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STRESZCZENIE 

STRESZCZENIE 

Opracowanie efektywnych metod leczenia chorób ośrodkowego układu nerwowego, bez 

narażenia pacjentów na działania niepożądane stanowi główne wyzwanie dla współcze-

snej neuropsychofarmakologii. Neurotroficzny czynnik pochodzenia mózgowego 

(BDNF), za pośrednictwem receptora o aktywności kinazy tyrozynowej dla BDNF 

(TrkB), odpowiada za prawidłowy rozwój i funkcjonowanie układu nerwowego. Z uwagi 

na dobrze udokumentowaną rolę BDNF w patofizjologii chorób ośrodkowego układu 

nerwowego postuluje się, że modulacja szlaków sygnałowych BDNF-TrkB z użyciem 

małocząsteczkowych agonistów TrkB może przynieść znamienne efekty terapeutyczne.  

W niniejszej pracy podjęto próbę identyfikacji małocząsteczkowych agonistów re-

ceptora TrkB. Opracowana na potrzeby niniejszej pracy doktorskiej tzw. „platforma ba-

dawcza” polegała na wykorzystaniu odpowiednich technik przesiewowych oraz testów 

funkcjonalnych do identyfikacji cząsteczek- potencjalnych agonistów TrkB spośród bi-

blioteki związków o zróżnicowanych chemotypach. W badaniach określono stopień wią-

zania i interakcji cząsteczek z receptorem, zbadano ich zdolność do ortosterycznej akty-

wacji receptora TrkB oraz ścieżek sygnałowych in vitro, a także sprawdzono ich właści-

wości protekcyjne. Pomimo dużego zaangażowania w prowadzone prace badawczo-roz-

wojowe nie udało się zidentyfikować cząsteczek o pożądanych cechach agonisty TrkB. 

 W pracy dokonano także szczegółowej charakterystyki związków o postulowanej lub 

udokumentowanej w literaturze aktywności względem receptora TrkB. Otrzymane w ra-

mach tej pracy rezultaty ,pokazują, że związki te nie wykazują właściwości agonistów 

TrkB, zarówno na poziomie interakcji z receptorem jak i funkcjonalnym. Dla najszerzej 

opisanego z tej grupy związków 7,8-dihydroksyflawonu (7,8-DHF) przeprowadzono ba-

dania selektywności in vitro oraz farmakologiczne badania in vivo. Wyniki wskazują na 

niekorzystny profil farmakokinetyczny cząsteczki i na brak aktywności 7,8-DHF za-

równo względem TrkB jak i innych ścieżek molekularnych w mózgu u myszy. Ponadto 

wykazano że 7,8-DHF w warunkach in vitro wykazuje zdolność do interakcji z wieloma 

celami molekularnymi, co świadczy o niskiej selektywności związku względem TrkB.  

Wyniki niniejszej pracy wskazują na to, że badane związki referencyjne, w tym 7,8-

DHF nie aktywują receptora TrkB, przez co dane literaturowe na temat aktywności tych 

cząsteczek powinny być ostrożnie interpretowane, z uwzględnieniem szerszego kontek-

stu funkcjonalnego. Niemniej jednak, opracowana na potrzeby niniejszej rozprawy 
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platforma do badań przesiewowych może zostać z powodzeniem zastosowana w przy-

szłych projektach związanych z poszukiwaniem kandydatów na lek. 
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ABSTRACT 

ABSTRACT 

Development of novel, small molecular TrkB agonists as potential therapeutic in 

treatment of central nervous system disorders. 

Effective treatment of neuropsychiatric diseases without exposing patients to adverse ef-

fects is the main challenge for contemporary neuropsychopharmacology. Brain-derived 

neurotrophic factor (BDNF) through interaction with the TrkB receptor is responsible for 

the development and correct functioning of the nervous system. Due to the well-docu-

mented role of BDNF in the pathophysiology of central nervous system diseases, it is 

postulated that modulation of the BDNF-TrkB signalling pathway using low molecular 

weight TrkB agonists may offer therapeutic effects. 

This study aimed to identify small-molecular compounds that act as a TrkB receptor 

agonists. The screening platform development in this work consisted of the use of appro-

priate screening techniques and functional assays to identify potential TrkB agonist mol-

ecules from a library of compounds with diverse chemotypes. Molecules with different 

chemotypes were selected using a screening platform developed within this project. The 

screening included examination of binding and interaction with the TrkB receptor, deter-

mination of orthosteric TrkB and downstream signalling pathway activation, as well as 

assessment of their neuroprotective properties. Despite efforts and conducted research, it 

was impossible to identify molecules with desired properties for a TrkB agonist. 

This work also presents a detailed characterization of compounds with the postulated 

or documented activity against TrkB. The obtained results showed that tested compounds 

do not exhibit TrkB agonist properties, both in terms of interaction with receptor and 

functional properties. Moreover, in vitro selectivity and in vivo pharmacological studies 

were conducted for the 7,8-dihydroxyflavone (7,8-DHF) which is a best-studied com-

pound postulated to be a TrkB agonist. The results demonstrated the unfavourable phar-

macokinetic profile of 7,8-DHF, the lack of activity against TrkB and downstream mo-

lecular pathways in the murine brain. Moreover, 7,8-DHF interacted with multiple mo-

lecular targets proving to have poor selectivity. 

