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1. Imie i nazwisko: Anna Blasiak

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

2007 Stopieri doktora nauk biologicznych w zakresie biologii otrzymany z wyréznieniem, Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagielloriski w Krakowie.
Tytut rozprawy: , Wplyw neuroprzekaznikéw uktadu synchronizujgcego rytmy okotodobowe
ssakow na aktywnosé struktur zegara biologicznego szczura w preparacie in vitro”.

Promotor: prof. dr hab. Marian Henryk Lewandowski

2002 Tytut magistra biologii, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellofiski w Krakowie.
Tytul rozprawy: ,Endo- czy egzogenne pochodzenie ultradialnej aktywnosci listka ciata
kolankowatego bocznego? Rola szlaku kolankowo-kolankowatego”.

Promotor: prof. dr hab. Marian Henryk Lewandowski

3, Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

od XI 2010 adiunkt w zakladzie Neurofizjologii i Chronobiologii Instytutu Zoologii i Badar

Biomedycznych Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie.

2008-2010 asystent w zakladzie Neurofizjologii i Chronobiologii Instytutu Zoologii Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Krakowie.

4, Wskazanie osiggniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2016 r. poz. 882 ze

zm, w Dz. U. z 2016 r. poz. 1311.):

a) tytut osiagniecia naukowego

Udziat relaksyny-3 i receptoréw RXFP3 w neuronalnym mechanizmie zegara biologicznego

ssakow i zachowan zwigzanych z motywacja
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b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci wydawniczy)
1. Blasiak A*, Blasiak T, Lewandowski MH, Hossain MA, Wade JD, Gundlach AL*.
Relaxin-3 innervation of the intergeniculate leaflet of the rat thalamus - neuronal tract-
tracing and in vitro electrophysiological studies (2013) European Journal of Neuroscience
37:1284-94. doi: 10.1111/ejn.12155.
IF 2013: 3,7; 5-letni IF: 3,9; MNiSW: 30, liczba cytowan: 15

2. Blasiak A*, Siwiec M, Grabowiecka A, Blasiak T, Czerw A, Blasiak E, Kania A, Rajfur Z,
Lewandowski MH, Gundlach AL*. Excitatory orexinergic innervation of rat nucleus incertus-
Implications for ascending arousal, motivation and feeding control (2015)
Neuropharmacology 99:432-47. doi: 10.1016/j.neuropharm.2015.08.014.

IF 2015: 4,9; 5-letni IF: 4,7; MNiSW: 40, liczba cytowan: 6

3. Kastman HE#, Blasiak A#f, Walker L, Siwiec M, Krstew EV, Gundlach AL, Lawrence AJ. Nucleus

incertus orexin2 receptors mediate alcohol seeking in rats (2016)
Neuropharmacology 110:82-91. doi: 10.1016/j.neuropharm.2016.07.006 IF 4,9/40.
IF 2015: 4,9; 5-letni IF: 4,7; MNiSW: 40, liczba cytowan: 2

4, Kania A, Gugula A, Grabowiecka A, de Avila C, Blasiak T, Rajfur Z, Lewandowski MH, Hess G,
Timofeeva E, Gundlach AL*, Blasiak A*. Inhibition of oxytocin and vasopressin neuron activity
in rat hypothalamic paraventricular nucleus by relaxin-3/RXFP3 signalling (2017)
Journal of Physiology 595:3425-3447, doi: 10.1113/JP273787.
IF 2015: 4,7; 5-letni IF: 4,9; MNiSW: 40; liczba cytowarn: 2

5. Blasiak A*, Gundlach AL, Hess G, Lewandowski MH. Interactions of circadian rhythmicity,
stress and orexigenic neuropeptide systems: implications for food intake control (2017)
Frontiers in Neuroscience 11: 127, doi: 10.3389/fnins.2017.00127.

IF 2016: 3,6; MNISW: 30; liczba cytowan: 0

* autor do korespondencji

# rownorzedny wspétautor

Sumarycznie:
IF (zgodnie z rokiem wydania) = 21,8;
punkty MNiSW = 180;
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c) omdwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego

wykorzystania.

WSsTEP

Neuropeptydy to substancje biatkowe, syntetyzowane i uwalniane przez komorki uktadu nerwowego
w procesie neurosekrecji, ktore oddziatujg na inne komorki, gtéwnie neurony (Burbach, 2011). Miejsce
powstawania danego rodzaju neuropeptydu moze by¢ ograniczone do pojedynczych rejonéw
mozgowia, jak w przypadku oreksyn wystepujacych wytacznie w bocznym podwzgérzu (Li et al., 2014)
lub mogg by¢ one syntetyzowane w wielu strukturach, czesto nie zwigzanych ze sobg funkcjonalnie,
jak w przypadku neuropeptydu Y (Adrian et al., 1983) czy relaksyny-3 (Smith et al.,, 2010).
Neuropeptydy moga petni¢ funkcje neurotransmiteréow (Brown, 1994), i w odréznieniu
od transmiteréw bedacych pochodnymi aminokwasow, mogg oddziatywac nie tylko w sasiedztwie
miejsca ich uwalniania, ale takze w znacznym oddaleniu od niego, modulujgc aktywnos¢ wielu komorek
osrodkowego uktadu nerwowego réwnoczeénie. Charakterystyczng cechg uktadéw neuropeptydow
iich receptoréw, jest niespecyficzne unerwienie wielu obszaréw moézgowia przez neurony je
syntetyzujace, co dalej poszerza zakres ich oddziatywania. Istotng role neuropeptydéw opisano miedzy
innymi w regulacji pobierania pokarmu oraz rytmiki okotodobowej, a jednym z nowoodkrytych
i waznych elementéw na tym polu jest ukfad relaksyny-3 i jej receptoréw.

Relaksyna-3 to neuropeptyd odkryty w roku 2002, przez zespot profesora Summersa
z The Florey Institute of Neuroscience and Mental Health w Melbourne, Australia (Bathgate et al.,,
2002). Relaksyna-3 nalezy do nadrodziny peptyddw insulinowych, zbudowana jest z dwéch faricuchéw
peptydowych: A (24 aminokwasy) i B (27 aminokwasy) z trzema mostkami siarczkowymi w czasteczce.
Konserwatywna struktura relaksyny-3 wskazuje, Zze peptyd ten jest przodkiem rodziny peptydow
relaksynowych, do ktérej nalezy takie relaksyna-1, - 2 oraz -4, oraz insulinopodobne peptydy 3-6
(Bathgate et al., 2013).

W odréznieniu od pozostatych cztonkéw rodziny relaksyn, relaksyna-3 syntetyzowana jest
przede wszystkim w mézgu. Znane sg cztery obszary mézgowia, w ktérych wystepuje ten neuropeptyd,
szczegblnie doktadnie opisane u myszy i szczura, sa to: jadro niepewne (nucleus incertus, Nl), gdzie
wystepuje najwieksza liczba neurondéw syntetyzujacych relaksyne-3, substancja szara
okotowodociggowa (periaqueductal gray, PAG), mostowe jadro szwu (pontine raphe nucleus, PnR) oraz
obszar potozony nad substancjg czarng (area dorsal to substantia nigra) (Ma et al., 2017).

