi i pamigci, neurotoksycznoéé u mtodych osobnikéw).
Wezesne badania (lata 90-te zeszlego stulecia) nad potencjatem ochronnym ligandéw
mGluR dotyczyly zwigzkéw nieselektywnych lub selektywnych tylko do okreslonych grup
mGluR i byly one testowane w modelach ekscytotoksyeznosci (uszkodzen komérek
nerwowych wywolanych nadmiernym pobudzeniem) (Caraci et al., 2012; Nicoletti et al.,
2011). Wykazano, ze hamowanie mGluR grupy I i stymulacja grupy II i IIT obniza
uszkodzenia pierwotnych hodowli neuronalnych indukowane NMDA czy kwasem kainowym
(Bruno et al., 1995, 1997, 2000). W kolejnych badaniach nad ekscytotoksycznoscia, z
uzyciem hodowli neuronalnych oraz neuronalno-glejowych pochodzacych od zwierzat
dzikich oraz nokautowych, wykazano istotny udziat receptora mGluR4 zlokalizowanego w
komérkach nerwowych w efektach ochronnych agonistéw grupy Il mGIuR (L-AP4 i L-SOP)
(Bruno et al., 2000) oraz udziat astrocytarnego mGluR3 w neuroprotekcyjnych efektach
agonistow grupy I (DCG-IV; NAAG) (Bruno et al., 1998, 2000; Corti et al., 2007; Pinteaux-
Jones i wsp., 2008, Caraci et al., 2010; Moyanova et al., 2010). O ile wczesne badania nad
potencjatem ochronnym mGluRs byty prowadzone por6wnawczo w danym modelu
komérkowym (gtéwnie mysie hodowle pierwotne korowych komérek nerwowych lub

komorek ziarnistych mézdzku), z uzyciem dostgpnych ligandéw mGluRs i w niektérych
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przypadkach z réznymi czynnikami uszkadzajacymi (np. NMDA i kwas kainowy), to badania
pézniejszych lat skupione byty juz na konkretnych zwiazkach, bardziej lub mniej
selektywnych (np. antagonisci mGluR1 lub mGhuRS; agonisci mGluR 11 lub III; mGluR4
PAM) i analizie wewnatrzkomérkowych mechanizméw ich dzialania neuroprotekcyjnego w
okreslonym modelu uszkodzenia (ekscytotoksycznego czy ischemicznego) (Domin et al.,
2006, 2010, 2014, 2015, 2016; Smiatowska et al., 201 2). Zdecydowanie mniej badan
dotyczylo roli mGluRs w procesach apoptotycznych, co jest szczegOlnie istotne przy
poszukiwaniu nowych terapii przewlektych choréb neurodegeneracyjnych (choroba
Alzheimera, choroba Parkinsona, choroba Huntingtona, stwardnienie boczne zanikowe). W
miarg dokfadnie oceniono udziat grupy I mGluR, w mechanizmach apoptozy neuronalnej.
Wykazano w modelach hodowli neuronalnych, ze stymulacja mGIuR5 (DHPG) moze
dziala¢ ochronnie w modelu uszkodzen apoptotycznych (staurosporyna, etopozyd) poprzez
hamowanie kaspazy-3, ale jednoczesnie zwieksza uszkodzenia nekrotyczne (wywotane
deprywacja tlenu i glukozy; OGD; ang. oxygen-glucose deprivation) (Allen et al., 2000).
Natomiast w modelu uszkodzen apoptotycznych wywotanych B-amyloidem w hodowlach
neuronéw korowych oraz komérek ziarnistych mézdzku (CGC, ang. cerebellar granule cells),
stymulacja mGluR5 nie miata wplywu na te uszkodzenia, natomiast antagonista mGluR [
(AIDA) zwigkszat toksycznosé B-amyloidu, ale tylko w hodowlach korowych (Allen et al.,
1999). Powyzsze prace zaczgly jako pierwsze wskazywaé na rézne czynniki, takie jak typ
uszkodzenia i rejon pochodzenia komérek, ktére moga mieé istotny wplyw na potencjal
ochronny ligandéw mGluRs. Poniewaz w sytuacji in vivo mamy do czynienia z réznymi
typami uszkodzen komérek nerwowych wystepujacymi réwnoczesnie, dlatego tez mGluR
grupy I wydaja sig by¢ mato bezpiecznym celem dla farmakoterapii przewlektych choréb
neurodegeneracyjnych. Ponadto, ze wzgledu na postsynaptyczne umiejscowienie tych
receptordw, ich dlugotrwata stymulacja/inhibicja konieczna do przeciwdziatania chronicznym
zmianom degeneracyjnym, moglaby prowadzi¢ do powaznych efektéw niepozadanych (np.
uszkodzenia z nadmiernego pobudzenia; zaburzenia uwagi i pamieci) (Bruno et al., 201 7).
Dlatego tez, dla celéw neuroprotekeyjnych bardziej obiecujaca wydaje sie by¢ grupa II
oraz IIl mGluR, gdyz stymulacja tych receptoréw wykazuje dzialanie ochronne zaréwno w
modelach uszkodzen ekscytotoksycznych, nekrotycznych, jak i apoptotycznych.
Wykazano, ze agonisci mGIuR II (LY354740) oraz ITI (L-AP4, L-SOP) dziatali ochronnie w
modelach $mierci apoptotycznej i/lub nekrotycznej komérek nerwowych (NMDA, NO, B-
amyloid, niskie stezenie jonéw K, staurosporyna, etopozyd, MPTP, 6-OHDA) (cytacje w
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pracach HI i H2). W niektorych pracach wskazano, ze rejon pochodzenia komérek
nerwowych moze mie¢ wplyw na uzyskany efekt ochronny agonistéw mGIuR grupy II i III.
Zaréwno agonista grupy II (DCG-IV) oraz I1I (L-SOP) mGluR zapobiegat uszkodzeniom w
modelu apoptozy indukowanej 3-amyloidem w komérkach korowych, natomiast w CGC
efektywny byl tylko agonista grupy IIl (Copani et al., 1995). Co wiecej, agonisci mGluR
grupy II zapobiegali apoptozie komoérek glejowych indukowanej NO czy wysokim poziomem
glukozy a efekty te byly zwiazany z hamowaniem aktywnosci kaspazy-3 i/lub zwiekszona
produkcja glutationu (GSH; ang. glutathione) (Berent-Spillson et al., 2007; Durand et al.,
2010). Poniewaz specyficzne ligandy do poszczegdlnych podtypéw mGluRs, szczegdlnie
grupy III, stawaty si¢ dostepne w réznych okresach na przestrzeni ostatnich 10-15 lat
(agonista mGIuRS, (S)-3,4-DCPG od 2001; mGluR4 PAM, PHCCC od 2003 roku;
allosteryczny agonista mGluR7, AMNO082 i mGIluR8 PAM, AZ12216052 od 2008 roku),
dlatego tez poré6wnawczy udzial tych podtypéw receptoréw (szczegélnie mGluR7 i
mGIuR8) w modulacji proceséw $mierci komorkowej byl malo poznany. Nie byl réwniez
znany wplyw stopnia rozwoju komérek nerwowych na efekty ochronne indukowane
aktywacjg poszczegélnych podtypéw mGluRs przez okreslone ligandy (agonisci
ortosteryczni vs. allosteryczni). Badania te byly uzasadnione naszymi wczesniejszymi
wynikami, dotyczacymi anty-apoptotycznych efektéw memantyny, antagonisty NMDAR,
ktéra byla bardziej efektywna w mysich komérkach nerwowych niedojrzatych (7 DIV) niz
dojrzatych (12 DIV) (Jantas-Skotniczna et al., 2006, Jantas et al., 2009; Jantas and Lason,
2009a, 2009b). Ponadto, substancja ta rOwniez dzialala silniej w ludzkich komdrkach
nerwiaka zarodkowego (neuroblastoma) SH-SY5Y o fenotypie niezroznicowanym (UN-
SHSYS5Y) niz neuronalnie zréznicowanym (RA-SH-SYS5Y) (Jantas et al., 2008). Z punktu
widzenia aplikacyjnego, wytypowanie najskuteczniejszych ligandéw z grupy II i Ill mGluR
do zapobiegania uszkodzeniom tkanki nerwowej u osobnikéw mlodych oraz starszych, czy
tez wskazanie na zwigzki ktére moglyby interferowaé z apoptoza rozwojows wydalo si¢ by¢
wysoce zasadne. Ponadto, pomimo wykazania ekspresji receptoréw mGluR7 w komérkach
glejowych (astrocytach), ich udzial w neuroprotekcji wywotanej specyficzng stymulacjg
receptoré6w mGluR7 nie zostal okreslony, a dotychczasowe badania w tym aspekcie
dotyczyly glownie podtypéw mGluRS oraz mGIuR3 (cytacje w pracach H4). Szereg danych
eksperymentalnych wskazujacych na potencjat terapeutyczny agonistéw grupy III (L-AP4,
ACPT-I), w tym mGluR 4 PAMs (PHCCC; VU0155041) w modelach choroby Parkinsona,
nie tylko do leczenia symptoméw (poprzez normalizacje nadaktywnych szlakéw Glu i GABA

w jadrach podstawy), ale rowniez do dziatan neuroprotekcyjnych, uzasadniato
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przeprowadzenie badan poréwnawczych z réznymi aktywatorami mGHhuR grupy II oraz
ITI w modelu komérkowym choroby Parkinsona (komérki SH-SYSY) z zastosowaniem
neurotoksyny dopaminergicznej MPP(+) (ang. I-methyl-4-Phenylpyridinium ion) oraz w
uszkodzeniach wywolanych czynnikami pro-apoptotycznymi staurosporyna oraz
doksorubicyng, aktywujacymi odpowiednio wewnatrzkomérkowy oraz
zewnatrzkomorkowy szlak apoptozy (Jantas et al., 2009; Jantas and Lason, 2009a, 20095).

4.3.2.2 Cele badawcze:

L Weryfikacja uzytecznosci komorek SH-SY5Y do badaf mGIuR grupy IT i I
oraz ocena potencjatu ochronnego réznego typu ligandéw tej grupy
receptorow w modelach uszkodzen apoptotycznych (staurosporyna i
doksorubicyna) i apoeptotyczno-nekrotycznych (MPP(+)).