The results of this study indicate that the tested reference compounds, including 7,8-

DHF, do not activate the TrkB receptor; therefore the reported pharmacological activity 
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of these molecules should be interpreted carefully in a broad functional context. Never-

theless, the screening platform developed in this work can be successfully used in future 

projects related to the search for drug candidates. 
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(PI,3,5)P2 3,5-bisfosforan fosfatydyloinozytolu 

4’-DMA-7,8-DHF 4’-dimetyloamino-7,8-dihydroksyflawon 

5-HTR receptor serotoninowy 

7,8,3’-THF 7,8,3’-trihydrokslyflawon 

7,8-DHF 7,8-dihydroksyflawon 

7H8M-flawon 7-hydroksy-8-metoksyflawon 

8H7M-flawon 8-hydroksy-7-metoksyflawon 

Akt kinaza serynowo-treoninowa 

ANOVA (ang. analysis of variance) – analiza wariancji  

AR receptor adenozynowy 

AUC (ang. area under the curve) – pole pod krzywą 

BBB (ang. blood-brain barrier) – bariera krew-mózg 

BDNF (ang. brain-derived neurotrophic factor) – neurotroficzny 

czynnik pochodzenia mózgowego 

BSA (ang. bovine serum albumin) – albumina surowicy woło-

wej 

BZD benzodiazepiny 

CaMKII (ang. Ca2+/calmodulin dependent protein kinase II) – ki-

naza białkowa zależna od wapnia i kalmoduliny 

cAMP (ang. cycylic adenosine-3’,5’- monophosphate) – 

cykliczny adenozyno-3’,5’-monofosforan  

CaRE (ang. calcium- response element) – czynnik transkrypcyjny 

będący elementem odpowiedzi na wapń  

Cmax (ang. maximal concentration) – stężenie maksymalne  

COX2 (ang. cyclooxygenase type 2) – cyklooksygenaza 2 

CREB (ang. cAMP responsive element binding protein) – czynnik 

transkrypcyjny wiążący się do sekwencji CRE 

Cys cysteina 

DAG (ang. diacyglicerole) – diacyglicerol 

DMSO (ang. dimethyl sulfoxide) – dimetylosulfotlenek 
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ECD (ang. extracelluar domain) – zewnątrzkomórkowa domena 

receptora 

ELFI (ang. enzyme-linked fixed cell immunoassay, enzynzyma-

tyczny) – test immunologiczny na utrwalonych komórkach 

ERK (ang. extracellular-signal-regulated kinases) – kinazy re-

gulowane przez sygnały zewnątrzkomórkowe, kinazy 

MAP (MAPK) 

exTrkB (ang. extracellular domain of TrkB) – zewnątrzkomór-

kowa domena receptora TrkB 

FBS (ang. fetal bovine serum) – płodowa surowica wołowa 

FKHRL1 (ang. Forkhead-like transcription factor) – widelec zawie-

rający czynnik transkrypcyjny 

FRET (ang. Förster resonance energy transfer) – technika trans-

feru energii rezonansu fluorescencji  

GABA kwas gamma-aminomasłowy 

GSK3β (ang. glycogen synthase kinase 3 β) – kinaza syntazy 

glikogenu 3 typu izoformy β 

HO-1 (ang. heme oxygenase 1) – Oksygenaza hemowa 1 

HRP (ang. horseradish peroxidase) – peroksydaza chrzanowa 

HTS (ang. high throughput screening) – wysokoprzepustowe 

badania przesiewowe 

i.v. (łac. intra venas) – podanie dożylne 

ICD (ang. intracellular domain) – domena wewnątrzkomór-

kowa 

Ig immunoglubulina 

IP3 trifosforan inozytolu 

IRES (ang. internal ribosome entry site) – wewnętrzne miejsce 

wiązania rybosomu w sekwencji mRNA 

JNK  (ang. c-Jun N-terminal kinase) – kinaza domeny N-koń-

cowej białka Jun 

Kd stała dysocjacji 

Leu leucyna 
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LTD (ang. long-term depression) – długotrwałe osłabienie sy-

naptyczne 

LTP (ang. long-term potentiation) – długotrwałe pobudzenie 

synaptyczne 

L-VGCC (ang. L-type voltage-gated calcium channel) – kanały wap-

niowe bramkowane napięciem typu L 

MAPK (ang. mitogen-activated protein kinases) – kinazy ak-

tywowane mitogenami; kinazy MAP 

mBDNF (ang. mature BDNF) – dojrzałe białko BDNF 

MMP2/9 (ang. matrix metalloproteinase 2/9) – metaloproteaza ze-

wnątrzkomórkowa 2/9 

MST (ang. microscale themophoresis) – mikroskalwoa termo-

foreza kapilarna  

mTOR (ang. mammalian target of rapamycin) – ssaczy cel ra-

pamycyny 

NAS N-acetyloserotonina 

NF-κB (ang. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of acti-

vated B cells) – kompleks białkowy działający jako 

czynnik transkrypcyjny 

NGF (ang. nerve growth factor) – czynnik wzrostu nerwów 

NMDA kwas N-metylo-D-asparaginowy 

NSB (ang. non-specific binding) – kontrola dla wiązań niespe-

cyficznych w metodzie ELFI 

NT-3/4/5 (ang. neurotrophin 3/4) – neurotrofina 3/4 

OUN ośrodkowy układ nerwowy 

p.o (łac. per os) – podanie doustne 

PBS (ang. phosphate-buffered saline) – roztwór soli fizjolo-

gicznej buforowany fosforanem 

PI3K (ang. phosphoinositide 3-kinase) – kinaza 3-fosfatydyloi-

nozytolu 

PKA (ang. protein kinase A) – kinaza białkowa A 

PKC (ang. protein kinase C) – kinaza białkowa C 
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PLCγ (ang. phospholipase C γ) – fosfolipaza C typu gamma  