Relaksyna-3 ma zdolno$¢ do aktywacji receptora rodziny peptydow relaksynowych 1 (relaxin

family peptide receptor 1 — RXFP1) oraz receptora rodziny peptydéw relaksynowych 3 (relaxin family
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peptide receptor 3 — RXFP3). Pozostate receptory dla peptydéw insulinowych (RXFP2 i RXFP4),
wystepujg przede wszystkich w tkankach obwodowych, miedzy innymi w uktadzie rozrodczym
i pokarmowym (Bathgate et al., 2013). Wszystkie receptory peptydéw insulinowych naleig
do receptordw sprzezonych z biatkami G (G protein-coupled receptor — GPCR),

Receptor RXFP1 sprzezony jest z biatkiem Gs, a jego stymulacja prowadzi do wzrostu poziomu
cAMP w komérce i decyduje o pobudzajgcym charakterze receptora, co potwierdzaja nieliczne badania
elektrofizjologiczne (Otsubo et al., 2010). Specyficznym ligandem tego receptora jest relaksyna-2.
Relaksyna-3 réwniez aktywuje receptor RXFP1, jednak ma do niego mniejsze powinowactwo niz
relaksyna-2 (Bathgate et al., 2013).

Stymulacja receptora RXFP3 prowadzi, poprzez biatko Gi/o, do spadku poziomu
wewnatrzkomérkowego c¢AMP  oraz  aktywacji szlaku kinaz regulowanych  sygnatami
zewnatrzkomorkowymi 1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2 — ERK1/2). Specyficznym
natywnym ligandem receptora RXFP3 jest relaksyna-3, a selektywnym agonista peptyd RXFP3-A2
(Bathgate et al., 2013).

Widkna neuronéw syntetyzujgcych relaksyne-3 unerwiajg wiele struktur mdzgowia, w tym
kore zakretu obreczy, hipokamp, przegrode, liczne jadra wzgdrza, podwzgdrza oraz rdzen przedtuzony
(Olucha-Bordonau et al., 2012). Rozproszony charakter unerwienia relaksynergicznego oraz bogate
unerwienie jadra niepewnego przez liczne, nie zwigzane ze sobg funkcjonalnie oérodki mézgowia
sugeruje, ze neuropeptyd jakim jest relaksyna-3, bierze udziat w integracji bodzcéw zewnetrznych
i wewnetrznych, by dostosowac do nich zachowanie i stan fizjologiczny organizmu.

W obszarach mézgowia, w ktdérych opisano obecno$¢ widkien zawierajacych relaksyne-3,
wystepujg receptory aktywowane przez ten peptyd, choé¢ od tej reguly istnieja wyjatki (Smith et al.,
2010).

Badania przeprowadzone w ciggu ostatnich 15 lat, wykazaly udziat relaksyny-3 w regulacji
wielu proceséw fizjologicznych, takich jak: rytmika okotodobowa, regulacja snu i czuwania,
zapamigtywanie, modulacja rytmu theta w hipokampie czy reakcja na stres. Relaksyna-3 moduluje
takze zachowania, w tym te zwigzane z motywacja, jak pobieranie pokarmu czy poszukiwanie alkoholu
(Ma et al., 2017). Najintensywniej badanym procesem, w ktérym rozpoznano udziat relaksyny-3, jest
pobieranie pokarmu, w szczegdlnosci pobieranie pokarmu indukowane stresem (Lenglos et al., 2013).

Relaksyna-3 to neuropeptyd dziatajacy silnie oreksygenicznie. Jego centralne podanie
do komér mézgu lub lokalne, miedzy innymi do jadra przykomorowego podwzgérza (paraventricular
nucleus, PVN) oraz jadra nadwzrokowego (supraoptic nucleus, SON), prowadzi do wzmozonego
pobierania pokarmu u sytych zwierzat (McGowan et al., 2005; 2007). Jednoczesnie neurony jadra
niepewnego syntetyzujgce relaksyne-3 sg wrazliwe na dziatanie réinego rodzaju stresoréw, ktére

powoduje ich aktywacje i wzmozong ekspresje peptydu (Tanaka et al., 2005). Wiasciwo$é ta, oraz
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oreksygeniczny charakter relaksyny-3, staly sie punktem wyjscia do badan nad udziatem relaksyny-3
w wywotanym stresem kompulsywnym pobieraniu pokarmu. Wyniki przeprowadzonych badan
wykazaly znaczacy udziat uktadu relaksyna-3/receptory RXFP3 w indukcji tego zjawiska (Calvez et al,,
2016). Jednak, mimo wzrastajacej liczby doniesienn o udziale relaksyny-3 w indukowanym stresem
pobieraniu pokarmu, ktdére prowadzi miedzy innymi do nadwagi i otylosci, wiedza o neuronalnym
mechanizmie lezgcym u jego podstawy wciai nie jest kompletna.

Sposrod zachowan modulowanych przez relaksyne-3, a zwigzanych z motywacja i wrazliwoscig
na stres, wymienic¢ nalezy poszukiwanie i spozywanie alkoholu oraz indukowany stresem nawrot tego
zachowania. W 2013 roku, Ryan i wspétpracownicy wykazali, ze podanie selektywnego antagonisty
receptora RXFP3, substancji o nazwie R3(B1-22)R, do komér mdzgu lub do jadra tozyskowego prazka
krancowego (bed nucleus of the stria terminalis, BNST), silnie ostabia motywacje do pozyskania
alkoholu przez preferujace alkohol szczury oraz ostabia indukowany stresem lub bodicem nawrét
poszukiwania alkoholu (Ryan et al.,, 2013). Wykazano réwniez, Zze poziom mRNA dla relaksyny-3
w jadrze niepewnym pozytywnie skorelowany jest z iloscig przyjmowanego alkoholu i sacharozy (Ryan
et al., 2014). Podobnie jednak jak w przypadku pobierania pokarmu, neuronalny mechanizm zwigzany
z udziatem uktadu relaksyna-3/RXFP3 w przyjmowaniu alkoholu nie zostat poznany.

Wszelkie procesy fizjologiczne oraz zachowania, nie wylaczajac tych zwigzanych z motywacja,
wykazuja rytmike okotodobowg w swoim przebiegu i/lub wystepowaniu. Zaburzenie dzialania zegara
biologicznego kontrolujgcego te rytmike, prowadzi do powazinych dysfunkcji w pracy catego
organizmu. Nadrzednym oscylatorem zegara biologicznego ssakéw sa jadra nadskrzyzowaniowe
podwzgdrza (suprachiasmatic nuclei, SCN), ktére pozostajg pod wplywem wielu struktur mozgowia,
sposrod ktorych za najwainiejsze uwaza sie listek ciata kolankowatego bocznego wzgdrza
(intergeniculate leaflet, IGL) oraz przy$rodkowe jadra szwu (median raphe nuclei, MR) (Golombek
i Rosenstein, 2010). Zaréwno SCN, IGL jak i MR unerwiane sg przez widkna zawierajace relaksyne-3,
a wplyw uktadu relaksyna-3/receptory RXFP3 na rytmike proceséw fizjologicznych, zostat opisany
przede wszystkim u myszy pozbawionych genu kodujgcego zaréwno sam neuropeptyd, jak i receptor
RXFP3. Wykazano migdzy innymi, Zze myszy z nokautem genu relaksyny-3 lub receptora RXFP3,
charakteryzuja sie obnizong aktywnoscig lokomotoryczng podczas fazy ciemnej cyklu dobowego
(Hosken et al., 2015; Smith et al., 2012), a dokomorowe podanie selektywnego antagonisty receptora
RXFP3, redukuje aktywnos¢ zwigzang z oczekiwaniem na positek (food anticipatory activity, FAA)
(Smith et al., 2014). Warto wspomnieé, ze po$réd wymienionych struktur mézgowia budujacych zegar
biologiczny ssakdw, listek ciata kolankowatego petni istotng role w dostosowaniu ryméw lokomotoryki
i temperatury do warunkow ograniczonej (czasowo i iloéciowo) dostepnosci pokarmu (Challet et al.,

1996).
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Podstawowym celem badan przedstawionych w monotematycznym cyklu prac, wchodzacych w sktad
osiggniecia habilitacyjnego, byto zbadanie neuronalnego mechanizmu lezgcego u podtoza: i/ interakcji
uktadu relaksynergicznego z uktadem oreksynergicznym, ii/ oddziatywania relaksyny-3 na struktury

zegara hiologicznego, oraz iiif oreksynergicznego dziatania relaksyny-3.
Omowienie wynikdw prac wchodzacych w sktad osiggniecia habilitacyjnego:

1. Blasiak A, Blasiak T, Lewandowski MH, Hossain MA, Wade ID, Gundlach AL. Relaxin-3
innervation of the intergeniculate leaflet of the rat thalamus - neuronal tract-tracing and

in vitro electrophysiological studies (2013) European Journal of Neuroscience 37:1284-94.