11 Okreslenie potencjatu ochronnego wybranych ligandéw mGIuR grupy I i ITT
w modelach uszkodzen komérek nerwowych w hodowlach pierwotnych
indukowanych czynnikami pro-apoptotycznymi i ekscytotoksycznymi —
zdefiniowanie czynnikéw wplywajacych na efekt ochronny: typ uszkodzenia,
stopien rozwoju komorek, pochodzenie komérek, typ liganda.

. Okreslenie udzialu mGIluR7 w glioprotekeji i ocena znaczenia tego zjawiska w
efektach neuroprotekcyjnych agonisty allosterycznego mGluR7, AMNOS2.

V. Okreslenie wewnatrzkomérkowych mechanizméw dziatania ochronnego

ligandéw mGluR 11 i III w badanych modelach komérkowych.

4.3.2.3 Podsumowanie uzyskanych wynikéw

L Komorki SH-SYSY [H1 i H2]

Komérki SH-SYSY s3 szeroko stosowanym modelem in vitro w obszarze
neurotoksycznosci i neuroprotekeji, a ze wzgledu na swéj dopaminergiczny fenotyp sa
uznanym modelem komérkowym choroby Parkinsona (Cheung et al., 2009; Lopes et al.,
2010, Presgraves et al., 2004). Natomiast nie byly jak dotad stosowane jako model
eksperymentalny w obszarze farmakologii i funkcji mGluRs. W pracy [H1] wykazalismy
ilosciowo za pomocg metody qRT-PCR z uzyciem specyficznych sond TagMan
zroznicowang ekspresjg transkryptéw dla mGluR grupy II i III z najwigksza ekspresja
mGIuR8 (8-krotnie wyzszg niz mGluR2) >> mGIluR2 > mGluR7 > mGluR4, bez detekcji
mRNA dla mGIluR3 oraz mGluR6. Ponadto, 7-dniowe réznicowanie tych komérek do

fenotypu neuronalnego z uzyciem kwasu retinowego (RA, ang. retinoic acid) wptyneto
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istotnie na obnizenie ekspresji mRNA dla mGIluR2, mGluR4 i mGluR8, a podwyzszenie
mGIluR7 w poréwnaniu do komérek niezréznicowanych. Efekty te byty potwierdzone
réwniez na poziomie bialka receptorowego mierzonego metoda Western blot, za wyjatkiem
mGluR4, dla ktérego obserwowali$my w procesie réznicowania spadek transkryptu natomiast

wzrost na poziomie biatka. Badane ligandy: L Y354740 — agonista ortosteryczny mGluR II;

ACPT-I - agonista ortosteryczny mGluR III; VU0361737 — mGluR4 PAM; AMNO082 —
agonista allosteryczny mGluR?7; (S)-3,4-DCPG — agonista ortosteryczny mGluR8 oraz

AZ12216052 — mGIluR8 PAM w szerokim zakresie stezen nie wykazaly efektow
toksycznych na komérki SH-SYSY [H1]. Efekt stymulujacy proliferacje wykazaty tylko

modulatory allosteryczne: VU0361737 i AZ12216052 i byt on hamowany przez antagoniste
mGIuR I (UBP1112) oraz inhibitor $ciezki MAPK/ERK1/2 (PD98059) [H1]. W tabeli 1

podsumowano efekty ochronne testowanych 6 aktywatoréw mGluR grupy IT i HI

(mierzone testem redukcji MTT i wyrazone jako % zmian kontroli) w modelu uszkodzen
wywolanych staursporyna (St) [H2], doksorubicyng (Dox) [H2] oraz MPP(+) [H1] w

komérkach niezréznicowanych (UN-SH-SY5Y) i neuronalnie zréznicowanych (RA-SH-

SYSY).
LY354740 ACPT-I VU0361737 AMNO082 (S)-3,4-DCPG AZ12216052
(0.01-10 yM) | (0.01-10 uM) (0.1-10 pM) (0.001-1 uM) (0.01-100 pM) (0.001-10 uM)
UN | StH2] 16-22% 20% 12-24 % 7] g 12-17%
Dox [H2] [} ()] 13-15% 23% [7] 15-19%
MPP(+) [H1] 16-24% 16-20% 16-19% 15-17% 15-27% 20-32%
RA | St[H2] 17% 17} 1%} 2 @ 22-23%
Dox [H2] 1%/} -18% 1%} 14} @ 17}
(100 pM)
MPP(+) [H1] 17} a 2 @ 16-30% 18-20%

Tabela 1. Efekty aktywatorow mGluR grupy II i IIl w komdrkach UN-i RA-SH-SYSY uszkodzonych

staurosporyng (St), doksorubicyng (Dox) oraz MPP(+). Uszkodzenia we wszystkich modelach
wynosito okoto 50% w stosunku do kontroli. Brak efektu — .

Analiza poréwnawcza wykazata wplyw stopnia zréznicowania komérek, rodzaju

uszkodzenia, jak rowniez typu liganda na potencjal ochronny badanych aktywatoréw

mGluR grupy I i I11. I tak, najkorzystniejsze efekty ochronne badanych ligandé6w mGluR
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grupy II i III obserwowano w modelu uszkodzefi apoptotyczno-nekrotycznych wywotanych
MPP(+), gdzie wszystkie badane zwiazki dziataty ochronnie w UN-SH-SY5Y, z relatywnie
najwigkszym efektem aktywatoréw mGluRS ((S)-3,4-DCPG i AZ12216052). Natomiast, w
modelu uszkodzen wywolanym czynnikiem pro-apotycznym St wykazano efekt protekcyjny
dla agonisty mGIuR II i III, mGluR4 PAM i mGluR8 PAM. Najslabsze efekty i zawezone
tylko do ligandéw allosterycznych (VU0361737; AMNO82 i AZ12216052) zaobserwowano
w modelu $mierci komérkowej indukowanej Dox. W komérkach RA-SH-SYSY efekt
neuroprotekeyjny byl ostabiony (MPP(+) oraz St) lub nieobecny (Dox) w poréwnaniu do
komérek UN-SH-SYS5Y, co mogloby wynikaé z maskowania efektéw ochronnych mGluR
II/III przez RA (np. poprzez aktywacj¢ sciezek prozyciowych MAPK/ERK1/2 lub PI3-K/Akt)
(Cheung et al., 2009; Miloso et al., 2004). Nalezy podkresli¢, ze efekt ochronny wywolany
aktywatorami mGluR grupy Il i III byt tylko cze$ciowy (maksymalnie 30%), co potwierdza
modulacyjny charakter stymulacji tych receptoréw réwniez w regulacji procesow
apoptotycznych i apoptotyczno-nekrotycznych. Ponadto, w zastosowanych modelach nie
obserwowali§my wyraznej zaleznoSci od stezenia w efektach ochronnych testowanych
ligandéw mGIuR, co wigcej, w niektérych uktadach efekt ten byl dwufazowy (szczegdlnie w
modelu z MPP(+) dla agonistow ortosterycznych) lub przybierat ksztalt dzwonowaty (ang.
bell-shape response) (np. dla mGluR4 lub mGluR8 PAMs) [H1, H2]. Najprawdopodobniej,
dwufazowos¢ dziatania wynika z niespecyficznosci ligandéw i/lub z réznych mechanizméw
neuroprotekeji indukowanych przez niskie vs. wyzsze stgzenia tego samego zwigzku [H1].
Odpowiedz VU0361737 oraz AZ12216052 (bell-shape response) wydaje sie¢ bardziej
akceptowalna z klinicznego punktu widzenia, gdzie efekt ochronny byt obserwowany w
wigkszym zakresie stezen [H1 H2]. Z mechanistycznego punktu widzenia, wykazali$my, ze
efekty ochronne testowanych aktywatoré6w mGIuR grupy II i III byty blokowane
odpowiednio przez antagoniste grupy II (LY341495) lub III (UBP1112) mGluR, za
wyjatkiem efektéw mGluR8 PAM [H1, H2]. We wszystkich badanych modelach uszkodzen
komoérek SH-SYSY dochodzito do aktywacji proceséw apoptotycznych mierzonych
wzrostem aktywnosci kaspazy-3 oraz wzrostem liczby komoérek z pofragmentowanym
DNA (metoda TUNEL), natomiast testowane ligandy mGluR grupy II i IlI nie wplywaly
hamujgco na pierwszy parametr, natomiast obnizaly liczbe jader apoptotycznych [H1,
H2]. We wszystkich badanych modelach dochodzito réwniez do zmian nekrotycznych
(mierzonych liczbg jader komérkowych wybarwionych jodkiem propidyny), ale tyko w
modelu MPP(+) byly one obnizane przez aktywatory mGluR grupy III. Kolejne badania w

modelu MPP(+) wskazaly na hamowanie proceséw nekroptozy, gdyz inhibitor tego procesu
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(Nec-1) znosit efekty ochronne aktywatoréw mGluR grupy III [H1]. Jest to pierwsze
doniesienie na temat potencjalnego udzialu hamowania proceséw nekroptozy przez
ligandy mGluRs przynajmniej w modelu uszkodzeni indukowanych MPP(+) w komérkach
SH-SY5Y i zagadnienie to powinno by¢ doktadniej zbadane w przyszlosci. Natomiast w
modelu uszkodzen apoptotycznych wywotanych St lub Dox wzrost liczby nekrotycznych
Jader komorkowych jest najprawdopodobniej zwigzany ze zjawiskiem wtérnej nekrozy,
ktore, jak wynika z naszych danych, nie podlega regulacji przez mGluR grupy II i ITI
[H2]. W modelu uszkodzen apoptotycznych (St i Dox) wykazalismy zaangazowanie
mechanizméw kaspazo-niezaleznych poprzez hamowanie przez aktywatory mGluR grupy II
i Il translokacji AIF (ang. apoptosis inducing factor) [H2]. Ponadto, stosujgc specyficzne
inhibitory aktywacji $ciezki MAPK/ERK1/2 (PD98059 lub U0126 wykluczyliémy udziat tego
szlaku sygnalizacyjnego w protekcji wywotanej poprzez wybrane aktywatory mGIuR grupy
I'i III we wszystkich modelach uszkodzen komérek SH-SYS5Y. Nie zaobserwowalismy
synergizmu w ochronnych efektach aktywatoréw mGluR grupy I1 i III a inhibitorem kaspazy-
3, Ac-DEVD-CHO przynajmniej w testowanym modelu z MPP(+) [H1]. Dodatkowo,
wykazalismy efekt hamujacy prawie wszystkich badanych aktywatoréw mGIuR grupy II i
111, za wyjatkiem AMNO082, na aktywnos§¢ DAT (transportera dla dopaminy), mierzonego
transportem dokomérkowym wyznakowanego trytem MPP(+). Co wigcej, réznicowanie
komoérek kwasem retinowym, w wigkszosci przypadkow (poza efektem ligandéw mGIuR8)
zniosto powyzszy efekt hamujacy na DAT [H1]. Jednakze, efekty te nie byl skorelowane z
efektami ochronnymi aktywatoréw mGIuR grupy II i III w modelu uszkodzer wywolanych
MPP(+). Wszystkie badane aktywatory mGIuR grupy IIi [1I odwracaly wywotany St lub
Dox spadek wewnatrzkomérkowego pH, co wedlug wezesniejszych doniesiefh mogtoby
mie¢ znaczenie dla neuroprotekeji (Maiese et al., 2000, Vincent et al., 1999). Jednakze, biorac
pod uwagg fakt, ze zaréwno stgzenia ochronne jak i podprogowe w podobny sposéb
odwracaly wywolane czynnikami pro-apoptotycznymi zakwaszenie komérki, efekt ten raczej
nie ma znaczenia w dzialaniach neuroprotekcyjnych testowanych w naszych modelach

ligandéw mGluRs [H2].
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Schemat 1. Podsumowanie mechanizméw neuroprotekcji mediowanych przez aktywatory mGluR
grupy iIi IlI'w komorkach SH-SY5Y.