RA (ang. retinoic acid) – kwas retinowy 

RTK (ang. receptor tyrosine kinase).– receptory o aktywności 

kinazy tyrozynowej  

SEM (ang. standard error of the mean) – błąd standardowy śred-

niej 

SOD dysmutaza ponadtlenkowa 

SPR (ang. surface plasmone resonance) – powierzchniowy re-

zonans plazmonów 

TB domena transbłonowa receptora 

TBS (ang. Tris-buffered saline) –roztwór soli fizjologicznej bu-

forowany trisem 

Tmax czas, w którym osiągany jest Cmax 

TrkB (ang. tropomyosin receptor kinase B)– receptor o aktyw-

ności kinazy tyrozynowej dla BDNF 

TrkB-FL (ang. full-lenght TrkB) – receptor TrkB o pełnej długości 

TrkB-T1 (ang. truncated TrkB) – izoforma receptora TrkB pozba-

wiona domeny kinazowej 

TGX (ang. tris-glycine extended) – formulacja żeli poliakryla-

midowych o przedłużonej stabilności tris-glicyny 

Tyr tyrozyna 

UTR (ang. untranslated region) – rejon mRNA niepodlegający 

translacji 

VR1 (ang. vanilloid receptor 1) – kanał kapsaicyny 

 

 

 

1. WSTĘP 

1.1. Identyfikacja potrzeby medycznej 

Depresja to najczęściej występujące w populacji zaburzenie psychiczne przyczyniające 

się do obniżenia jakości życia człowieka, a w niektórych przypadkach jest powodem 
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przedwczesnej śmierci [1,2]. Według najnowszych danych epidemiologicznych, około 

350 milionów ludzi na całym świecie doświadcza w swoim życiu epizodów depresyjnych 

[3,4]. Efektywność leczenia dostępnymi terapiami jest ograniczona, co w częstych przy-

padkach prowadzi do nawrotów choroby lub manifestacji działań niepożądanych [5,6]. 

Szacuje się, że w najbliższych latach depresja stanie się jedną z chorób istotnie obciąża-

jących system opieki zdrowotnej w wielu krajach [7]. Z uwagi na tak dużą skalę pro-

blemu, depresja została objęta strategicznym programem Światowej Organizacji Zdrowia 

mającym na celu poprawę stanu zdrowia psychicznego populacji, tzw., World Health Or-

ganisation Mental Health Gap Action Programme [4].  

Uważa się, że nieprawidłowa synteza, sekrecja oraz zaburzona sygnalizacja czynni-

ków neurotroficznych wywołana m.in. niskim poziomem ekspresji neurotrofin stanowi 

jeden z patomechanizmów prowadzących do rozwoju chorób neuropsychiatrycznych. 

Zaburzona homeostaza neurotroficznego czynnika pochodzenia mózgowego (BDNF; 

ang. brain-derived neurotrophic factor) jest wskazywana jako główny element prowa-

dzący do manifestacji zaburzeń depresyjnych [8–10]. Według tej teorii, przyczyną cho-

roby są zmiany strukturalne w obszarach mózgu, które odpowiadają za odczuwanie emo-

cji oraz za zdolności poznawcze[11–13]. Wykazano, że u pacjentów z depresją dochodzi 

do zmian neurodegeneracyjnych w hipokampie, korze przedczołowej oraz jądrze migda-

łowatym, co koreluje z obniżoną ekspresją genów na poziomie mRNA (matrycowe RNA; 

ang. messenger RNA) oraz białka dla BDNF [14–16]. Ponadto, chroniczne stosowanie 

leków przeciwdepresyjnych – oprócz przywrócenia prawidłowej gospodarki neuroprze-

kaźnikowej – indukuje mechanizmy komórkowe prowadzące do produkcji BDNF, 

co wpływa na poprawę stanu zdrowia pacjentów [17,18].  

Wykazano również, że BDNF uczestniczy w patomechanizmie innych chorób ośrod-

kowego układu nerwowego (OUN), dla których może stać się podstawą nowej terapii. 

Jest to związane z neurotroficznym działaniem BDNF wobec szerokiej populacji neuro-

nów ulegających degeneracji w stanach patologicznych, np.: neuronów czuciowych i ru-

chowych, które są zwyrodnieniowe w przebiegu peryferyjnych neuropatii czuciowych 

oraz stwardnieniu zanikowym bocznym; neuronów dopaminergicznych istoty czarnej 

utraconych w chorobie Parkinsona; oraz neuronów cholinergicznych przodomózgowia, 

które odgrywają istotną rolę w chorobie Alzheimera [19–21]. Niemniej jednak, zastoso-

wanie BDNF w praktyce klinicznej jest mocno ograniczone. Białko BDNF jest słabo 
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biodostępne po podaniu doustnymi i nie przenika przez barierę krew-mózg [22–25]. Do-