Listek ciata kolankowatego bocznego wzgdrza (IGL) to struktura, ktérej rola zwigzana jest przede
wszystkim z regulacja rytmiki okotodobowej ssakéw, poprzez przesytanie zintegrowanych informacji
swietlnych i nieswietinych do gléwnego generatora rytméw biologicznych - jader
nadskrzyzowaniowych (SCN) (Morin & Allen, 2006). Ponadto, dane neuroanatomiczne wskazujg na
udziat IGL w regulacji cyklu sen-czuwanie oraz koordynacji wzrokowo-ruchowej (Morin and Blanchard,
2005). IGL unerwiany jest przez wiele struktur mozgowia, w tym zaréwno jadra budujgce uktady
niespecyficzne, jak i elementy drég specyficznych. Na obszarze IGL stwierdzono obecnos¢ wtokien
zawierajgcych relaksyne-3, a gesto$é unerwienia relaksynergicznego w IGL jest najwieksza sposrod
wszystkich struktur wzgérza (Tanaka et al., 2005).

W omawiane] pracy, dzieki zastosowaniu techniki wstecznego znakowania szlakéw
neuronalnych, dowiedziono ze zrodtem unerwienia relaksynergicznego IGL szczura jest substancja
szara okotowodociggowa (PAG), drugi co do liczby neurondw syntetyzujacych relaksyne-3 osrodek
mozgowia. Dzieki poréwnaniu liczby wszystkich neurondw PAG syntetyzujacych relaksyne-3, z liczba
neuronéw, ktére wypetnione byly barwnikiem wstecznym, wykazano, ze okoto 25% wszystkich
komoérek PAG produkujgcych relaksyne-3 unerwia pojedynczy IGL. Ponadto scharakteryzowano
unerwienie relaksynergiczne IGL jako nie wykazujace lateralizacji. Pozostale Zrddta relaksyny-3
w mozgowiu, okazaly sie nie mie¢ istotnego udziatu w unerwieniu IGL. W przypadku tylko
1% neurondw syntetyzujacych relaksyne-3, umiejscowionych w jadrze niepewnym i mostowych
jadrach szwu, stwierdzono obecnos¢ wstecznego barwnika pobranego z obszaru IGL.
Nie zaobserwowano wstecznie wybarwionych neuronéw w obszarze potozonym grzbietowo do
substancji czarnej. Dzieki zastosowaniu techniki barwieri immunohistochemicznych, stwierdzono
obecnosci receptoréw dla kortykoliberyny na relaksynergicznych neuronach PAG unerwiajacych IGL.

Po raz pierwszy, dzieki rejestracji aktywnosci elektrycznej komdrek metodg patch clamp

w konfiguracji whole-cell, zbadano reakcje neuronéw na aktywacje receptora RXFP3. W przypadku

Strona | 7



dr Anna Blasiak - Autoreferat

neuronéw IGL stwierdzono, ze ekspozycja na selektywnego agoniste receptoréw RXFP3, substancje
o nazwie R3/I5 (100nM), w standardowym sztucznym ptynie moézgowo rdzeniowym (artificial
cerebrospinal fluid, ACSF), w wiekszosci przypadkow (78% badanych neuronéw), powoduje spadek
czestotliwosci  spontanicznie generowanych potencjatéw czynnosciowych. Co ciekawe, czgsc
neuronéw |IGL (18%) zareagowata wzrostem czestotliwosci generowanych potencjatow
czynnosciowych, czyli pobudzeniem. Ponadto stwierdzono, ze aktywacja receptora RXFP3 w obecnosci
tetrodotoksyny (TTX) w ACSF, czyli w warunkach odizolowania od wplywow bedgcych skutkiem
generowania potencjaléw czynnosciowych powstajacych z udziatem napieciowzaleznych kanatéw
sodowych, réwniez wywoluje hiperpolaryzacje (53% badanych neurondw) lub depolaryzacje (29%
badanych neurondw). |Istotng obserwacjg, poczyniong dzieki zastosowaniu barwien
immunohistochemicznych na tkance badanej wczesniej metodami elektrofizjologicznymi, byto
stwierdzenie, ze wszystkie neurony IGL, ktore syntetyzowaty neuropeptyd Y (neuropeptide Y, NPY)
i byly wrazliwe na aktywacje receptora RXFP3, odpowiadaly depolaryzacja na obecnosé R3/I5 w ACSF.
W mézgu szczura, neurony IGL syntetyzujace NPY bezposrednio unerwiajg SCN i stanowig gtéwny
element neuronalnego mechanizmu zwigzanego z przekazywaniem zintegrowanych informacji

$wietlnych i nieswietlnych z IGL do SCN.

Podsumowujgc, w oméwionej pracy zidentyfikowano substancje szarg okotowodociagowa, jako zrédto
unerwiania relaksynergicznego listka ciata kolankowatego bocznego. Ponadto wykazano, ze neurony
syntetyzujace relaksyne-3 i unerwiajace listek ciata kolankowatego bocznego, posiadaja receptory dla
kortykoliberyny, co wskazuje na ich potencjalng funkcje w przekazywaniu informacji zwigzanej
ze stresem, poprzez listek do gtéwnego generatora rytmdéw biologicznych - jader
nadskrzyzowaniowych. Po raz pierwszy opisano elektrofizjologiczna reakcje neurondéw na aktywacje

receptoréw RXFP3 i wskazano, ze zalezy ona od charakterystyki neurochemicznej komérek.

2. Blasiak A, Siwiec M, Grabowiecka A, Blasiak T, Czerw A, Blasiak E, Kania A, Rajfur Z,
Lewandowski MH, Gundlach AL. Excitatory orexinergic innervation of rat nucleus incertus-
Implications for ascending arousal, motivation and feeding control (2015)

Neuropharmacology 99:432-47.

Na obszarze jadra niepewnego znajdujq sie zakonczenia aksonalne neuronéw bocznego podwzgorza
(Ma & Gundlach, 2015), gdzie syntetyzowane sg miedzy innymi neuropeptydy oreksyny (hipokretyny).
Oreksyny (A i B), podobnie jak w przypadku relaksyny-3, syntetyzowane s3 przez neurony unerwiajgce
wiele osrodkéw moézgowia, tworzac dyfuzyjny ukfad niespecyficzny, wplywajacy na szereg zachowan

i procesow fizjologicznych organizmu. Ostatnie dwie dekady badan daly podstawy do uznania uktadu
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oreksynergicznego za kluczowy dla wiasciwego utrzymania wzbudzenia organizmu i przebiegu
metabolizmu, a wiele doniesiert wskazuje na nadrzedna role tego uktadu w kontroli takich zjawisk jak:
cykl sen-czuwanie, zwigzane z nagroda pobieranie pokarmu, procesy zwigzane z motywacjg,
zapamietywanie i inne (Li et al., 2014).

Udziat uktadu relaksyny-3 i jej receptoréw w regulacji pobierania pokarmu i wzbudzenia
organizmu, procesow kontrolowanych przez oreksyny, stat sie punktem wyjscia badarn nad wptywem
oreksyn na aktywnos¢ neurondw jadra niepewnego.