11 Hodowle pierwotne neuronalne komorek hipokampa oraz komorek

ziarnistych moidzku [H3]

Od samego poczatku badaf nad potencjatem ochronnym ligandéw mGluRs, hodowle
pierwotne komérek nerwowych wywodzace si¢ z roznych obszaréw mézgu (kora,
hipokamp, mo6zdzek) gryzoni (mysz, szczur) byly podstawowym modelem badawczym. W
naszych badaniach nad potencjatem ochronnym ligandé6w mGIuR grupy II i III
wykorzystalismy model mysich hodowli pierwotnych wywodzacych si¢ z roznych obszaréw
moézgu. W publikacji [H3] zawarli$my dane dotyczace ekspresji poszczeg6lnych podtypow
receptoréw mGluR grupy I1i Il w 7 i 12 dniowych (7 i 12 DIV) hodowlach neuronalnych
komoérek hipokampa (HIP) oraz komérek ziarnistych mézdzku (CGC), mierzonych
metods ilosciowego PCR (qPCR). Poprzez analiz¢ pordwnawcza, wykazali§my
zréznicowany poziom ekspresji poszczegdlnych podtypéw mGluR grupy 11 i III pomiedzy
komérkami HIP i CGC. I tak najwyzszy poziom ekspresji w obu typach hodowli mial Grm3,
a nastepnie Grin7 > Grm2, Grm4, Grm8 oraz Grm8 > Grm4 > Grm7 > Grm2 dla
odpowiednio hodowli HIP oraz CGC. Regulacj¢ rozwojowsa wykazano dla Grm3 zaréwno w

komérkach HIP jak i CGC z mniejsza ekspresja w komérkach 12 DIV, natomiast odwrotng
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zalezno$¢ zaobserwowano dla Grm7 w komérkach HIP, gdzie poziom ekspresji tego genu
byt wyzszy w komdrkach 12 DIV. Ponadto, wykazalismy wi¢kszg wrazliwo$¢ 7 DIV HIP i
CGC na uszkodzenia wywotane czynnikami pro-apoptotycznymi w poréwnaniu z komérkami
12 DIV, natomiast te ostatnie byly bardziej podatne na toksyczne dziatanie Glu, co jest
zgodne z naszymi wcze$niejszymi badaniami (Jantas and Lason, 2009a, 2009b; Jantas-
Skotniczna et al., 2006; Leskiewicz et al., 2008). W powyzszych modelach uszkodzen
przetestowalismy potencjat ochronny 4 ligandéw mGluR: LY354740, ACPT-I, AMNOS2
oraz VU0361737. Nasze badania pokazaty, ze zwiazki te nie byly toksyczne w
zastosowanych przedzialach stezen w zadnym z uzytych modeli komérkowych (71 12 DIV
HIP; 7 i 12 DIV CGC). Analiza poréwnawcza pél pod krzywa (AUC; ang. area under
curve) wykazala udzial stopnia rozwoju komérek, modelu uszkodzenia oraz rejonu
pochodzenia komérek nerwowych w efektach neuroprotekcyjnych testowanych
aktywatorow mGIluR grupy IIi ITI [H3]. Generalnie, efekty ochronne dla wszystkich
testowanych ligandéw zaobserwowano w modelu uszkodzen wywotanych St w 7 i 12 DIV
CGC. Analiza szczegblowa, wykazata efekty ochronne ligandéw ortosterycznych
(LY354740 i ACPT-I) w 12 DIV, ale nie w 7 DIV HIP w modelu uszkodzefi indukowanych
St oraz Glu. Réwniez w komérkach CGC zaobserwowali$my zaleznosé rozwojowa, ale tylko
dla ACPT-, kt6ry byt bardziej efektywny w komdérkach 12 DIV. Takiego wplywu stopnia
dojrzatosci komorek na efekty ochronne, nie zaobserwowano dla ligandéw allosterycznych
(AMNO082 i1 VU0361737), ktére byly ochronne zaréwno w dniu 7, jak i 12. Ponadto, wigksze
efekty ochronne w komérkach HIP zaobserwowano w modelu uszkodzen indukowanych St
dla LY354740 (w 7 i 12 DIV), ACPT-I (w 12 DIV) i AMNO82 (w 12 DIV) w poréwnaniu do
uszkodzen wywotanych Glu. Dodatkowo, w modelu St zauwazono lepszg ochrone w
komérkach CGC niz HIP dla agonistéw ortosterycznych zaréwno w 7, jak i 12 DIV,
natomiast w przypadku agonisty allosterycznego mGIluR7, AMNO82 efekt protekcyjny byt
wyzszy w 12 DIV HIP w poréwnaniu do 12 DIV CGC. Jednakze, obserwowane efekty
ochronne badanych ligandéow mGlIuR grupy II i III nie byly skorelowane z ekspresja
receptoréw w poszczegdlnych typach hodowli komérkowych, za wyjatkiem negatywnej
korelacji pomigdzy protekcja wywotang agonista mGluR II (LY354740) a ekspresjg
transkryptu dla mGIluR3 w 12 DIV HIP [H3]. Zaréwno w komérkach HIP jak i CGC na obu
etapach rozwoju (7 i 12 DIV) nie obserwowaliSmy efektow ochronnych aktywatoréw
mGlIuR grupy II'i III na uszkodzenia wywotane induktorem apoptozy zewngtrzkomérkowej,
Dox. Jest to w kontrascie do wynikow uzyskanych w modelu komoérek UN-SH-SY5Y, gdzie
AMNO082 i VU0361737 byly ochronne w tym modelu uszkodzen [H2]. Te rozbieznosci moga
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wynika¢ z réznych mechanizméw dziatania toksycznego Dox w komérkach
nieproliferujgcych (neurony) z aktywacja gtéwnie szlaku receptora $mierci i dzielacych sie
(komérki UN-SH-SYS5Y), w ktérych moze dochodzi¢ do hamowania proliferacji oraz
indukowania bezposrednio uszkodzen DNA (alkilacja DNA) [H3]. Ponadto, wykazalismy, ze
efekty ochronne aktywatoréw mGIuR grupy I i IIl w modelu St nie byly zwigzane z
hamowaniem kaspazy-3, co jest spdjne z wynikami otrzymanymi z komérek SH-SYS5Y.
Natomiast na poziomie pomiaru liczby jader nekrotycznych (barwienie jodkiem propidyny)
oraz apoptotycznych (barwienie Hoechst 33342) w modelu St wykazalismy obnizenie obu
parametréw przez wszystkie badane ligandy mGluRs w 7 DIV CGC, natomiast w 12 DIV
HIP zaobserwowano zmiang tylko w liczbie komérek nekrotycznych. Réwniez w modelu
Glu, obserwowalismy obnizenie markera nekrotycznego przez testowane ligandy mGluRs.
Neuroprotekeja indukowana przez aktywatory mGluR grupy II i III byla blokowana przez
odpowiednich antagonistéw mGIuR grupy II (LY341495) i Il (UBP1112) wylgcznie w
modelu Glu, ale nie St. Efekt ten jest przeciwny do danych uzyskanych z komérek SH-SYS5Y,
gdzie ochronne efekty LY354740, ACPT-I oraz VU0361737 na uszkodzenia wywolane St
byly znoszone przez antagonistéw mGluR grupy II i IIl. Efekty neuroprotekcyjne wywolane
przez ACPT-I oraz AMNOS2 w 12 DIV HIP w modelu uszkodzen wywolanych St byly
znoszone przez inhibitora MAPK/ERK1/2 (PD98059) wskazujgc na roznice w
mechanizmie neuroprotekeji pomigdzy réznymi ligandami mGluR grupy 11 i I11.
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Schemat 2. Podsumowanie mechanizmow neuroprotekcji mediowanych przez aktywatory mGIuR
grupy I i IIT w pierwotnych komdrkach nerwowych
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IIl.  Hodowle korowe neuronalne, neuronalno-glejowe oraz glejowe [H4]