datkowo, egzogenny BDNF krążący we krwi jest wysoce niestabilny gdyż podatny jest 

na proteolizę i wykazuje krótki okres półtrwania [23,26]. Tak niekorzystne właściwości 

farmakokinetyczne BDNF stwarzają konieczność dostarczenia neurotrofiny bezpośred-

nio do struktur mózgowych objętych zmianami patologicznymi, co stanowi inwazyjną 

drogę podania leku i ogranicza możliwość stosowania BDNF jako powszechnej terapii 

bez konieczności asysty personelu medycznego. Dlatego też alternatywą może być wy-

korzystanie związków małocząsteczkowych będących agonistami TrkB (ang. tropomyo-

sin receptor kinase B)– receptora dla BDNF. Zdolność związków małocząsteczkowych 

do penetracji bariery krew-mózg oraz ich większa stabilność w organizmie po podaniu 

stanowi ich główną zaletę, co istotnie wspiera słuszność rozwoju związków małoczą-

steczkowych jako agonistów TrkB. Terapia oparta o związki małocząsteczkowe, które 

naśladowałyby fizjologiczne właściwości BDNF mogłaby stanowić innowację, która za-

spokoi potrzeby zarówno medyczne jak i społeczno-ekonomiczne. Oprócz korzyści tera-

peutycznych, zastosowanie potencjalnego leku opartego na małocząsteczkowym agoni-

ście TrkB obniżyłby koszty społeczne związane z absencją w pracy osób dotkniętych 

chorobami neuropsychiatrycznymi. Co warte uwagi, terapie oparte o związki małoczą-

steczkowe pozwalają na udoskonalenie struktury chemicznej w celu poprawienia właści-

wości farmakokinetycznych, a to stwarza możliwość opracowania wygodnej dla pacjen-

tów postaci leku np. w formie tabletki.  

1.2. Biologia BDNF  

Neurotrofiny to termin, określający szereg czynników neurotroficznych oraz czynników 

wzrostu, które wzmacniają różnicowanie neuronów, indukują proliferację, wpływają na 

funkcje synaptyczne oraz promują przeżywanie neuronów na różnych etapach rozwoju 

ośrodkowego i obwodowego układu nerwowego. Odkryty w roku 1982, BDNF, czynnik 

neurotroficzny pochodzenia mózgowego, z uwagi na wysoki poziom ekspresji w OUN, 

jest dominującym neuromodulatorem procesów opisywanych powyżej [27,28]. Dojrzała 

postać BDNF (mBDNF; ang. mature BDNF) wykazuje około 50% homologii w sekwen-

cji aminokwasów z innymi przedstawicielami rodziny czynników neurotroficznych. Na-

leżą do nich czynnik wzrostu nerwów (NGF; ang. nerve growth factor), neurotrofina 3 

(NT-3, ang. neurotrophin 3), oraz neurotrofina 4 i 5 (NT4/5; ang. neurotrophin 4/5).  
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BDNF jest w dużej mierze produkowany przez neurony kory nowej, ciała migdało-

watego, wzgórza, podwzgórza, przysadki mózgowej i istoty czarnej, gdzie autokrynnie 

reguluje procesy związane ze wzrostem i rozwojem dendrytów i aksonów. BDNF jest 

syntetyzowany także przez astrocyty, oligodendrocyty oraz komórki mikrogleju, wyraża-

jąc swoje funkcje neurotroficzne i neuroprotekcyjne względem neuronów na drodze re-

gulacji parakrynnej [29–33]. BDNF jest wykrywalny także w tkankach obwodowych, 

szczególnie w komórkach śródbłonka, kardiomiocytach, mięśniach gładkich naczyń 

krwionośnych, białych krwinkach, w których również reguluje procesy cyklu i rozwoju 

komórkowego [34–39]. Obecność BDNF została potwierdzona także w wielu typach no-

wotworów mózgu oraz tkanek peryferyjnych, w których indukuję proliferację i przyczy-

nia się do progresji nowotworowej [40–42]. 

1.2.1. Ekspresja BDNF i najważniejsze mechanizmy regulatorowe 

U człowieka gen kodujący BDNF składa się z 11 egzonów oraz 9 alternatywnych promo-

torów regulujących transkrypcję genu BDNF [43,44]. Przypuszcza się, że obecność licz-

nych promotorów kontroluje zależną od rodzaju stymulacji ekspresję BDNF, umożliwia-

jąc komórkom reagowanie na różnorodność bodźców. W ludzkim mózgu transkrypcji 

ulegają wszystkie egzony BDNF, jednakże odbywa się to w różnym stopniu i specyficz-

nie dla danego regionu mózgowia [44].  