W przedstawionej pracy wykazano, ze jgdro niepewne unerwione jest przez okoto 21%
neurondw syntetyzujgcych oreksyne. Co waine, nie stwierdzono zréznicowania w rozmieszczeniu tych
neurondw na obszarze bocznego podwzgérza. Poniewaz istnieje hipoteza, méwigca o zaangazowaniu
populacji neuronéw oreksynowych bocznego podwzgérza w kontrole proceséw zwigzanych
z motywacja/nagroda, a przyérodkowego podwzgdrza w procesy zwigzane ze wzbudzeniem/stresem
(przyérodkowe podwzgérze) (Harris and Aston-Jones, 2006), unerwienie NI przez obie populacje
neurondéw oreksynowych moze $wiadczy¢ o tym, ze struktura ta znajduje sie pod wptywem informacji
zwigzanej z oboma rodzajami w/w procesow.

Mapowanie widkien zawierajgcych oreksyne na obszarze NI pozwolito stwierdzic,
ze zakonczenia aksonalne komérek oreksynowych unerwiaja wszystkie czesci tego jadra, w catej osi
przednio-tylnej. Zaobserwowano, ze widkna zawierajace oreksyne znajduja sie zaréwno w czesci zbitej
(pars compacta), jak i rozproszonej (pars dissipata) NI. Ponadto wykazano, Ze zakonczenia aksonalne
neuronéw oreksynowych tworzg potaczenia synaptyczne z neuronami NI syntetyzujgcymi relaksyng-3.

Pierwsze przeprowadzone na neuronach jadra NI doswiadczenia elektrofizjologiczne,
dowiodly, e wiekszo$¢ komdrek NI jest czuta na oreksyne A, a niemal potowa z nich to neurony
syntetyzujace relaksyne-3. Wykazano, ze wrazliwos¢ na oreksyne A zostaje zachowana w obecnosci
TTX, co dowodzi bezposredniego wplywu uktadu oreksynergicznego na neurony NI, w tym
te syntetyzujace relaksyne-3.

W toku przeprowadzonych doswiadczeri dokonano charakterystyki elektrofizjologicznej
neurondw NI. Wyrdzniono dwa typy komédrek nerwowych tej struktury: typ |, charakteryzujacy sie
obecnoscig kanatéw potasowych typu A oraz typ Il charakteryzujacy sie obecnoscia napigeciowo-
zaleznych kanatéw wapniowych. Wykazano, ze w przypadku neurondw typu |, do ktérego nalezaty
wszystkie zidentyfikowane komdrki relaksynowe, aktywacja receptoréw oreksynowych prowadzi
do otwarcia napieciowo-zaleinych kanatéw wapniowych typu L, natomiast w przypadku neuronéw
typu Il do aktywacji wymiennika sodowo-wapniowego.

W toku przeprowadzonych do$wiadczeri nie stwierdzono wplywu oreksyny A na ksztait

potencjatéw czynnosciowych generowanych przez neurony NI, co wskazato miedzy innymi na brak
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wptywu oreksyny na przewodnictwo potasowe zwigzane z ksztaltowaniem potencjatow
czynnosciowych.

Oreksyny oddziatujg na komaorki nerwowe poprzez dwa typy receptoréw: typ 1 (OXi) oraz typ
2 (0OX;). W oddzielnym bloku eksperymentéw, przeprowadzonym dzieki kombinacji rejestracji
aktywnosci elektrofizjologicznej w trybie whole-cell i reakcji tanicuchowej polimerazy na materiale
pochodzacym z pojedynczych komdrek nerwowych (single cell polymerase chain reaction, scPCR),
stwierdzono, Ze neurony NI czute na oreksyne A, wykazujg przede wszystkim ekspresje mRNA
receptora OX,. Zgodnie z przewidywaniami, nie zaobserwowano obecnoséci mRNA dla zadnego z dwéch
typdw receptorow oreksynowych, w neuronach NI, ktére podczas wczeéniejszych badan
elektrofizjologicznych byly niewrailiwe na oreksyne A. Wyniki badal scPCR potwierdzone zostaty
wynikami barwiert immunohistochemicznych, w ktérych wykazano obecnos¢ biatka receptora OX;

na neuronach NI.

Podsumowujgc, w przedstawionej pracy po raz pierwszy scharakteryzowano elektrofizjologiczne typy
neuronéw jadra niepewnego oraz opisano silny wplyw oreksyny A na aktywnoéé poszczegdlnych
typdw, w tym neurondw syntetyzujacych relaksyne-3. Uzyskane wyniki wskazujg na potencjalne
zaangazowanie ukladu relaksyny-3 i jej receptoréw, w procesy pozostajace pod kontrolg uktadu
oreksynergicznego, do ktérych nalezy miedzy innymi kontrola wzbudzenia, odpowiedZ na stres oraz

zachowania zwigzane z motywacja.

3. Kastman HE, Blasiak A, Walker L, Siwiec M, Krstew EV, Gundlach AL, Lawrence AJ. Nucleus
incertus orexin2 receptors mediate alcohol seeking in rats (2016) Neuropharmacology

110:82-91.

Naduzywanie substancji uzalezniajacych to czynnik ryzyka wystgpienia wielu choréb i urazéw. Samo
naduizywanie alkoholu uznane zostato za przyczyne okolo 6% zgondw rocznie (dotyczy catej populacji
ludzkiej, WHO, 2015). Czynnikiem odgrywajacym istotna role w rozwoju uzaleznienia od alkoholu oraz
nawrocie do natogu jest stres (Jupp and Lawrence, 2010). Wykazano, ze w neuronalnym mechanizmie
lezagcym u podtoza rozwoju uzaleznienia od alkoholu, istotng role odgrywa ukfad oreksynergiczny
i relaksynergiczny. Wiadomo, ze domdzgowe podanie antagonistow receptoréw oreksynowych
prowadzi do redukcji spozycia alkoholu, a samo poszukiwanie alkoholu nieodtgcznie zwigzane jest
z aktywacjg neurondw oreksynowych (Kim et al., 2012). Jak wczeéniej opisano, ukiad oreksynergiczny
oddzialuje na neurony syntetyzujgce relaksyne-3 w jgdrze niepewnym, a ukfad relaksyny-3 i jej
receptoréw zaangazowany jest w regulacje konsumpcji alkoholu, w tym konsumpcje indukowang

stresem oraz nawrét poszukiwania alkoholu (Ryan et al., 2013; Walker et al., 2015).
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W omawianej pracy udokumentowano brak wplywu spozytego alkoholu na liczbg neurondéw
syntetyzujacych oreksyne w podwzgérzu. Ponadto dowiedziono, ze indukowany podaniami johimbiny,
stresora farmakologicznego, nawrét warunkowanego instrumentalnie spozywania alkoholu, wywotuje
aktywacje neuronéw oreksynowych. Opisana aktywacja nie zalezata od rejonu podwzgdrza, w ktérym
neurony te sie znajdowaly; podobna liczbe zaktywowanych neuronéw oreksynowych zaobserwowano
w rejonie brzuszno-przysrodkowym, bocznym oraz okoto-sklepieniowym podwzgodrza.

Stwierdzono, ze w indukowanym stresem nawrocie poszukiwania alkoholu, biorg udziat
receptory OX, znajdujgce sie na neuronach NI, poniewaz podanie do NI selektywnego antagonisty tych
receptoréw - TCS-0X2-29, istotnie ostabiato opisane zachowanie. Dowiedziono rowniez, Zze w nawrocie
poszukiwania alkoholu nie biorg udziatu receptory OX; w NI, poniewaz podanie do tej struktury ich
selektywnego antagonisty - SB-334867, nie wplywato na wywotany nawrét.