W kolejnej pracy [H4] kontynuowali$my badania nad wplywem stopnia rozwoju
komérek nerwowych na efekty ochronne ligandéw mGluRs, tym razem zawezone do
agonisty allosterycznego mGluR7 (AMNO082), a poszerzone o udzial komérek glejowych
w tych efektach. W tym celu uzyliSmy komérki korowe neuronalne (max. 10% komdrek
GFAP-pozytywnych), neuronalno-glejowe (okoto 30-40% komoérek GFAP-pozytywnych)
oraz glejowe (okoto 90% komérek GFAP-pozytywnych) [H4]. Ekspresja transkryptéw dla
mGluR grupy II'i IIl w kemérkach korowych byla podobna jak w komérkach HIP (Grm3 >
Grm7 > Grm2, Grm8 > Grm4), z tym ze nie obserwowalismy istotnych réznic w ekspresji
pomigdzy hodowlami neuronalnymi a neuronalno-glejowymi, ani pomigdzy
poszczegélnymi dniami rozwoju dla konkretnych podtypéw mGluRs co jest w opozycji z
wynikami otrzymanymi z hodowli HIP i CGC [H3]. W komérkach glejowych
obserwowali$my ekspresje transkryptow Grm3 > Grm7 > Grm8 > Grmd4 > Grm2, ale na
zdecydowanie nizszym poziomie niz w hodowlach neuronalnych, co by thimaczyto brak
réznic pomiedzy ekspresja poszczegdlnych podtypéw w hodowlach neuronalnych i
neuronalno-glejowych. Analiza poréwnawcza AUC pomigdzy efektami ochronnymi
wywolanymi przez AMNO082 w hodowlach neuronalnych oraz neuronalno-glejowych
wykazata istotng role komérek glejowych w modelu uszkodzen wywolanym Glu, ale nie St
w hodowlach 7 DIV. Natomiast w modelu uszkodzen St efekt ochronny AMNO082 byt
wigkszy w komérkach neuronalnych w poréwnaniu do hodowli mieszanych zaréwno w dniu
7, jak i 12. Réznice rozwojowe w efektach ochronnych AMNO082 obserwowalismy w modelu
uszkodzen wywolanych Glu w hodowlach neuronalnych oraz w modelu uszkodzefi CGC
wywotanych niskim st¢zeniem jonéw potasu (LP; ang. low potassium), w obu przypadkach
protekcja byta obserwowana tylko w 12 DIV [H4]. Poréwnujac efekty neuroprotekeyijne
AMNO082 w hodowlach korowych, zaréwno w modelu uszkodzefi St jak i Glu [H4], to jest
ona nizsza niz w komérkach HIP oraz CGC [H3]. W hodowlach neuronalnych i neuronalno-
glejowych nie obserwowalismy efektéw ochronnych AMNO082 w modelu uszkodzefi
wywolanych Dox, ani efektu obnizajacego na kaspaz¢-3 w modelach apoptozy Sti LP [H4],
podobnie jak to miato miejsce w hodowlach HIP i CGC [H3]. W nastepnym etapie,
sprawdzili$my potencjat ochronny AMNO82 w modelu uszkodzen komérek glejowych
wywolanych czynnikami pro-apoptycznymi (St oraz Dox). Zwigzek ten w niskich stgzeniach
mikromolarnych z podobng efektywnoscia (okolo 15-20% w tescie MTT) zmniejszal
uszkodzenia wywotane St lub Dox, bez hamujacego wptywu na aktywnosé kaspazy-3 [H4].
Natomiast wykazaliSmy obnizenie przez AMNO82 liczby komérek glejowych z
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apoptotyczng fragmentacjag DNA (barwienie Hoechst 33342), a efekt ten byt hamowany
przez mGluR7 NAM (MMPIP) oraz inhibitory sciezek MAPK/ERK1/2 oraz PI3-K/Akt
[H4]. W celu weryfikacji udziahut mGluR7 w ochronie komérek glejowych oraz nerwowych,
wykorzystalismy hodowle wywodzace si¢ od zwierzat dzikich (WT, ang. wild type) oraz
zwierzat nokautowych (mGluR7-/-). Wykazalismy wieksze uszkodzenia wywolane St oraz
Dox w hodowlach glejowych mGluR7-/- w poréwnaniu do WT z podniesiong podstawowa
oraz stymulowang aktywnoscig kaspazy-3 [H4]. Zaleznosci takiej nie obserwowalismy w
hodowlach neuronalnych (CGC) w odpowiedzi na rézne czynniki pro-apoptotyczne (St,
Dox i LP) [H4].

® Amnos2 e
no effect St

\ Cas-9 Ac

'\?Ias-']:’» L]

I Apoptosis

Schemat 2. Podsumowanie mechanizméw neuroprotekcji mediowanych przez agoniste mGIuR7,
AMNO82 w komorkach glejowych.

4.3.2.4 Znaczenie uzyskanych wynikow

Uzyskane przez nas wyniki badari z modelu komérek SH-SYSY po raz pierwszy
wskazaly na jej uzytecznosé do badan potencjalu ochronnego ligandéw mGluR grupy
IT i III (w szczegoInosci ligandow mGIuR8) w aspekcie modulacji proceséw
apoptotycznych i nekrotyczno-apoptotycznych wraz z mozliwoscig badania
wewnatrzkomoérkowych mechanizméw ich dziatania. W komérkach tych mozna
zroznicowa¢ dzialanie ochronne pomiedzy ligandami orto- i allosterycznymi mGluRs,
Jak réwniez wskaza¢ na nowe mechanizmy ich dziatania ochronnego (np. poprzez

hamowanie nekroptozy oraz przeciwdziatanie translokacji AIF). Ze wzgledu na brak w
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klinice skutecznych terapii neuroprotekcyjnych, a z drugiej strony mozliwo$é projektowania
nowych ligandéw mGluRs o lepszym profilu farmakologicznym, kemérki SH-SY5Y moga
stanowi¢ pierwsza platforme¢ przesiewowa w kierunku ewaluacji potencjatu ochronnego
nowych zwigzkéw dzialajacych na ta grupe receptoréw oraz do badan innych proceséw
dotyczacych farmakologii mGluR grupy I1 i I1I, ktére pozostaja nadal stabo poznane (np.
desensytyzacja i internalizacja receptoréw, koncepcja ,,biased agonism™ i ,residence time”,
tworzenie heterokomplekséw). Jednakze, nalezy zachowac¢ ostrozno$é przy interpretacji
uzyskanych wynikéw biorac pod uwage nowotworowy fenotyp komérek SH-SY5Y i
zréznicowang ekspresje poszczegolnych podtypéw mGluR grupy I1 i III w stosunku do
hodowli pierwotnych. W komérkach SH-SY5Y wystepuje najwicksza ekspresja mGluR8 i
brak ekspresji mGluR3, natomiast w hodowlach pierwotnych obserwowana jest wysoka
ekspresja mGluR3 i niska ekspresja mGIluR8. Pomimo tego, komérki SH-SYSY wydaja sie
by¢ bardzo dobrym modelem do badan z endogenna ekspresja mGluRs i stanowig
alternatywe do modeli komérkowych z ektotopowa ekspresjg tych receptorow.

Celem naszych badan poréwnawczych w uktadach in vitro byto zaproponowanie
najbardziej skutecznych zwiazkow z obszaru ligandéw mGIuR grupy 11 i 111, kt6rych
skutecznos¢ mogtaby by¢ weryfikowana w modelach zwierzecych choréb
neurodegeneracyjnych. O ile z danych uzyskanych w modelu SH-SY5Y, ze wzgledu na
profil dzialania oraz wysoka ekspresj¢ mGluR8, mozna wytypowaé¢ mGluR8 PAM
(AZ12216052), to w modelu hodowli pierwotnych zadanie to jest bardziej zlozone. W
tych ostatnich efekt ochronny jest zalezny od kontekstu (typu komérek, stopnia ich rozwoju,
typu uszkodzenia, typu liganda mGluR), co moze ograniczaé translacyjno$é wynikéw tych
badafi. Pomimo tego, wykazali§my po raz pierwszy istotng rolg stopnia rozwoju komérek
nerwowych dla neuroprotekcji wywolanej przez agonistéw ortosterycznych, ale nie
allosterycznych. Wskazuje to na wigksza efektywno$¢ tych pierwszych w zapobieganiu
utraty komérek w chorobach neurodegeneracyjnych zwigzanych z wickiem, natomiast
ligandy allosteryczne bytyby bardziej przydatne do zapobiegania uszkodzeniom mézgu u
mlodych osobnikéw (np. urazy mechaniczne mozgu, asfiksja okotoporodowa,
ekscytotoksycznos¢). Z testowanych uktadéw komoérkowych hodowli pierwotnych do oceny
neuroprotekcyjnego potencjatu aktywatoréw mGluR grupy 11 i 11 bardziej przydatne wydaja
si¢ by¢ komérki HIP oraz CGC, natomiast w komérkach nerwowych korowych tatwiej
bedzie dywersyfikowa¢ udziat odpowiedzi neuronalnej i glejowej. Wykazany
konsekwentnie we wszystkich zastosowanych modelach komérkowych, brak udzialu

hamowania aktywnosci kaspazy-3, a hamowanie proceséw nekrotycznych oraz kaspazo-3
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niezaleznych, w mechanizmach neuroprotekeji wywotanej aktywatorami mGIluR grupy IT i
III, wyklucza ich interferencj¢ z apoptozg rozwojowsa czy neuroplastycznoscia
neuronalny, ktore to procesy sa kaspazo-3-zalezne. Brak hamowania przez te zwiazki
neurotoksycznosci wywotanej Dox w hodowlach pierwotnych neuronalnych przemawia
przeciwko stosowaniu tych ligandéw do tagodzenia skutkéw ubocznych chemioterapii
(chemobrain). Nie jest natomiast okreslony udziat gleju w tym zjawisku, a niektére ligandy
mGluRs (AMN082) wykazujg dziatanie ochronne na uszkodzenia komérek glejowych przez
Dox. Nasze badania wykazaty po raz pierwszy pro-zyciowy charakter mGluR7 w
komérkach glejowych, co moze stanowié istotny element neuroprotekcji agonistow tego

receptora w sytuacji iz vivo.