Transkrypcja BDNF zależy od aktywności neuronalnej i potencjału błonowego neu-

ronu. Sygnałem stymulującym do transkrypcji jest m.in. depolaryzacja błony stanowiąca 

reakcję komórki na zewnętrzny bodziec elektrochemiczny. Dla przykładu, aktywacja re-

ceptorów NMDA (N-metylo-D-asparaginian) lub kanałów wapniowych bramkowanych 

napięciem typu L (L-VGCC, ang. L-type voltage-gated calcium channel) prowadzi do 

wzrostu wewnątrzkomórkowego stężenia wapnia (Ca2+) i aktywacji transkrypcji genu 

BDNF, głównie z promotora w egzonie IV [45,46]. Podwyższony poziom wapnia w neu-

ronach prowadzi do wzrostu stężenia cyklicznego AMP (cAMP; ang. cycylic adenosine 

monophosphate) oraz aktywacji szlaków kinaz MAPK (kinazy aktywowane mitogenami; 

ang., mitogen-activated protein kinases), PKA (kinaza białkowa A; ang. protein kinase 

A) oraz CaMKII (kinaza białkowa zależna od wapnia/kalmoduliny; ang. Ca2+/calmodu-

lin-dependent protein kinase II) [46–48]. Aktywność promotora IV BDNF jest silnie sty-

mulowana przez wapń oraz ściśle regulowana przez czynnik transkrypcyjny reagujący na 
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cAMP (CREB; ang. cAMP response element binding). Promotor egzonu IV BDNF za-

wiera również elementy odpowiedzi na wapń– CaRE (ang. calcium- response element), 

które razem z CREB pełnią funkcję regulatorową [45,46,49]. Aktywowane wyrzutem 

wapnia szlaki kinazowe MAPK, PKC oraz CaMKII powodują odpowiednio fosforylację 

czynników transkrypcyjnych CaRE oraz CREB tworząc kompleks aktywujący promotor, 

co rozpoczyna sekwencję zdarzeń prowadzących do transkrypcji mRNA BDNF w egzo-

nie IV [46]. 

Alternatywne składanie egzonów (ang. splicing) kończy transkrypcję genu białka 

BDNF w dwóch możliwych miejscach poliadenylacji, dając początek dwóm populacjom 

mRNA BDNF o różnej długości, które trafiają do określonych przedziałów neuronalnych 

[44,50]. Krótkie transkrypty BDNF są lokalizowane w ciele komórki gdzie utrzymują 

podstawową produkcję BDNF. Natomiast długie transkrypty BDNF kierowane są do den-

drytów, gdzie ulegają lokalnej translacji w efekcie pobudzenia neuronalnego [51,52]. 

BDNF powstający z opisanych powyżej długich i krótkich transkryptów jest zlokalizo-

wany głównie perikarionie (59%) gdzie jest magazynowany w gęstych pęcherzykach 

rdzeniowych (ang. dense core vesicles) a tylko w 29% jest ukierunkowany na dendryty 

[53,54]. Specyficzna translacja kompartmentowa transkryptów BDNF jest także kontro-

lowana przez mikroRNA. Związanie cząsteczek mikroRNA takich jak miR-44 czy Let-

7a-3p w regionie zawierającym sekwencje sygnałowe do poliadenylacji, odpowiednio 

przy długim lub krótkim 3' UTR (ang. untranslated region) w cząsteczce mRNA, dopro-

wadza do degradacji transkryptów BDNF i negatywnej regulacji synaptogenezy [55–57]. 

1.2.2. Synteza i dojrzewanie BDNF  

Synteza i dojrzewanie białka BDNF jest procesem wieloetapowym i obejmuje powsta-

wanie kilku pośrednich izoform prekursorowych, co zostało przedstawione na Rycinie 1. 

BDNF to silnie zachowane w toku ewolucji białko, zbudowane z 247 aminokwasów, ule-

gające syntezie i fałdowaniu w retikulum endoplazmatycznym jako białko prekursorowe 

pre-proBDNF (32-35 kDa). Po translokacji do aparatu Golgiego, sekwencja sygnałowa 

pre-regionu jest odcinana tworząc izoformę proBDNF (28-32 kDa) [58]. Następnie pro-

BDNF ulega dalszej obróbce proteolitycznej osiągając formę dojrzałą białka mBDNF (13 

kDa). Proces dojrzewania na tym etapie może odbywać się zarówno w przestrzeni we-

wnątrzkomórkowej jak i w macierzy zewnątrzkomórkowej. Dojrzewanie 
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wewnątrzkomórkowe jest przeprowadzane przez endopeptydazy subtylizyny/keksyny ta-

kie jak furyna, bądź za pośrednictwem konwertaz zawartych w pęcherzykach wewnątrz-

komórkowych [59,60]. Dojrzewanie zewnątrzkomórkowe odbywa się za pośrednictwem 

plazminy oraz metaloproteaz zewnątrzkomórkowych 2 i 9 (MMP2/9; ang. matrix metal-

loproteinase 2/9) [61,62].  

 

Rycina 1. Schemat obrazujący proces dojrzewania białka BDNF. W szlaku wewnątrzkomórkowym se-

kwencja prekursora pre-proBDNF jest wytwarzana w siateczce endoplazmatycznej i transportowana do 

aparatu Golgiego. Następnie dochodzi do rozszczepienia i usunięcia sekwencji pre-regionu, co determinuje 

powstanie niedojrzałej izoformy proBDNF, a dalsze procesowanie i usunięcie pro-regionu prowadzi do 

powstania dojrzałej neurotrofiny (mBDNF). Wewnątrzkomórkowe procesy -proteolizy zachodzą w pęche-

rzykach wewnątrzkomórkowych umożliwiając transport neurotrofiny w obrębie neuronu oraz uwalnianie 

do przestrzeni zewnątrzkomórkowych. Procesowanie BDNF zachodzi z udziałem proteaz wewnątrzkomór-

kowych regulowanych przez konwertazy i furyny. W efekcie, zarówno izoformy proBDNF i mBDNF są 

uwalnianie do przestrzeni zewnątrzkomórkowej. Dojrzewanie zewnątrzkomórkowe pro-neurotrofiny jest 

przeprowadzane z udziałem metaloproteinaz 2 i 9 (MMP2, MPP9) oraz plazminę. Schemat z opracowano 

na podstawie Kowiański i wsp., 2018  [60]. 