Wyniki badari  behawioralnych zostaly potwierdzane wynikami eksperymentéw
elektrofizjologicznych, przeprowadzonych w warunkach in vitro, na skrawkach mézgu zawierajacych
NI. Zaobserwowano, Ze w neuronach NI depolaryzacja i wzrost czestotliwosci generowanych
potencjatéw czynnosciowych wywolane podaniem oreksyny A, substancji majacej podobne
powinowactwo do obu typéw receptoréw oreksynowych, nie zostajg zmienione w obecnosci
antagonisty receptoréw OX; — SB-334867. Eksperymenty z uzyciem antagonisty receptorow 0X; —
TCS-0X2-29, potwierdzity kluczowy udziat tych receptorow w wywolanym oreksyng pobudzeniu
neurondw NI, w tym neurondw syntetyzujgcych relaksyne-3, poniewai blokada receptoréw OX;

znosita obserwowany efekt oreksyny A.

Podsumowujac, w przedstawionej pracy po raz pierwszy dowiedziono, ze indukowanemu stresem
nawrotowi poszukiwania alkoholu, towarzyszy pobudzenie neurondw syntetyzujgcych oreksyny.
Ponadto wykazano, ze aktywacja receptoréw oreksynowych typu 2 w jadrze niepewnym, jest istotnym
elementem neuronalnego mechanizmu lezgcego u podloza zwigzanego za stresem poszukiwania

alkoholu w fazie nawrotu.

4. Kania A, Gugula A, Grabowiecka A, de Avila C, Blasiak T, Rajfur Z, Lewandowski MH, Hess G,
Timofeeva E, Gundlach AL, Blasiak A. Inhibition of oxytocin and vasopressin neuron activity
in rat hypothalamic paraventricular nucleus by relaxin-3/RXFP3 signalling (2017)

Journal of Physiology 595:3425-3447.

Uklad relaksyny-3 i jej receptordw silnie zwigzany jest z pobieraniem pokarmu, takze tym
indukowanym stresem (Calvez et al., 2016). Dzieki wynikom badan réznych grup badawczych
wiadomo, Ze istothg role w oreksygenicznym dziataniu relaksyny-3 odgrywa jadro przykomorowe
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podwzgdrza (PVN) (Calvez et al., 2015; McGowan et al., 2005). W szczegdlnosci badania, w ktorych po
lokalnym, ostrym lub chronicznym, podaniu relaksyny-3 do PVN, obserwowano wzrost ilosci spozytego
pokarmu przez zwierzeta poddane doswiadczeniu oraz podobny efekt eksperymentdéw z indukowanym
wirusami, chronicznym uwalnianiem selektywnego agonisty receptoréw RXFP3 do PVN, umocnity
znaczenie tego jadra w neuronalnym mechanizmie oreksygenicznego dziatania relaksyny-3 (Ganella et
al., 2013). Jednak szczegdty mechanizmu dziatania relaksyny-3 w samym PVN nie zostaly opisane.
Podobnie, nieznany pozostat rodzaj neuronéw posiadajacych receptory RXFP3 w PVN oraz charakter
ich reakcji zaréwno na relaksyne-3, jak i selektywng aktywacje receptoréw RXFP3.

W zaprezentowanej pracy badano wplyw neuropeptydu relaksyny-3 oraz selektywnej
aktywacji receptoréw RXFP3 na neurony wielkokomdrkowe, syntetyzujgce oksytocyne (oxytocin, OT)
lub wazopresyne (arginine vasopressin, AVP) oraz neurony drobnokomérkowe PVN. Wykazano, ze 82%
neuronow wielkokomoérkowych PVN jest czutych na selektywnego agoniste receptoréw RXFP3,
substancje o nazwie RXFP3-A2. Aktywacja receptoréw RXFP3 na neuronach wielkokomaérkowych PVN
w standardowym ACSF, prowadzita do spadku czestotliwosci generowanych przez te komorki
potencjatéw czynnosciowych oraz/lub do ich hiperpolaryzacji. Specyfika dziatania agonisty zostala
potwierdzona wynikami eksperymentow, w ktorych pokazano, ie jego hamujace dziatanie zostaje
zniesione w obecnosci specyficznego antagonisty receptoréw RXFP3 - R3 B1-22R. Zaobserwowano,
ze hamujace dziatanie agonisty zostaje utrzymane w obecnosci TTX i antagonistow jonotropowych
receptoréw GABAergicznych i glutaminergicznych, co wskazalo na umiejscowienie receptoréow RXFP3
bezposrednio na neuronach wielkokomdérkowych PVN.

Na podstawie opisanych w pracy wynikow eksperymentow elektrofizjologicznych,
przeprowadzonych przy uzyciu mikropipet wypetnionych inhibitorem biatek Gaifo — toksyng krztusca
(pertussis toxin, PTX), ktore pokazaly blokujacy wplyw toksyny na wrazliwosé neurondéw PVN
na RXFP3-A2 stwierdzono, ze w wewngtrzkomdrkowej kaskadzie sygnatu aktywowanej przez receptory
RXFP3, biora udziat biatka Gai/o.

Neurony, ktére ulegty hiperpolaryzacji w wyniku ekspozycji na RXFP3-A2, poddane zostaty
ponownemu dziataniu agonisty w obecnosci chlorku kadmu (CdCly), ktéry blokuje napieciowo-zalezne
kanaty wapniowe. Zaobserwowano, ze w obecnosci CdCl;, indukowany agonista w warunkach
kontrolnych odkomdrkowy prad prostowniczy, nie jest aktywowany. Pozwolito to stwierdzic,
ze prawdopodobnym mechanizmem jonowym, aktywowanym przez receptory RXFP3 jest
scharakteryzowany wczesniej w neuronach PVN, zalezny od wapnia, prostowniczy odkomorkowy prad
potasowy.

Po raz pierwszy, w osobnym bloku eksperymentéw, zarejestrowano elektrofizjologiczng
reakcje neurondw na natywna relaksyne-3. Wykazano, ze podobnie jak w przypadku RXFP3-A2,

neurony wielkokomérkowe PVN s3 bardzo czute na relaksyne-3; w 92% badanych neurondw,

Strona | 12



dr Anna Blasiak - Autoreferat

po podaniu neuropeptydu zaobserwowano spadek czestotliwosci generowanych potencjatéw
czynno$ciowych lub/i ich hiperpolaryzacje. Podobne, hamujace dziatanie relaksyny-3, obserwowano
podczas rejestracji przeprowadzonych w obecnoéci TTX oraz antagonistow jonotropowych receptoréw
GABAergicznych i glutaminergicznych. Wyniki tej czeéci badar pozwolily na stwierdzenie, ze relaksyna-
3 dziata bezposrednio na neurony wielkokomdrkowe PVN. Relaksyna-3 moze aktywowac zaréwno
receptory RXFP1, jak i RXFP3. W przypadku komdrek PVN dowiedziono, ze natywny neuropeptyd
wywoluje swaj efekt poprzez receptory RXFP3, poniewaz ich blokada specyficznym antagonistg - R3
B1-22R, powodowata zniesienie hamowania wywotanego relaksyna-3.

Dzieki barwieniom immunohistochemicznym przeprowadzonym po rejestracjach
elektrofizjologicznych z uzyciem RXFP3-A2 i relaksyny-3, stwierdzono, ze neurony wielkokomérkowe
PVN wrazliwe na obie substancje, sg neuronami syntetyzujgcymi OT i AVP.

W omawianej pracy dowiedziono réwniez, ze neurony drobnokomdrkowe PVN, ktére moga
syntetyzowac¢ OT, AVP, kortykoliberyne czy tyreoliberyne, pozostajg czute na aktywacje receptoréw
RXFP3. Wykazano, Ze aktywnos¢ elektryczna okoto 40% neuronéw drobnokomoérkowych PVN,
podobnie jak w przypadku neuronéw wielkokomdrkowych, zostaje wyhamowana pod wptywem
agonisty RXFP3-A2, co przejawialo sie spadkiem czestotliwosci generowania potencjatow
czynnos$ciowych i/lub hiperpolaryzacjg ich blony.