4.3.3 Rola mGluR8 w komdrkach nowotworowych
4.3.3.1 Stan wiedzy

Procesy $mierci komérkowej sa intensywnie badane réwniez w obszarze chordb
nowotworowych, gdzie ich specyficzna i wydajna indukcja (giéwnie poprzez mechanizmy
apoptotyczne) jest celem skutecznych terapii przeciwnowotworowych. Na przestrzeni
ostatnich 20 lat szereg danych eksperymentalnych oraz obserwacje kliniczne wskazuja na
udzial Glu i jego receptoréw (iGluRs i mGluRs) w procesach transformacji oraz progresji
nowotworéw (Willard and Koochekpour, 2013; Yu et al., 2017). Wykazano w licznych
liniach komérek nowotworowych oraz w tkance pochodzacych od pacjentéw onkologicznych
podniesiong ekspresje réznych typow receptoréw glutaminianergicznych, jak réwniez
mutacje somatyczne w genach dla tych receptorow. Glu moze by¢ alternatywnym zrédlem
energii dla komérek szybko dzielacych sig, w tym komérek nowotworowych, a poprzez
dziatanie na okreslone podtypy mGluRs moze indukowaé szlaki przezyciowe w komérkach
nowotworowych (np. MAPK/ERK1/2 i PI3-K/Akt). Jak do tej pory, zaangazowanie Glu i
Jego receptoréw zostat najszerzej przebadany w obszarze glejakéw (ang. glioma), czerniaka
(ang. melanoma), raka piersi (ang. breast cancer) i raka prostaty (ang. prostate cancer).
Pomimo wielu danych eksperymentalnych wskazujacych na potencjal
przeciwnowotworowy antagonistow iGluRs (MK-801, ketamina, memantyna, GYKI52466,
N-BQX2), wywolywane przez nie efekty uboczne ograniczajg ich uzytecznosé kliniczna
(cytacje w pracy H5). Jedynym zwiazkiem rozpatrywanym w prébach klinicznych jest
zwigzek anty-glutaminianergiczny riluzol, ktéry wykazuje pewne efekty korzystne w
czerniaku (Willard and Koochekpour, 2013). Dlatego tez, stopniowo uwaga naukowcow

zostata przesunigta na mGluRs i zaczgto poszukiwaé potencjalnych lekéw
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przeciwnowotworowych w tej grupie receptorow. Ze wszystkich podtypéw mGluRs, w
obszarze nowotworéw najbardziej poznana do tej pory jest rola mGluR grupy I oraz II.
Wykazano udziat promujagcy mGluR1 i mGluR3 w formowaniu i progresji niektorych
nowotwordw (glejak, czerniak, rak piersi i rak prostaty), a antagonisci tych receptoréw (Bay
36-7620, YM 298198, Y341495) wykazali dzialanie przeciwnowotworowe i/lub
uwrazliwiajgce na dzialanie chemoterapeutykéw w réznych modelach in vitro i in vivo
(Willard and Koochekpour, 2013). mGluR grupy I1I s3 najmniej poznane w kontekscie
biologii nowotworéw. Istniejgce dane eksperymentalne i kliniczne w tym obszarze dotyczg
wysokiej ekspresji mGluR4 w rdzeniaku (ang. medulloblastoma) i raku jelita grubego (ang.
colorectal carcionoma). Jednakze wyniki badan farmakologiczne z ligandami mGHuR 111 s3
sprzeczne, poniewaz wykazano ze mGluR4 PAM, PHCCC hamowal wzrost rdzeniaka
(lacovelli et al., 2006), natomiast agonista mGluR III, L-AP4 promowat wzrost opornych na
5-fluorouracyl komérek raka jelita grubego (Yoo et al., 2004). Dlatego tez, nadal pozostaje do
wyjasnienia jakie czynniki determinuja odpowiedz agonistéw mGluR III (typ nowotworu
i/lub rodzaj liganda mGluR) w kontekscie ich potencjalnej uzytecznosci klinicznej.
Ponadto, wykazano zréznicowang ekspresje mGluR7 i mGluR8 w komérkach raka prostaty
opornych (PC-3) i wrazliwych (LNCaP) na androgeny sugerujac udziat wzrostu ekspresji
mGIuR7 1 spadku mGIluR8 w terapeutycznym dziataniu dihydrotestosteronu (DHT)
(Pissimissis et al., 2009). Pomimo istniejacych danych z analiz WGS (ang. whole genome
sequencing) i WES (ang. whole exon sequencing) wskazujacych na podniesiong ekspresje i
mutacje somatyczne w obrebie GRMS8 w raku pluca i czemiaku sugerujacych ich role
promujgca nowotworzenie, hipoteza ta jak dotad nie zostata zweryfikowana funkcjonalnie
(Choi et al., 2017; Ding et al., 2014; Kan et al., 2010). Poniewaz nasze badania wykazaty
wysoka ekspresj¢ mGluR8 w komérkach nerwiaka zarodkowego SH-SYSY, stymulacje ich
proliferacji przez mGIluR8 PAM oraz ostabianie przez ten zwigzek toksycznego dzialania
staurosporyny oraz doksorubicyny [H1], powstato pytanie o rol¢ tego receptora w tym typie

komorek i potencjalng uzyteczno$é kliniczna ligandéw tego receptora.

4.3.3.2 Hipotezy badawcze
I. mGluR8 peini rol¢ promujaca nowetworzenie, a wyciszenie ekspresji tego
receptora w komorkach z endogennie wysoka ekspresja tego receptora bedzie
hamowato proliferacj¢ i migracje komorek oraz uwrazliwiato je na dzialanie

toksyczne chemoterapeutykow,
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II. Aktywacja mGluR8 bedzie oslabiaé efektywnos$¢ chemoterapii, a jego
hamowanie uwrazliwi komorki na dziatanie cytotoksyczne

chemoterapeutykoéw.

4.3.3.3 Podsumowanie uzyskanych wynikow

L Badania w komdrkach nowotworowych z wyciszong oraz podwyiszong ekspresjg

mGluR8 [H5]

Po zaprojektowaniu i wytworzeniu specyficznych narzedzi molekularnych do wyciszenia
(kasety miRNA) oraz nadekspresji (plazmid z hGRM8) mGluR8, z komérek z wysoka
endogenng ekspresja mGluR8 (neurobalstoma SH-SY5Y i glioma LN229)
wygenerowaliSmy klony kontrolne oraz klony z wyciszona ekspresja mGluRS8. Natomiast w
komérkach z relatywnie niska ekspresja mGIuRS (glioblastoma U87-MG oraz glioma
LN18), wygenerowalismy klony kontrolne oraz z podwyzszong ekspresja GRM8 [H5]. W
takich ukladach in vitro badali$my proliferacje i migracje komérek oraz ich wrazliwo$¢ na
klinicznie stosowane leki (doksorubicyne, irinotekan i cisplatyng) oraz eksperymentalne
zwiazki (staurosporyna). Otrzymane wyniki okazaly sie by¢ przeciwne do postawionej
hipotezy badawczej. W klonach komérek SH-SY5Y z wyciszong ekspresja mGluRS
obserwowaliSmy zwigkszona proliferacje mierzong inkorporacjg BrdU, bez wptywu na ich
migracj¢ (test rysy) w poréwnaniu do klonéw kontrolnych [H5]. Ponadto, komérki te byly
bardziej oporne na cytotoksyczne dziatanie staurosporyny, doksorubicyny, irinotekanu i
cisplatyny w poréwnaniu do klonéw kontrolnych, z najwigkszymi réznicami w przypadku
dwoch ostatnich lekéw. Chemoopornosé byta mierzona testami biochemicznymi na
zywotno$¢/toksycznosé (test redukeji MTT oraz uwalniania LDH), aktywnoscig kaspazy-3
oraz liczbg jader nekrotycznych (barwienie jodkiem propidyny). R6znice pomigdzy
poszczegblnymi fenotypami komdrek utrzymywaty si¢ nawet po zréznicowaniu komérek
kwasem retinowym (RA), ktéry jest uzywany klinicznie w koficowych etapach leczenia
neuroblastoma. Ponadto, w klonach SH-SY5Y z wyciszong ekspresjg obserwowalismy
obnizony metabolizm, spadek poziomu pro-apoptotycznej kinazy GSK3-B i podwyzszony
poziom cytoplazmatycznej B-kateniny, elementy ktére moga byé odpowiedzialne za
zwigkszong proliferacje i/lub chemoopornosé. Wyniki te zostaly czesciowo potwierdzone w
komoérkach glejaka LN229, gdzie w klonach z wyciszona ekspresja mGIuR8 obserwowali$my
zwigkszona migracj¢ oraz oporno$¢ na toksyczne dziatanie staurosporyny i irinotekanu [H5].
W klonach komérek glejaka U87-MG z podwyzszong ekspresja mGIluR8 obserwowalismy
indukcje apoptozy, zmniejszong proliferacje oraz migracje komdrek, oraz zwigkszong
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wrazliwos¢ na cytotoksyczne dziatanie staurosporyny, doksorubicyny oraz cisplatyny
[H5]. Efekty zmniejszonej proliferacji oraz zwigkszonego uszkodzenia komérek po
ekspozycji na staurosporyng potwierdzilismy w klonach komérek glejaka LN18 z
podwyzszona ekspresja GRMS.

11 Badania farmakologiczne z ligandami mGIluR8 w komdérkach SH-SYSY [H6]
W komérkach SH-SYSY nieréznicowanych (UN-SH-SY5Y) wykazali$my efekt nasilajacy
proliferacje wywolany przez mGluR8 PAM, AZ12216052 [H1] i antagoniste mGluR TII,
UBP1112, ale nie przez agoniste ortosterycznego mGluRS, (S)-3.4-DCPG [H6]. Ponadto w
komorkach UN-SH-SY5Y obserwowalismy czgsciowe ostabienie cytotoksycznych efektéw
doksorubicyny, irinotekanu oraz cisplatyny zaréwno przez mGluR8 PAM, jak i antagoniste
mGlIuR III. Efekt ten zostal utrzymany po dtuzszej inkubacji (48 godz.) tylko dla
AZ12216052 w modelu uszkodzen wywotanych doksorubicyna. Agonista ortosteryczny
mGIuR8, (S)-3,4-DCPG zmniejszat czgsciowo uszkodzenia wywolane przez cisplatyne po 24
godz. inkubacji ze zwiazkami zarowno w komérkach UN-, jak i RA-SH-SYSY. Zaréwno
mGIuR8 PAM jak i agonista ortosteryczny tego receptora zwigkszaly toksyczno$é
doksorubicyny oraz irinotekanu w komérkach RA-SH-SY5Y po 48 godz. inkubacji ze

zwigzkami.

4.3.3.4 Znaczenie uzyskanych wynikow

Nasze wyniki z modeli in vitro wykazaty po raz pierwszy onkosupresyjny charakter
mGluR8 w komoérkach nerwiaka zarodkowego oraz glejaka oraz jego zdolnos$é do
uwrazliwiania komérek nowotworowych na cytotoksyczne dziatanie réznych
chemoterapeutykéw. Rozszerza to stabo poznany do tej pory obszar dotyczacy roli mGluR8
w procesach nowotworowych. Poniewaz otrzymane wyniki, okazaly sie przeciwstawne do
naszych poczatkowych zatozen i przewidywan innych badaczy, kolejne badania nad mGIluR8
z wykorzystaniem innego typu komoérek nowotworowych z weryfikacja efektéw w modelach
in vivo bgda jak najbardziej uzasadnione. Badania farmakologiczne w obrebie komercyjnie
dostgpnych ligandé6w mGluR8 nie dostarczyly przekonywujgcych wynikéw o ich potencjale
przeciwnowotworowym, co raczej wskazuje na zaangazowanie wewnatrzkomérkowych, nie
btonowych mGluR8 w mechanizmach ich dzialania przeciwnowotworowego (hamowaniu

proliferacji i migracji komérek, uwrazliwianiu na dziatanie chemoterapeutykéw).