 

Dojrzałe białko BDNF tworzy stabilne homodimery, które mogą być wydzielane za-

równo w szlakach konstytutywnych jak i regulowanych, trafiając do obszarów presynap-

tycznych i postsynaptycznych neuronów [62,63]. W komórkach neuronalnych, zarówno 
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proBDNF jak i mBDNF są uwalniane w wyniku depolaryzacji błony komórkowej 

[54,64]. W tym miejscu należy zaznaczyć, że proBDNF również wykazuje aktywność 

biologiczną i jest on autonomicznym ligandem, oddziałującym z receptorem p75NTR oraz 

sortyliną [65,66]. proBDNF może też występować jako białko polimorficzne. Substytucja 

waliny na metioninę w pozycji 66 (Val66Met) w sekwencji pro-domeny osłabia interak-

cje proBDNF z receptorem sortylinowym. Mutacja ta nie wpływa na sekwencję amino-

kwasową dojrzałego białka BDNF, niemniej jednak ma swój wpływ na sortowanie, trans-

port i uwalnianie neurotrofiny w momencie pobudzenia neuronalnego [60,67]. Konse-

kwencją tych procesów są zmiany morfologiczne neuronów oraz zaburzenia plastyczno-

ści synaptycznej. Wykazano korelacje pomiędzy fenotypem Val66Met, a rozwojem za-

burzeń poznawczych, lękowych oraz depresyjnych [60,68,69].  

proBDNF wykazuje przeciwstawne funkcje w stosunku do dojrzałego BDNF. Wyka-

zano, że proBDNF ma właściwości proapoptotyczne i negatywnie wpływa na architek-

turę neuronów, co wyraża się poprzez cofanie stożka wzrostu i kurczenie kolców dendry-

tycznych [70,71]. W konsekwencji, ze względu na zmniejszenie liczby neuronów i po-

gorszenie funkcji synaps, procesy te przyczyniają się do długotrwałej depresji synaptycz-

nej, co pokazano w neuronach rejonu hipokampa [72–74]. Fizjologiczne znaczenie 

wszystkich tych pozornie negatywnych procesów można wytłumaczyć redukcją nadmier-

nej liczby dojrzewających neuronów, eliminacją uszkodzonych lub nieprawidłowo dzia-

łających komórek, a także likwidacją nieprawidłowych połączeń, które są nieskuteczne 

podczas kształtowania pamięci czy w innych procesach kognitywnych. Stosunek proB-

DNF do mBDNF różni się między poszczególnymi etapami rozwoju mózgu i jego regio-

nami. Podczas gdy we wczesnym okresie poporodowym odnotowuje się wyższe stężenie 

proBDNF, mBDNF przeważa w wieku dorosłym [74].  

BDNF odgrywa krytyczną rolę w wielu procesach zachodzących w OUN, zarówno 

na poziomie komórkowym jak i strukturalnym. Do najważniejszych funkcji należy udział 

w rozwoju systemu nerwowego poprzez wpływ na różnicowanie oraz wzrost neuronów. 

BDNF reguluje mechanizmy plastyczności synaptycznej związanej z procesami uczenia 

się i pamięci oraz funkcji poznawczych, poprzez wpływ na procesy długotrwałego 

wzmocnienia i osłabienia synaptycznego (LTP; ang. long-term potentiation; LTD; ang. 

long-term depression) [66,75]. Ponadto, BDNF pełni funkcje neuroprotekcyjne w stanach 

stresu komórkowego, związanego np. z ekscytotoksycznością glutaminergiczną [63]. 
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Warunkiem odpowiedzi komórki na działanie BDNF jest związanie czynnika neurotro-

ficznego przez receptor TrkB, który należy do klasy receptorów o właściwościach kinazy 

tyrozynowej (RTK; ang., receptor tyrosine kinase). 

 

1.3. Rodzina receptorów Trk 

Rodzinę receptorów Trk (ang., tyrosine receptor kinase) stanowią białka błonowe posia-

dające aktywność kinazy tyrozynowej i wiążące czynniki neurotroficzne. Nazwa tychże 

receptorów wywodzi się od odkrycia onkogenu, kodującego tropomiozynę niemię-

śniową, połączoną poprzez domenę transbłonową z cytoplazmatyczną kinazą tyrozynową 

[76]. W konsekwencji proto-onkogen nazwano kinazą związaną z tropomiozyną, dziś po-

wszechnie określanym jako trkA. Geny trkB oraz trkC zostały zidentyfikowane poprzez 

wysoką homologię do trkA. Porównania ich sekwencji ze znanymi wówczas, innymi 

transbłonowymi kinazami tyrozynowymi wykazały, iż kodują one zupełnie nową klasę 

powierzchniowych receptorów kinaz tyrozynowych [66,77]. Specyficzny wzorzec eks-

presji w obrębie układu nerwowego sugerował aktywny udział receptorów Trk w rozwoju 

i funkcjonowaniu neuronów. Późniejsze badania potwierdziły słuszność tej hipotezy, 

udowadniając, że czynnik wzrostu nerwów (NGF) wiąże się do TrkA i indukuje aktyw-

ność kinazy tyrozynowej [78–80]. Wykazano również, że TrkB oraz TrkC także są re-

ceptorami dla czynników neurotroficznych. Neurotrofina 3 wykazuje powinowactwo do 

receptora TrkC, zaś ligandami dla TrkB są neurotrofina 4 oraz BDNF [75,81,82]. 