Dodatkowo, dzieki uzyciu techniki hybrydyzacji in situ, wykazano, ze w 91-100% neuronéw PVN
syntetyzujgcych OT i AVP, obecny jest mRNA dla receptoréow RXFP3.

W pracy opisano zrédto unerwienia relaksynergicznego PVN, wskazujac, ze jest nim NI. Jednak
wyniki barwiert immunohistochemicznych PVN i okolic tej struktury pokazaly, ze na obszarze samego
PVN znajdujg sie tylko nieliczne wildkna zawierajgce relaksyne-3. W przeciwienstwie do samego PVN,
okolice jadra byly bogato unerwione przez witdkna relaksynergiczne, ktére byty aksonami neuronéw
NI. Moze to $wiadczyé o tym, ze relaksyna-3 dociera do neuronéw PVN na drodze transmisji

objetosciowej, charakterystycznej dla wielu neuropeptydéw (van den Pol, 2012).

Podsumowujgc, w omdwionej pracy, po raz pierwszy opisano wplyw relaksyny-3 na elektrofizjologie
komérek nerwowych i stwierdzono, ze zaréwno relaksyna-3, jak i selektywny agonista receptoréw
RXFP3 hamujg aktywno$¢ neurondw PVN. Opisano mechanizm jonowy tego zjawiska, oraz
scharakteryzowano unerwienie PVN przez widkna zawierajace relaksyne-3. Opisany neuronalny
mechanizm dziatania relaksyny-3 w PVN, moze by¢ podiozem oreksynergicznego dziatania tego
neuropeptydu. Wyhamowanie aktywnosci neuronow wielkokomérkowych PVN przez relaksyne-3,
a w konsekwencji spadek wydzielania anoreksygenicznych peptyddéw, jakimi sa OT i AVP, prowadzi¢

moze do wzrostu pobierania pokarmu.
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Dodatkowo, znaczenie przedstawionych wynikéw i opisanego neuronalnego mechanizmu
dziatania relaksyny-3 w PVN, zostato podsumowane w artykule ,The Relaxin-3/RXFP3 system
as a peptidergic pathway to control hypothalamic neurons”, ktory ukazat sie w The Journal

of Physiology (perspective article, Landry, 2017).

5. Blasiak A, Gundlach AL, Hess G, Lewandowski MH. Interactions of circadian rhythmicity, stress
and orexigenic neuropeptide systems: implications for food intake control (2017) Frontiers

in Neuroscience 11: 127.

W przedstawione] pracy przegladowej opisano powszechnos¢ rytmiki okotodobowej i jej znaczenie
w procesach zwigzanych z wydzielaniem hormondw, neuropeptyddéw i neurotransmiterow.
Podkreslono wzajemng interakcje pomiedzy zmieniajagcym sie w rytmie dobowym poziomem réznych
mediatoréw, a strukturami mdzgowia tworzacymi zegar biologiczny, w tym z nadrzednym
generatorem rytméw okotodobowych, jakim sg jadra nadskrzyzowaniowe (SCN). Szczegdlng uwage
zwrécono na fakt, ze zaburzenia rytmiki w wydzielaniu hormonéw/przekaznikdw oraz wrazliwosci ich
receptoréw, mogq prowadzi¢ do rozwoju wielu choréb metabolicznych i psychicznych, w tym otylodci
i anomalii zwigzanych z pobieraniem pokarmu.

Niezwykle istotng role w rozwoju zaburzei rytmiki okotodobowej, i nierozerwalnie z nimi
zwigzanego rozregulowania metabolizmu organizmu, ma wzajemna funkcjonalna zalezno$¢ osi
podwzgdrze-przysadka-nadnercza  (hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA) oraz struktur
budujgcych zegar biologiczny ssakéw. W pracy scharakteryzowano fizjologiczne, dobowe zmiany
w poziomie transmiteréw osi HPA oraz zaburzenia tej rytmiki wywolane chroniczny stresem,
nadmierng ekspozycjg na sztuczne oswietlenie, dezorganizacjg naturalnego cyklu snhu i czuwania -
czynnikami, na ktére szczegdlnie narazeni sg mieszkaricy wysokorozwinigtych spoteczenstw.

Pobieranie pokarmu jest kluczowym dla przeiycia zachowaniem zwigzanym z motywacja
(Geiselman, 1996). Zaréwno pobieranie pokarmu, apetyt, jak i metabolizm, regulowane sg przez szereg
uktadéw neuroprzekainikébw i neurohormondw, ktore moga dziata¢ oreksygenicznie
lub anoreksygenicznie. W omawianej pracy scharakteryzowano oreksygeniczne neuropeptydy; biatko
agouti, neuropeptyd Y, oreksyny, hormon koncentrujgcy melaning oraz relaksyng-3. Opisano
fundamentalne znaczenie wymienionych transmiteréw w procesie pobierania pokarmu, wrazliwo$¢
neurondéw je syntetyzujacych na réinego rodzaju stresory oraz na zaburzania w funkcjonowaniu
struktur mdzgowia budujacych zegar biologiczny ssakdw. Ponadto, przytoczono dane literaturowe
wskazujagce na zalezno$¢ pracy struktur zegara biologicznego od wilasciwego poziomu biatek

regulujacych pobieranie pokarmu.
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Podsumowujac, w przedstawionej pracy wskazano silne, wzajemne strukturalne i funkcjonalne
powigzanie miedzy osrodkami mozgowia budujacymi zegar biologiczny, wybranymi transmiterami
regulujgcymi pobieranie pokarmu, a stresem. Ponadto, udokumentowano wptyw zaburzen tych
interakcji na rozwoj otytosci, zaburzen odiywiania i metabolizmu, wskazujac tym samym na potrzebe
holistycznego podejscia do badan zwigzanych z wplywem stresu na rézne aspekty funkcjonowania

organizmu.

Opisane w przedstawionym cyklu prac osiagniecia, w tym przede wszystkim scharakteryzowanie
mechanizmu neuronalnego lezacego u podtoza bezposrednich oddziatywan ukfadu relaksyny-3 i jej
receptorow z: i/ osrodkami kontrolujgcymi stan wzbudzenia organizmu i motywacje, ii/ strukturami
zegara biologicznego oraz iii/ strukturami zwigzanym z regulacja metabolizmu i pobierania pokarmu,
nie tylko uzupetniajq aktualny stan wiedzy o uktadzie relaksynergicznym, ale takze, moga sie przyczynic¢

do opracowania nowych terapii w leczeniu zaburzen odiywiania i alkoholizmu.
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo - badawczych.

W roku 1997 podjefam studia magisterskie na Wydziale Biclogii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu
Jagielloriskiego w Krakowie. Juz od drugiego roku jednolitych (piecioletnich) wéwczas studiow,
zaczetam braé¢ udziat w eksperymentach elektrofizjologicznych prowadzonych w Pracowni
Chronobiologii, Instytutu Zoologii (pdiniejszy Zaktad Neurofizjologii i Chronobiologii). Badania
prowadzone w Pracowni skupialy sie na aktywnodci elektrofizjologicznej struktur mdzgowia,
budujacych zegar biologiczny szczura. Eksperymenty przeprowadzone wraz z zespotem Pracowni,
na pozostajgcych w stanie anestezji uretanowej zwierzetach, zaowocowaly pierwszym doniesieniem
opisujgcym aktywnosé pojedynczych neurondw listka kolankowatego bocznego (IGL), charakteryzujgca
sie szczegdlnym, oscylacyjnym wzorcem generowania potencjatéw czynnosdciowych (Lewandowski
et al., 2000).