4.3.4 Whnioski koricowe
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Cykl 4 prac dotyczacych roli mGluR grupy II i IIl w neuroprotekeji [H1-H4] oraz 2
prac dotyczacy roli mGluR8 w komérkach nowotworowych [H5, H6] zostat polaczony
wspolnym mianownikiem, a mianowicie udziatem receptoréw mGIuR grupy I i IIl w
modulacji proceséw $mierci komérkowej, ktérej hamowanie jest istotnym elementem dziatan
neuroprotekcyjnych, a indukcja, strategii przeciwnowotworowych. Nasze badania wykazaly
potencjal ochronny réznego typu ligandéw mGIluR grupy II i ITI (orto — i allosterycznych)
zar6wno w komérkach ludzkich nerwiaka zarodkowego SH-SYS5Y, jak i w hodowlach
pierwotnych komérek nerwowych. Efekty te byly zwiazane z hamowaniem zaréwno
proces6w apoptotycznych, jak i nekrotycznych, ale bez wplywu na aktywnosé kaspazy-3.
Postulujemy udzial w hamowania proceséw kaspazo-3 niezaleznych, nekroptozy i/lub
aktywacje szlakéw pro-zyciowych (MAPK/ERK1/2 i PI3-K/Akt) w neuroprotekcji
wywolanej aktywacja mGluR grupy II i I1I, aczkolwiek udziat tych mechanizméw moze by¢
zalezny od wielu czynnikéw (typu komoérek, stopnia ich rozwoju, obecnosci komérek
glejowych, rodzaju uszkodzenia, typu liganda mGluRs). Dlatego tez, konieczne sg dalsze
badania nad wiasciwosciami ochronnymi nowych ligandéw mGluR grupy Il i III oraz ich
kombinacji z innymi zwigzkami (np. iGluR, innymi GPCR) w celu znalezienia
najkorzystniejszych strategii neuroprotekcyjnych w obrebie tej grupy receptoréw. W drugiej
czesci dzieta habilitacyjnego pokazali$my, ze obecno$é w komérkach nowotworowych
mGIluRS jest czynnikiem korzystnym, gdyz wplywa hamujaco na ich proliferacje, moze
indukowac¢ apoptoze, oraz uwrazliwiaé je na induktory $mierci komérkowej poprzez wplyw
na mechanizmy apoptotyezne i nekrotyczne. Jednakze, ze wzgledu na ciagle stabo poznang
rol¢ mGluR8 w biologii nowotworéw oraz niespéjny obraz dziatania roznego typu ligandéw

mGluR8, wykorzystanie tego receptora jako cel terapii wydaje si¢ nadal odlegly.
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S. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

5.1 Osiagnigcia naukowo-badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora nauk

medycznych

Sciezke naukowo-badawcza w obszarze neurobiologii i neurofarmakologii rozpoczetam w
roku 2003, 4 lata po zakonczeniu studiéw magisterskich na kierunku biologia (Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi UJ), kiedy to w Instytucie Farmakologii PAN zostal otwarty nabdr na
Studia Doktoranckie. Prace doktorskg wykonywatam w Zakladzie Neuroendokrynologii
Doswiadczalnej (do roku 2005 Zaktad Endokrynologii) pod opieka naukowa Prof. dr hab.
Wiadystawa Lasonia. Przedmiotem mojej pracy doktorskiej bylo badanie wplywu antagonisty
receptora NMDA, memantyny na procesy neuronalnej apoptozy w modelach komérkowych
(pierwotne hodowle neuronalne oraz komérki SH-SY5Y). Badania te byly realizowane w
ramach dziatalnosci statutowej oraz przygotowanego przeze mnie grantu promotorskiego
(“Wplyw memantyny na procesy $mierci komérek nerwowych indukowanych poprzez
zewnatrzkomérkowy szlak apoptozy”; 2006-2008; grant KBN promotorski nr N401
08131/1874), w ktérym petnitam funkcj¢ Gtéwnego wykonawcy. W ramach realizacji tej
tematyki wykazatam: wplyw stopnia rozwoju komérek nerwowych oraz rejonu pochodzenia
komoérek na efekty ochronne memantyny w modelu apoptozy mitochondrialnej (St, LP i
zewnatrzkomérkowej (Dox); role BDNF oraz $ciezki PI3-K/Akt w efektach
neuroprotekcyjnych memantyny oraz uzyteczno$é komérek SH-SY5Y do badania potencjatu
neuroprotekcyjnego tego zwiazku. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w 5 pracach
oryginalnych — 2 przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych i 3 po jego otrzymaniu:

- Jantas-Skotniczna D*, Kajta M, Lason W. Memantine attenuates staurosporine-induced
activation of caspase-3 and LDH release in mouse primary neuronal cultures. Brain Research
2006, 1069:145-153.

- Jantas D*, Pytel M, Mozrzymas JW, Leskiewicz M, Regulska M, Antkiewicz-Michaluk L,
Lason W. The attenuating effect of memantine on staurosporine-, salsolinol- and doxorubicin-
induced apoptosis in human neuroblastoma SH-SYSY cells. Neurochem Int. 2008, 52:864-877.

- Jantas D*, Lasofn W. Protective effect of memantine against Doxorubicin toxicity in primary
neuronal cell cultures: influence a development stage. Neurofox Res. 2009, 15:24-37.

- Jantas D*, Szymanska M, Budziszewska B, Lason W. An involvement of BDNF and PI3-
K/Akt in the anti-apoptotic effect of memantine on staurosporine-evoked cell death in primary
cortical neurons. Apoptosis 2009, 14:900-912.

- Jantas D*, Lasonn W. Anti-apoptotic effect of memantine against staurosporine- and low-
potassium-induced cell death in cerebellar granule cells: a development dependent effect.
Pharmacol. Rep. 2009, 61:827-837.

Ponadto w czasie realizacji badaf nad memantyng, w podobnych modelach

doswiadczalnych okreslitam zréznicowang, zalezna od stopnia rozwoju komoérek, role NMDA
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w modelach apoptozy neuronalnej (St i LP) i r6znymi mechanizmami w nie zaangazowanymi.
Efekty te byly zwigzane z hamowanie translokacji AIF, ale nie aktywnosci kaspazy-3 oraz
byly zalezne od rodzaju uszkodzenia komérek (w modelu St — udziat aktywacji
MAPK/ERK1/2; w modelu LP —rola kanatu NMDA). Rezultatem tych badari byta praca
opublikowana po otrzymaniu stopnia doktora:

- Jantas D*, Lasori W. Different mechanisms of NMDA-mediated protection against neuronal
apoptosis: a stimuli-dependent effect. Neurochem Res. 2009, 34:2040-2054.

W trakcie studiéw doktoranckich bytam réwniez zaangazowana w realizacje:

e grantu KBN nr 2 PO5A 07927 ,,Wplyw neurosteroidéw na procesy apoptotyczne w
ludzkich komérkach neuronalnie zréznicowanych - wewnatrzkomérkowe mechanizmy
dziatania”(2004-2007; kierownik dr Monika Leskiewicz; wykonawca nieformalny). W
projekeie tym badalismy potencjat ochronny 4 neurosteroidéw (DHEA, DHEAS,
pregnenolon, allopregnannolon) wraz z mechanizmami dziatania w réznych modelach
uszkodzen (apoptotycznych i ekscytotoksycznych) w komérkach SH-SYSY
(nier6znicowanych i neuronalnie zréznicowanych) i hodowlach pierwotnych neuronéw.
Rezultatem mojego zaangazowania w ten projekt jest wspdlautorstwo w 3 publikacjach:

- Leskiewicz M, Regulska M, Budziszewska B, Jantas D, Jaworska-Feil L, Basta-Kaim A,
Kubera M, Jagla G, Nowak W, Lason W. Effects of neurosteroids on hydrogen peroxide- and
staurosporine-induced damage of human neuroblastoma SH-SYS5Y cells. J Neurosci Res. 2008,
86:1361-1370.

- Leskiewicz M, Jantas D*, Budziszewska B, Lasori W. Excitatory neurosteroids attenuate
apoptotic and excitotoxic cell death in primary cortical neurons. J Physiol Pharmacol. 2008,
59:457-475.

- Leskiewicz M, Regulska M, Budziszewska B, Jantas D, Jaworska-Feil L, Basta-Kaim A, Kubera
M, Lasoi W. Neurosteroids enhance the viability of staurosporine and doxorubicin treated
differentiated human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Pharmacol Rep. 2008, 60:685-691.

e badar sieciowych ,,Poszukiwanie wewnatrzustrojowych punktéw uchwytu potencjalnych
leké6w neurotropowych” (2006-2008; projekt badan sieciowych IF PAN - Polish MNSW
Scientific Network Project; zesp6t Prof. Lasonia; wykonawca). Badania te dotyczyly
okreslenia potencjatu ochronnego kalcitriolu (aktywnej formy witaminy D3) podawanej
po indukcji uszkodzenia w modelach in vitro i in vivo (wspélpraca z Zaktadem
Neurochemii, IMDiK PAN, Warszawa). Druga cze$¢ badan w ktérych bratam udziat to
poszukiwanie zwigzkéw ochronnych do przeciwdziatania uszkodzeniom komérek
nerwowych wywolanym zahamowaniem funkcji proteasomu w modelach komérkowych
oraz zwierzgcych (wspdlpraca z Zaktadem Neuropsychofarmakologii, IF PAN). Rezultaty
tych badan zostaly opublikowane w 4 pracach w latach 2009-2014:
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- Kajta M, Makarewicz D, Ziemifiska E, Jantas D, Domin H, Lasonn W, Kutner A, Lazarewicz
JW. Neuroprotection by co-treatment and post-treating with calcitriol following the ischemic
and excitotoxic insult in vivo and in vitro. Neurochem Int. 2009, 55:265-274.

- Jantas D*, Lorenc-Koci E, Kubera M, Lason W, Neuroprotective effects of MAPK/ERK 1/2
and calpain inhibitors on lactacystin-induced cell damage in primary cortical neurons.
Neurotoxicology 2011, 32:845-856.

- Jantas D*, Roman A, Kusmierczyk J, Lorenc-Koci E, Konieczny J, Lenda T, Lasofi W. The
extent of neurodegeneration and neuroprotection in two chemical in vitro models related to
Parkinson's disease is critically dependent on cell culture conditions. Neurotox Res. 2013,
24:41-54.