1.4. Biologia receptora TrkB 

1.4.1. Warianty, występowanie i charakterystyka strukturalna receptora 

TrkB 

U człowieka receptor TrkB jest kodowany przez gen NTRK2, zlokalizowany na chromo-

somie 9q22, o długości 590 kpz i składa się z 24 egzonów. Korzystając z alternatywnych 

promotorów, miejsc splicingu i poliadenylacji, z genu NTRK2 może powstać co najmniej 

100 izoform mRNA, które mogą kodować 10 białek [83]. Najpowszechniej występują-

cymi formami w ośrodkowym układzie nerwowym jest białko TrkB o pełnej długości 
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(TrkB-FL; ang. full lenght TrkB) oraz forma pozbawiona domeny katalitycznej (TrkB-

T1, ang., truncated TrkB) (Rycina 2) [66,83,84]. 

 

 

Rycina 2. Struktura genu i izoform białka TrkB. (A) Ekspresja genu NTRK2 umożliwia powstanie nie-

mal 100 produktów genu z powodu alternatywnego splicingu i miejsc poliadenylacji jego 24 egzonów. 

Egzony 1–4 zawierają sekwencje IRES (ang. internal ribosome entry site– wewnętrzne miejsce wiązania 

rybosomu) bogate w G/C. Kodon start dla dwóch najliczniejszych produktów genu, TrkB-FL i TrkB-T1 

znajduje się w egzonie 5. Egzony 5–16 są wspólne dla transkryptów TrkB-FL i TrkB-T1. Egzony 5-14 

kodują domenę zewnątrzkomórkową (ECD), egzon 15 koduje domenę transbłonową (TB), a egzon 16 ko-

duje konserwatywną domenę wewnątrzkomórkową (ICD) wspólną dla TrkB-FL i TrkB-T1. TrkB-FL ma 

rozbudowaną domenę wewnątrzkomórkową kodowaną przez egzony 16-24, gdzie egzony 20-24 kodują 

domenę kinazy tyrozynowej. (B) Konserwatywne domeny białkowe TrkB-FL i TrkB-T1. ECD zawiera 5 

domen, w tym 2 regiony bogate w cysteinę (Cys), region bogaty w leucynę (Leu) i dwie domeny Ig-po-

dobne (Ig). Domeny przedstawione w (B) wykazują 100% homologi między izoformami TrkB-FL i TrkB-

T1. (C) Struktura domeny wewnątrzkomórkowej TrkB-FL i TrkB-T1. TrkB-FL ma długość 822 amino-

kwasów i zawiera wiele znanych domen wiążących. TrkB-T1 ma długość 477 aminokwasów i nie zawiera 

katalitycznej domeny kinazy tyrozynowej. TrkB-T1 zawiera dwie potencjalne domeny wiążącą w sekwen-

cji KFG oraz LFH. Opracowano na podstawie Fenner i wsp., 2012 [84]. 
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Domena wewnątrzkomórkowa receptora jest specyficzna dla danego izotypu począw-

szy od trzynastego aminokwasu w łańcuchu polipeptydowym. TrkB-FL zawiera złożoną 

domenę katalityczną bogatą w tyrozynę i miejsca wiązania dla białek Shc i fosfolipazy 

C typu gamma (PLCγ) [75,84,85]. Krótki, cytoplazmatyczny ogon TrkB-T1 zawiera 

reszty serynowe oraz sekwencję KFG (lizyna-fenyloalanina-glicyna) rozpoznawalną 

przez białko SNT i sekwencję wiążącą LFH, natomiast pozbawiona jest domeny kinazo-

wej i miejsc wiązania dla białek Shc i PLCγ (Rycina 2C) [65,84]. 

Układ strukturalny zewnątrzkomórkowej domeny receptorów TrkB-FL i TrkB-T1 

jest homologiczny (Rycina 2B). Pięć domen wiążących (D1-D5) zlokalizowanych w czę-

ści zewnątrzkomórkowej osiąga długość 398 aminokwasów i ulega glikozylacji (Haniu 

i in., 1995). Sekwencja sygnalizacyjna zlokalizowana przed domeną D1 kieruje i umiej-

scawia białko receptorowe w błonie komórkowej neuronu [87,88]. Otoczone domenami 

cysteinowymi regiony bogate w leucynę mają zasadnicze znaczenie w stabilizacji two-

rzonego kompleksu receptora z ligandem poprzez odpowiednie ukształtowanie konfor-

macji TrkB. Domeny immunoglobulinopodobne (Ig1 i Ig2) odpowiadają za wiązanie li-

ganda [89,90]. Wykazano, że za rozpoznanie liganda w szczególności odpowiedzialna 

jest domena Ig2, a obecność krótkiej wstawki w tym regionie determinuje preferencje 

TrkB do wiązania z NT-3/4 lub BDNF [91]. Na Rycinie 3 przedstawiono model struktu-

ralny kompleksu TrkB-d5:NT4/5, ze wskazaniem na miejsca oddziaływań w kieszeni 

wiążącej domeny Ig2 receptora TrkB [92].  