Badania nad spontaniczng aktywnoscig neuronalng IGL, wykazujacg izoperiodyczne zmiany
o okresie 126 * 20 s, kontynuowane byly przeze mnie w ramach pracowni magisterskiej. Badania
te miaty na celu odpowiedzie¢ na pytanie o zaleznos¢ obserwowanych oscylacji od potozonego
przeciwlegle IGL. Istotnym elementem, lezacym u podtoza zaplanowanych badar, byta wiedza o tym,
ze IGL wystepuje po obu stronach mdzgowia i obie te struktury sg ze sobg wzajemnie anatomicznie
pofaczone. Dzieki przeprowadzone] analizie wzajemnej korelacji sygnatu, dowiedliémy,
ze rejestrowane oscylacje w aktywnosci obu IGL, wykazujg nieznaczng preferencje do pojawiania si¢
w przeciwfazie. Ponadto, rejestrujgc aktywnos$¢ pojedynczego IGL przy réwnoczesnym elektrycznym
lub chemicznym uszkodzeniu przeciwlegtej struktury, udowodniliémy, Ze zniszczenie jednego IGL nie
wplywa na parametry izoperiodycznych oscylacji rejestrowanych w nieuszkodzonym IGL
(Lewandowski et al., 2002).

W czerwcu 2002 roku uzyskatam tytut zawodowy magistra biologii, na ktéry ztozyta sie obrona
pracy magisterskiej zatytutowanej ,Endo- czy egzogenne pochodzenie ultradialnej aktywnosci listka
ciata kolankowatego bocznego? Rola szlaku kolankowo-kolankowatego”, wykonanej pod
kierownictwem prof. dr hab, Mariana Henryka Lewandowskiego. W paZdzierniku tego samego roku
rozpoczetam studia lil stopnia w dziedzinie nauki biologiczne, dyscyplinie biologia, na Wydziale Biologii
i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie, w Zakladzie Neurofizjologii i Chronobiologii.

Moja rozprawa doktorska, ktérej promotorem byt prof. dr hab. Marian Henryk Lewandowski,
nosita tytut ,Wplyw neuroprzekaznikéw uktadu synchronizujgcego rytmy okotodobowe ssakéw
na aktywnos¢ struktur zegara biologicznego szczura w preparacie in vitro”. Prace wykonatam
wykorzystujac technike elektrofizjologicznej, zewnatrzkomérkowej rejestracji aktywnosci neuronalnej
w warunkach in vitro oraz technike barwieri immunohistochemicznych. Badania przeprowadzone

w ramach doktoratu miaty na celu opisanie aktywnosci neuronalnej IGL w warunkach in vitro oraz
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scharakteryzowanie reakcji IGL na aktywacje receptoréw wybranych ukladow specyficznych
i niespecyficznych mézgowia.

Przeprowadzone doswiadczenia pozwolity na dokonanie pierwszej charakterystyki spontanicznej
aktywnosci neuronéw IGL, w warunkach odizolowania od reszty mozgowia. Wykazalismy, 2e in vitro
komérki IGL generuja trzy typu aktywnosci: nieregularna, regularng oraz erupcyjng (Blasiak &
Lewandowski, 2004). W toku dalszych badan dowiedli$my, ze neurony IGL wykazuja wysoka czutosc
na agonistéw receptoréw glutaminergicznych, ich reakcja na glutaminian sodu moze mie¢ charakter
pobudzajacy, hamujacy lub dwufazowy, zas gtéwnymi receptoramidla glutaminianu w IGL s receptory
NMDA (Blasiak et al., 2007). Ponadto, wyniki badari przeprowadzonych w czasie realizowanej przeze
mnie pracy doktorskiej pozwolity na opisanie hamujacego wplywu aktywacji receptorow
serotoninergicznych, na aktywno$¢ neuronalng IGL wywotang glutaminianem (w 57% badanych
przypadkéw) oraz hamujacy (w 32%) lub wzmacniajacy (w 13%) wplyw aktywacji receptoréw
cholinergicznych na badang aktywnos¢ (Pekala et al., 2007).

Opisane badania realizowatam dzigki zdobyciu finansowania z Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyiszego (grant promotorski, 2004-2007) oraz pigciu rocznym, wewngtrznym grantom Instytutu
Zoologii (od 2002 do 2006).

Stopiert naukowy doktora wraz z dyplomem za wybitng rozprawe doktorskg otrzymatam
w listopadzie 2007 roku. W roku 2008, zatrudniona zostatam na stanowisku asystenta w Instytucie
Zoologii Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie. W trakcie badan prowadzonych po obronie stopnia
doktora, kontynuowatam prace nad aktywnoscig struktur budujacych zegar okotodobowy ssakéw
metodg zewnatrzkomérkowej rejestracji aktywnosci neuronalnej oraz rozpoczetam pierwsze
na Uniwersytecie Jagielloiskim badania metoda patch clamp w konfiguracji whole-cell, ktoérej
nauczylam sie podczas krotkiego stazu w laboratorium profesora Klausa-Petera Hoffmana w Ruhr
University (Bochum, Niemcy). Niedtugo po rozpoczeciu pracy na stanowisku asystenta, wraz
z zespolem Zakladu Neurofizjologii i Chronobiologii, opublikowalismy prace, dotyczaca natury
unerwienia listka ciata kolankowatego bocznego przez zakoriczenia nerwu wzrokowego (Blasiak et al.,
2009). W pracy tej opisaliémy zréinicowany wplyw elektrycznej stymulacji nerwu wzrokowego
na aktywno$¢ neurondw IGL w warunkach in vitro. Pokazali$my, ze stymulacja taka moze spowodowac
pobudzenie z wywotaniem oscylacji, wylacznie pobudzenie, hamowanie z wywolaniem oscylacji,
reakcje dwufazowa oraz reakcje wylacznie hamujaca. Stwierdzilismy, ze mnogos¢ rodzajow
odpowiedzi neuronéw IGL na stymulacje nerwu wzrokowego, wskazuje na potencjalne zréznicowanie
czutoéci populacji komérek IGL na rézne bodZce wzrokowe, Ponadto dowiedlismy, ze za pobudzeniowg
komponente reakcji na draznienie nerwu wzrokowego, odpowiedzialne sg jonotropowe receptory dla

glutaminianu, zas za komponentg hamujaca receptory GABAA.
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Dalsze eksperymenty przeprowadzatam, juz bedac zatrudniona na stanowisku adiunkta
na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi (od 2010), z uzyciem techniki wewngtrzkomdrkowej rejestracji
aktywnosci neuronalnej (patch clamp) oraz wprowadzonych przeze mnie do Zaktadu Neurofizjologii
i Chronobiologii technik wielo-antygenowych barwien fluorescencyjnych oraz znakowania szlakdw
neuronalnych, ktore wykorzystane zostaty rowniez do badan sktadajgcych sie na opisane powyiej
osiggniecie habilitacyjne.

W trakcie pracy na stanowisku adiunkta, dzieki otrzymaniu stypendium rzadu Australii
(The Australia Awards—Endeavour Research Fellowships), w roku 2011 wyjechatam na staz naukowy
do Instytutu Florey’a (The Florey Institute of Neuroscience and Mental Health) w Melbourne, gdzie
nauczytam sie technik badan behawioralnych oraz badan z uzyciem wektordw wirusowych. W trakcie
pobytu w Instytucie Florey'a, wraz z grupa badawczg profesora Andrew Gundlacha, dowiedlismy,
ze chroniczna obecno$¢ specyficznego agonisty receptoréw RXFP3 w plynie mozgowo-rdzeniowym
myszy, uzyskana dzieki wprowadzeniu do komoérek budujgcych sciany komér mézgu, odpowiednio
zmodyfikowanych genetycznie lentiwiruséw, zmienia zachowanie badanych zwierzat. Udowodnilismy
miedzy innymi, Ze badane zwierzeta, ktérym zostat podany zmodyfikowany wirus, wykazujg wzmozong
aktywnos¢ lokomotoryczng, w poréwnaniu z grupa kontrolng (Smith et al., 2013). Wyniki tych badan
potwierdzity udziat uktadu relakyny-3 i jej receptoréw w kontroli zachowan zwigzanych
ze wzbudzeniem organizmu.