- Konieczny J, Jantas D, Lenda T, Domin H, Czarnecka A, Kuter K, Smialowska M, Lasori W,
Lorenc-Koci E. Lack of neuroprotective effect of celastrol under conditions of proteasome
inhibition by lactacystin in in vitro and in vivo studies: implications for Parkinson's disease.
Neurotox Res. 2014, 26:255-273.

Ponadto, w okresie doktoratu bratam udziat w przygotowaniu 1 pracy przegladowe;j oraz
bylam autorkg 2 artykutéw popularnonaukowych w jezyku polskim:

- Jantas-Skotniczna D*, Kajta M, Lasofi W. New targets for putative neuroprotective agents. Acta
Pol Pharm. 2006, 63:359-368. Review.

- Jantas-Skotniczna D*. ALS — cichy zabdjca (Nasze szanse w walce ze stwardnieniem bocznym
zanikowym). [ALS — the sileni killer (Our chances to combat Amyotropic Lateral Sclerosis)].
Wszechswiat, 2006; 107: 31-33. Review. Polish.

- Jantas-Skotniczna D*. Estrogeny — nie tylko hormony piciowe (Rola estrogendéw w
Osrodkowym Uktadzie Nerwowym). [Estrogens — not only sexual hormons (The role of estrogens
In Central Nervous System)]. Wszechswiat, 2004; 105: 191-194. Review. Polish.

5.2 Osiggnigcia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora nauk

medycznych

Oproécz realizacji dwéch projektéw badawczych (Grant KBN Nr NN405611638 i grant
NCN OPUS 3 Nr 2012/05/B/NZ3/00452), w ktérych petnitam funkcje Kierownika projektéw,
a rezultatem ktérych jest cykl 6 prac stanowiacy dzieto habilitacyjne (opisany w punkcie 4), w
okresie po otrzymaniu stopnia doktora nauk medycznych bylam formalnie zaangazowana w
realizacj¢ 4 grantéw badawczych oraz prowadzitam dziatalno$é badawcza w ramach
dzialalnosci statutowej i wspoélpracy nieformalnej.

Pierwszym grantem po doktoracie, w ktérym bytam zaangazowana w wykonywanie
doswiadczen (szczegolnie w modelu hodowli neuronalnych), a réwniez w przygotowanie
publikacji byl Grant KBN nr 3 POSA 155 30 ,,Wplyw TRH na uszkodzenia apoptotyczne i
nekrotyczne neuronéw in vitro - wewnatrzkomérkowe mechanizmy dzialania” (2007-
2009; kierownik — dr Lucylla Jaworska-Feil; wykonawca). Badania dotyczyly okreslenia
potencjatu ochronnego TRH oraz jego 3 analogéw w modelach apoptotycznych (St),
ekscytotoksycznych (Glu, NMDA, KA, AMPA) i nekrotycznych (H202) w komérkach SH-
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SY5Y lub hodowlach pierwotnych neuronéw wraz z badaniem mechanizméw neuroprotekcji.
W wyniku realizacji tych badan powstaty 2 prace oryginalne oraz przygotowatam 3 prace
przegladowe (2 w jezyku polskim i 1 w jezyku angielskim):

- Jantas D*, Jaworska-Feil L, Lipkowski AW, Lason W. Effects of TRH and its analogues on primary
cortical neuronal cell damage induced by various excitotoxic, necrotic and apoptotic agents.
Neuropeptides 2009, 43:371-385.

- Jaworska-Feil L, Jantas D*, Leskiewicz M, Budziszewska B, Kubera M, Basta-Kaim A, Lipkowski
AW, Lason W. Protective effects of TRH and its analogues against various cytotoxic agents in retinoic
acid (RA)-differentiated human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Neuropeptides 2010, 44:495-508.

- Jantas D*. Tyreoliberyna (TRH)- neuropeptyd regulujacy homeostaze w Osrodkowym Ukladzie
Nerwowym. Postgpy Biologii Komdrki, tom 36 2009 nr 3: 483-496.

- Jantas D*. Thyreoliberin (TRH) — the regulatory neuropeptide of CNS homeostasis. Advances in Cell
Biology 2010, 2:138-152.

- Jantas D*. [Therapeutic potential of thyreoliberin (TRH) and its analogues as antiepileptic and
neuroprotective drugs]. Przegl Lek. 2010, 67:1179-1185. Review. Polish.

Kolejnym projektem badawczym, w ktérym bratam udzial, byta wspétpraca z
Zaktadem Neurobiologii IF PAN w ramach realizacji Grantu KBN nr N N401 09103
"Badania neuroprotekcyjnego dzialania pochodnych neuropeptydu Y, pobudzajacych
receptory Y2 i YS oraz agonistéw receptoréw glutaminianergicznych metabotropowych
grupy III, w eksperymentalnej ischemii in vitro i in vive" (2009-2012; kierownik — Prof.
Maria Smiatowska; wykonawca). W projekcie tym uczestniczytam w wykonywaniu
doswiadczen w modelach in vitro wraz z ustawieniem do badan modelu OGD (ang. oxygen-
glucose deprivation) oraz. w przygotowaniu opisu tej cz¢sci badan do publikacji. Rezultatem

tej wspdlpracy jest moje wspétautorstwo w 4 pracach:

- Domin H, Golembiowska K, Jantas D, Kaminska K, Zieba B, Smialowska M. Group I1I mGlu
receptor agonist, ACPT-I, exerts potential neuroprotective effects in vitro and in vivo. Neurotox
Res. 2014, 26:99-113.

- Domin H, Jantas D, Smialowska M. Neuroprotective effects of the allosteric agonist of
metabotropic glutamate receptor 7 AMNOS2 on oxygen-glucose deprivation- and kainate-
induced neuronal cell death. Neurochem Int. 2015, 88:110-123.

- Domin H, Przykaza L., Jantas D, Kozniewska E, Boguszewski PM, Smiatowska M.
Neuroprotective potential of the group III mGlu receptor agonist ACPT-I in animal models of
ischemic stroke: In vitro and in vivo studies. Neuropharmacology 2016, 102:276-294.

- Domin H, Przykaza L., Jantas D, Kozniewska E, Boguszewski PM, Smiatowska M.
Neuropeptide Y Y2 and Y5 receptors as promising targets for neuroprotection in primary
neurons exposed to oxygen-glucose deprivation and in transient focal cerebral ischemia in rats.
Neuroscience. 2017, 344:305-325.

Kolejnym obszarem badawczym w ktéry bylam zaangazowana przez wiele lat byta

tematyka interdyscyplinarna dotyczaca tworzenia nanoczastek jako noénikéw dla lekéw
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neuroprotekcyjnych realizowana we wspdlpracy z Instytutem Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN w Krakowie. Wspélpraca ta rozpoczeta si¢ w roku 2010 od Studiéw
Interdyscyplinarnych MOL-MED ,,Nauki molekularne dla medycyny” w ramach ktérych
mgr inz. Marek Piotrowski wykonywat swoje badania doktorskie w tej tematyce w dwdch
osrodkach: Instytucie Katalizy oraz w Instytucie Farmakologii PAN pod opiekg naukows
Prof. dr hab. Piotra Warszynskiego oraz Prof. dr hab. Wiadystawa Lasonia. Badania te
poczatkowo byly finansowane przez projekt MolMed oraz NCN PRELUDIUM 2 (Grant no.
DEC-2011/03/N/ST5/04808; 2012-2014; ,,Synteza biozgodnych nanonosnikéw dla
wybranych substancji neuroprotekcyjnych” kierownik mgr inz. Marek Piotrowski), a
nastgpnie rozszerzone badaniami wieloosrodkowymi (Instytut Katalizy i Fizykochemii
Powierzchni PAN; Instytut Farmakologii PAN; Wydziat Biofizyki i Biochemii
Uniwersytetu Jagiellonskiego; firma SINTEF, Norwegia; Uniwersytet Medyczny w Oslo,
Norwegia) w ramach grantu polsko-norweskiego NanoNeucar ,,Nanoparticulate
delivery systems for therapies against neurodegenerative diseases” (No Pol-
Nor/199523/64/2013; 2013-2016; kierownik — Prof. dr hab. Piotr Warszyfiski; zespot WP4
Prof. W Lason: ,Estimation of nanoparticulate delivery system in efficacy of
putative neuroprotectants in in-vitro models”; wykonawca). W okresie tym bylam
opiekunem nieformalnym cz¢sci biologicznej badari mgr inz. Marka Piotrowskiego, a w
ramach realizacji projektu NanoNeucar osoba koordynujaca badania in vitro z uzyciem
komorek SH-SY5Y. Rezultatem tej wspétpracy bylo moje wspétautorstwo w 6 pracach
oryginalnych wykazujacych potencjal nanoczastek polimerowych jako nosnikéw lekéw dla
inhibitoréw wewnatrzkomérkowych mechanizméw $mierci komérkowej (inhibitora kalpain
MDL28170, kwasu undecylenowego, kurkuminy czy cyklosporyny A) wraz z autorskim
rozpracowaniem neuroprotekcyjnych mechanizméw wywotanych podaniem kwasu
undecylenowego (hamowanie aktywnosci kalpain; aktywacja PI3-K/Akt; hamowanie
translokacji AIF):

- Piotrowski M, Szczepanowicz K, Jantas D, Leskiewicz M, Lason W, Warszyniski P.
Emulsion-core and polyelectrolyte-shell nanocapsules: biocompatibility and neuroprotection
against SH-SYSY cells. J. Nanopart. Res. 2013, 15:2035.

- Jantas D*, Piotrowski M, Lason W. An Involvement of PI3-K/Akt Activation and Inhibition
of AIF Translocation in Neuroprotective Effects of Undecylenic Acid (UDA) Against Pro-
Apoptotic Factors-Induced Cell Death in Human Neuroblastoma SH-SYSY Cells. J Cell
Biochem. 2015, 116:2882-2895.

- Piotrowski M, Jantas D, Szczepanowicz K, Lukasiewicz S, Lason W, Warszyriski P.
Polyelectrolyte-coated nanocapsules containing undecylenic acid: Synthesis, biocompatibility
and neuroprotective properties. Colloids Surf B Biointerfaces. 2015, 135:8-17.
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Szczepanowicz K, Jantas D, Piotrowski M, Staron J, Leskiewicz M, Regulska M, Lason W,
Warszynski P. Encapsulation of curcumin in polyelectrolyte nanocapsules and their
neuroprotective activity. Nanotechnology 2016, 27:355101.