Kontynuujac prace nad rolg relaksyny-3, wraz z zespolem Instytutu Florey’a, dowiedlismy,
ze neurony NI, w tym wszystkie syntetyzujgce relaksyne-3, wykazujg ekspresje receptora dla
kortykoliberyny typu 1 (CRF-R1). Scharakteryzowalismy reakcje neuronéw NI na podanie do plynu
mozgowo-rdzeniowego kortykoliberyny, ktéra zalezata od natury neurochemicznej badanych
neurondéw. Dowiedlismy, ze neurony syntetyzujgce relaksyne-3 sg pobudzane przez kortykoliberyne,
zas pozostate neurony, nie syntezujace tego peptydu, reaguja wyhamowaniem aktywnosci
neuronalnej na jej podanie. Ponadto stwierdzilismy, ze wzorzec wystepowania potencjaléw
czynnosciowych spontanicznie generowanych przez neurony NI syntetyzujgce relaksyne-3,
skorelowany jest z wstepujacg faza hipokampalanego rytmu theta. Co wazne, nie zaobserwowalismy
takiej zaleznosci w przypadku neurondéw nie syntetyzujacych relaksyny-3. Badania przeprowadzone
w warunkach in vitro na skrawkach zawierajacych NI, potwierdzity bezposrednia czutos¢ neuronéw
tego jadra na kortykoliberyne. Udowodniliémy, ze wiekszo$¢ neuronéw NI jest pobudzana (reaguje
zwiekszeniem czestotliwoscia generowanych potencjatéw czynnosciowych i depolaryzacjg btony)
przez kortykoliberyne, a obserwowany efekt ma charakter postsynaptyczny. Dzieki znakowaniu
szlakéw neuronalnych zidentyfikowalismy Zrédto kortykoliberyny w NI. Stwierdzilismy, ze sposréd
wszystkich znanych Zrédet kortykoliberyny w mézgowiu, neurony bocznego pola przedwzrokowego

podwzgérza (lateral preoptic hypothalamus) s jej gtéwnym Zrédiem. Nasze hadania wskazaly
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na waina role kortykoliberyny w modulacji aktywnosci neuronalnej NI, oraz wystepowanie $cistej
zaleznosci pomiedzy aktywnoscia neurondw NI syntetyzujgcych relaksyne-3, a hipokampalanym
rytmem theta (Ma et al., 2013).

Opisane powyiej prace wraz z pracami wchodzacymi w omdéwiony wezesniej monotematyczny cykl
osiggniecia habilitacyjnego, zostaty wykonane miedzy innymi dzieki zdobyciu przez mnie finansowania
z Narodowego Centrum Nauki (grant Sonata 2013-2016), 7 Programu Ramowego (FP7-PEOPLE 2012-
2016) oraz trzem wewnetrznych grantéw Instytutu Zoologii i Badar Biomedycznych (w 2008, 2010
i 2011 roku).

Wyniki przedstawionych badar dotyczacych rytméw okotodobowych i uktadu relaksynergicznego
oraz badan wchodzacych w skiad osiggniecia habilitacyjnego, postuzyly za podstawe trzech artykutow
przegladowych (Blasiak et al., 2017; Kania et al., 2014; Ma et al., 2016) oraz rozdziatu w ksigzce
(Gundlach et al., 2013).

Zainteresowanie mechanizmami neuronalnymi zwigzanymi z wptywem stresu na funkcjonowanie
mozgowia, sktonito mnie do wigczenia sie do badan nad funkcjonalnymi i anatomicznymi zmianami
w korze modzgowej, zachodzacymi u zwierzat poddanych przediuzajagcemu sie dziataniu hormonu
stresu - kortykosteronu. Wykorzystujgc model badawczy, w ktérym powtarzajacy sie stres
zastepowany jest iniekcjami kortykosteronu (przez 7 dni, dwa razy dziennie), udowodnilismy,
ze chroniczna (ale nie pojedyncza) ekspozycja na kortykosteron powoduje wzrost czestotliwosci
wystepowania spontanicznych, pobudzajacych pradéw postsynaptycznych (spontaneous excitatory
postsynaptic currents, sEPSC) w neuronach piramidowych warstwy II/lll pierwszorzedowej kory
ruchowej (M1). Analiza czestotliwosci i amplitudy hamujacych pradéw postsynaptycznych
(spontaneous inhibitory postsynaptic currents, SEPSC) w neuronach warstwy II/lll M1, nie wykazata
istotnych zmian. Ponadto wykazaliémy, ze iniekcje kortykosteronu nie wplywaja na poziom biatek
budujacych jonotropowe receptory dla glutaminianu i receptory GABAA. Dzieki wprowadzeniu
do warsztatu Zaktadu Neurofizjologii i Chronobiologii techniki barwiert metoda Golgiego oraz analizy
anatomii neurondw wykazaliémy, ze podwyzszony poziom kortykosteronu nie wptywa na liczbe kolcow
dendrytycznych badanych neurondw. Przytoczone wyniki eksperymentéw pozwolity na stwierdzenie,
ze powtarzajaca sie ekspozycja na kortykosteron, selektywnie i odwracalnie wzmacnia transmisje
glutaminergiczng w M1, a zjawisko to moze stanowié¢ element neuronalnego mechanizmu leigcego
u podtoza dysfunkcji ruchowych indukowanych stresem (Kula et al., 2016).

Kontynuujac badania nad konsekwencjami powtarzanego stresu na funkcjonowanie i budowe
pierwszorzedowej kory ruchowej, zbadaliémy wplyw ekspozycji na kortykosteron (iniekcje hormonu
przez 7 dni, dwa razy dziennie), na miniaturowe pobudzajace prady postsynaptyczne (miniature
excitatory postsynaptic currents, mEPSCs) oraz plastycznos¢ synaptyczng i budowe neurondw warstwy

[/l oraz V M1. Wykazaliémy, ze pod wptywem kortykosteronu nastepuje wzrost czestotliwoséci mEPSCs
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oraz wzrost liczby rozgatezien dendrytéw apikalnych w neuronach warstwy 1I/lll M1, bez zmian
w liczbie kolcodw dendrytycznych na wypustach tych neuronéw. Istotng obserwacja bylto stwierdzenie,
ze kortykosteron powoduje uposledzenie indukcji dlugotrwatego wzmocnienia synaptycznego (long
term potentiation, LTP) w warstwie 1I/Ill M1.

Ponadto wykazalisSmy, ze zastosowany model stresu nie wywoluje zmian w czestotliwosci
i amplitudzie mEPSCs, rejestrowanych w neuronach piramidowych warstwy V M1. Mimo, Ze nie
stwierdzilismy zmian w budowie drzewek dendrytycznych badanych neurondéw warstwy V,
zaobserwowali$my wzrost liczby kolcow dendrytycznych ich apikalnych dendrytéw, jednak na zmiane
tg ztozyly sie niedojrzate, cienkie kolce (thin spines)( Kula et al., 2017).

Dzigki zgromadzonym przez nas danym, poszerzona zostata wiedza na temat neuronalnego
mechanizmu lezgcego u podtoza uposledzenia funkcji ruchowych, wynikajgcych z przediuzajacego sie

dziatania stresu.
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