Szczgeh M, Szczepanowicz K, Jantas D, Piotrowski M, Kida A, Lason W, Warszyfiski P.
Neuroprotective action of undecylenic acid (UDA) encapsulated into PCLNanocarriers.
Colloids and Surfaces A 2017, 532:41—47.

Piotrowski M*, Jantas D*#, Leskiewicz M, Szczepanowicz K, Warszyfiski P, Lason W.
Polyelectrolyte-coated nanocapsules containing cyclosporine A protect neuronal-like cells
against oxidative stress-induced cell damage. Colloids and Surfaces 4 2018, 555:264—269.

Kolejnym projektem interdyscyplinarnym, w ktérym bratam udziat i wykonatam

wszystkie badania czgsci biologicznej oraz przygotowatam jej opis do publikacji byt projekt
SONATA 6 UMO-2013/11/D/ST8/03272 ,,Warstwy z nanomaterialéw weglowych na

powierzchni metalu jako potencjalne uklady do regeneracji i stymulacji komérek

ukladu nerwowego” (2014-2017; kierownik dr. hab. Aneta Fraczek-Szczypta; wykonawca)

prowadzony w ramach wspdtpracy w Wydziatem Inzynierii Materiatowej i Ceramiki, Katedra

Biomaterialéw i Kompozytéw, Akademii G6rniczo-Hutniczej w Krakowie. W ramach tego

projektu z uzyciem komérek SH-SY5Y oraz hodowli pierwotnych neuronalnych i

wykorzystaniem metod obrazowania przyzyciowego oraz testéw biochemicznych zostaty

wytypowane najkorzystniejsze materiaty w kierunku ich potencjatu neuroregeneracyjnego.

Wyniki tych badan zawarte s3 w 1 pracy opublikowane; i jednej bedacej w przygotowaniu:

Fraczek-Szczypta A, Jantas D, Ciepiela F, Grzonka J, Bernasik A, Marzec M. Carbon
nanomaterials coatings — Properties and influence on nerve cells response. Diamond &
Related Materials 2018, 84:127-140.

Dodatkowo, w ramach dziatalnosci statutowej na przestrzeni lat 2009-2014

prowadzitam badania eksperymentalne nad wplywem réznego typu lekéw

przeciwdepresyjnych na procesy apoptozy neuronalnej w hodowlach pierwotnych

neuronalnych i glejowych oraz w komérkach SH-SYSY oraz uczestniczytam w badaniach

efektéw lekdw przeciwdepresyjnych na zahamowanie proliferacji komérek indukowane

deksametazonem. Rezultaty tych badan zostaly opublikowane w pracach:

Jantas D*, Krawczyk S, Lason W. The predominant protective effect of tianeptine over other
antidepressants in models of neuronal apoptosis: the effect blocked by inhibitors of
MAPK/ERK 1/2 and PI3-K/Akt pathways. Neurotox Res. 2014, 25:208-225.

Leskiewicz M, Jantas D*, Regulska M, Kaczanowska J, Basta-Kaim A, Budziszewska B,
Kubera M, Lason W. Antidepressants attenuate the dexamethasone-induced decrease in
viability and proliferation of human neuroblastoma SH-SY5Y cells: a involvement of
extracellular regulated kinase (ERK1/2). Neurochem Int., 2013, 63:354-362.
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W latach 2013-2017, réwniez w ramach dziatalnosci statutowej, uczestniczytam w

badaniach nad rola kinazy ATM w procesach neurodegeneracyjnych w modelach

komérkowych, ktére byly przedmiotem pracy doktorskiej mgr Jakuba Chwastka. W

badaniach tych petnitam réwniez funkcj¢ opiekuna naukowego oraz promotora pomocniczego

przewodu doktorskiego Jakuba Chwastka. Rezultatem tych badan bylo wykazanie udziatu

mechanizméw nie zwigzanych z jadrows funkcja ATM (hamowanie aktywnosci kalpain oraz

katepsyny D) w neuroprotekcji inhibitora tej kinazy, KU-55933 w modelu stresu

oksydacyjnego. Wyniki tych badan zostaty opublikowane w 1 pracy oryginalnej oraz 1 pracy

przegladowe;j:

Chwastek J, Jantas D*, Lasori W. The ATM kinase inhibitor KU-55933 provides
neuroprotection against hydrogen peroxide-induced cell damage via a YH2AX/p-p53/caspase-
3-independent mechanism: Inhibition of calpain and cathepsin D. Int J Biochem Cell Biol.
2017, 87:38-53.

Chwastek J, Jantas D, Lasoft W. [The role of ATM kinase in neurodegeneration]. Postepy
Biochem. 2014, 60:313-322. Review. Polish.

W okresie po osiggnigciu stopnia doktora nauk medycznych (2009-2018) bylam w

mniejszym zakresie zaangazowana réwniez w inne projekty badawcze realizowane w IF

PAN, w ktérych przygotowywatam materiat do badari (hodowle neuronalne) i wynikiem

ktérych jest moje wspélautorstwo w publikacjach:

Piechota M, Golda S, Ficek J, Jantas D, Przewlocki R, Korostynski M. Regulation of
alternative gene transcription in the striatum in response to antidepressant drugs.
Neuropharmacology 2015, 99:328-336.

Piechota M, Korostynski M, Golda S, Ficek J, Jantas D, Barbara Z, Przewlocki R.
Transcriptional signatures of steroid hormones in the striatal neurons and astrocytes. BMC
Neurosci. 2017, 18:37.

oraz bytam wspélautorem 2 kolejnych prac przegladowych w jezyku polskim dotyczacych

strategii neuroprotekcyjnych oraz 1 rozdziatu w podreczniku migdzynarodowym dotyczacym

modeli komérkowych uzywanych w badaniach do§wiadczanych nad depresija:

Lason W., Jantas D. Rola epigenetyki w mechanizmach i leczeniu padaczki (The role of
epigenetics in pathomechanisms and epilepsy treatment). Article In Polish. Epileptologia
2009, 17:113-122.

Greda A., Jantas D*. Dysfunkcje mitochondriéw w chorobach neurodegeneracyijnych:
potencjalny punkt uchwytu dla lekéw neuroprotekcyjnych. Postepy Biologii Komérki 2012,
39:321-344,
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- Jantas D. Cell-Based Systems of Depression: An Overview. In: Herbal Medicine in
Depression. Ed. Clara Grosso. Springer, Switzerland 2016, p. 75-117. DOI 10.1007/978-3-
319-14021-6.

5.3 Inne osiagniecia:

e wspoélautor 91 doniesien zjazdowych: w tym 83 migdzynarodowych i 8 krajowych; w tym
9 jako autor prezentujacy w formie ustnej (5 prezentacji w jezyku angielskim oraz 4 w
Jjezyku polskim) oraz 32 jako autor prezentujacy w formie plakatowe;j.

e otrzymane nagrody za dzialalno$¢ naukowa: 12 grantéw wyjazdowych otrzymanych w
latach w latach 2006-2017 w zwiazku z uczestnictwem w konferencjach naukowych,
szkotach letnich i szkoleniach specjalistycznych; w latach 2014-2017 nagrody [FPAN
QUALITAS (2 prace) oraz QUANTITAS (5 prac); nagroda dla mtodych naukowcéw
podczas Neuropeptides Festival 2009 (Salzburg, Austria);

e organizacja sesji naukowej podczas XII zjazdu PTBUN (6-8.09.20015, Gdansk);

e czlonek rady redakcyjnej Neurotoxicity Reserach i Neurochemical Research oraz redaktor
tematyczny Pharmacological Reports,

e czlonek zwyczajny Polskiego Towarzystwa Badan Ukladu Nerwowego (PTBUN) oraz
European Collage of Neuropsychopharmacology (ECNP);

e przedstawiciel innych pracownikéw nankowych zatrudnionych w IF PAN w Radzie
Naukowej IF PAN w latach 2011-2014 1 2015-2018;

e wygloszenie 2 wykladéw monograficznych w IF PAN (2013 i 2018 rok); 6 referatéw na
zebraniach naukowych IF PAN (w latach 2006-2016) oraz wyktadu dla doktorantéw
IMDiK PAN (2012 rok);

e promotor pomocniczy jednego przewodu doktorskiego oraz opiekun nieformalny
doktoratu w ramach projektu MOL-MED,;

e promotor dwéch prac magisterskich (Neurobiologia UJ i Biotechnologia Uniwersytetu
Rolniczego w Krakowie) oraz 1 pracy licencjackiej (Neurobiologia UJ);

e opieka naukowa nad praktykami studenckimi (6), stazami naukowymi (1) wolontariatem
(5) w latach 2009-2017,

¢ odbycie osmiu krétkoterminowych wyjazdéw zagranicznych naukowo-badawczych i
szkoleniowych w latach 2006-2017,;

e czlonek Zespotu Ekspertéw NCN w konkursie 19 (OPUS, SONATA, PRELUDIUM), 20
(ETIUDA, FUGA) oraz 21 (OPUS, SONATA, PRELUDIUM) oraz recenzent NCN
(MINIATUTA 11 MINIATURA 2),
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e recenzent projektu badawczego Grantova agentura Ceské republiky Czech Science

Foundation (2009 rok);

e wykonanie 146 recenzji publikacji (peer-review) w 49 czasopismach naukowych o

zasiggu krajowym i miedzynarodowym (w latach 2004-2018);
¢ koordynator zebran naukowych IF PAN (od 09/2017).

5.4 Bibliometryczne podsumowanie dorobku naukowego

Prace Prace Prace Prace Rozdzialy IF KBN/
oryginalne | pogladowe | pogladowe | popularno- w MNiSW
zIF zIF bez IF naukowe | ksigzkach
Prace 6 0 1 2 0 15,743 120
opublikowane
przed
uzyskaniem
stopnia doktora
Prace 34 1 5 0 1 113,664 1017
opublikowane
po uzyskaniu
stopnia doktora
Sumarycznie 40 1 6 2 1 129,407 1137

Laczna liczba cytowan z autocytowaniami = 504 (wg Web of Science z dnia 17.09.2018)

Laczna liczba cytowan bez autocytowan = 375 (wg Web of Science z dnia 17.09.2018)

Indeks Hirscha = 14 (wg Web of Science z dnia 17.09.2018)
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