 

 

 

Rycina 3 Struktura krystaliczna kompleksu TrkB-d5:NT4/5. Ortogonalny widok całej struktury kom-

pleksu. Jednostkę kryształu stanowi jeden homodimer NT4/5 związany z dwoma monomerami TrkB-d5. 

Homodimer NT4/5 jest zabarwiony na czerwono (jeden monomer) i niebiesko (drugi monomer) wraz z ade-

kwatnym oznaczeniem elementów struktury drugorzędowej. TrkB-d5 oznaczono kolorem cyjano-

wym z zaznaczeniem struktury β-harmonijki. Na żółto pokazano wiązania pomiędzy resztą Arg-11 neuro-

trofiny NT4/5 z resztami Asp-298, Cys-302 i Cys-345 receptora TrkB, które określają położenie miejsca 

dla specyficzności interakcji. Na fioletowo zaznaczono wiązania reszt NT-4/5 Gln-94 i Arg-114 z resztami 

TrkB Asp-349 i Asn-350, które wskazują lokalizację konserwatywnego miejsca oddziaływania. Na pod-

stawie Naylor i wsp., 2002 [92]. 

(Rycia na następnej stronie) 
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Po zakończonej translacji w retikulum endoplazmatyczym, białko TrkB jest kiero-

wane do aparatu Golgiego, gdzie ulega dojrzewaniu. Następnie, receptor jest pakowany 

do pęcherzyków wydzielniczych i kierowany do błony komórkowej na krańcach aksonów 

bądź dendrytów. Transport TrkB odbywa się wzdłuż mikrotubul, a w proces ten zaanga-

żowane są białka motoryczne z rodziny kinezyn [93,94]. Początkowo uważano, że recep-

tor TrkB jest produkowany jedynie w komórkach nerwowych OUN. Obecnie wiadomo, 

że TrkB jest także prezentowany na powierzchni błony komórkowej makrofagów, komó-

rek endokrynnych, komórek mięśni gładkich i poprzecznie prążkowanych oraz komórek 

układu immunologicznego [66,95]. Ponadto, TrkB jest także wykrywalny w komórkach 

nowotworowych raka piersi, płuc, jelita grubego, prostaty, szpiczaka oraz w guzach lim-

foidalnych [96]. W ośrodkowym układzie nerwowym TrkB jest szeroko rozpowszech-

niony i ulega syntezie zarówno na etapie rozwoju embrionalnego, jak i u dorosłych osob-

ników [87]. Największą ekspresję TrkB wykazano w części zbitej istoty czarnej, grzbie-

towych jądrach szwu, polu brzusznym nakrywki, korze frontalnej, hipokampie, móżdżku, 

podwzgórzu oraz w strukturach narządu wzroku [97,98].  

1.4.2. Mechanizm aktywacji receptora TrkB i transdukcji sygnału  

1.4.2.1. Zmiany konformacyjne  

Związanie liganda z TrkB doprowadza do aktywacji receptora poprzez fosforylację 

miejsc tyrozynowych w jego domenie wewnątrzkomórkowej. W następstwie tych 
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procesów dochodzi do transdukcji sygnału i aktywacji szlaków sygnałowych, które wy-

wierają specyficzny efekt funkcjonalny w komórce. 

Zgodnie z jednym z postulatów, dimeryzacja RTK (ang. receptor tyrosine kinase; re-

ceptor kinazy tyrozynowej) w błonie komórkowej jest konieczna, ale niewystarczająca 

do aktywacji receptora. Istnieją również strukturalne wymagania aby doszło do transfos-

forylacji pomiędzy dwoma podjednostkami dimeru receptora TrkB [99,100]. Niezbędna 

jest również odpowiednia orientacja domeny kinazowej w dimerze, która jest osiągana 

dopiero po związaniu liganda, po czym następuje rearanżacja struktury na całej długości 

receptora jednocześnie [101–103]. Ta teoria została udowodniona eksperymentalnie, 

gdyż wykazano, że konformacja regionu transbłonowego (TB) ulega zmianie po związa-

niu liganda, co koreluje ze wzrostem fosforylacji receptora [102,104]. Co więcej, rotacje 

dimerycznego TB prowadzą do okresowych oscylacji aktywności kinazy co sugeruje, że 

sama domena katalityczna jest wrażliwa na zmiany strukturalne zachodzące w tym regio-

nie [105]. Istnieje też alternatywny pogląd, który sugeruje, że zmiany strukturalne wywo-

łane przez ligandy nie mogą być propagowane wzdłuż długości RTK, ponieważ łączniki 

między różnymi domenami są „sztywne” i nieustrukturyzowane [106]. Wykazano bo-

wiem, że domeny ECD oraz ICD mogą zmieniać konformacje niezależnie od siebie 

[103,107,108]. 

 Znane są dwa modele aktywacji TrkB w kontekście dimeryzacji. Pierwszy z nich 

zwany modelem kanonicznym, bądź też dyfuzyjnym, zakłada że monomery TrkB dime-

ryzują i wzajemnie się aktywują tylko po związaniu liganda. Nie mając skłonności do 

spontanicznej – wzajemnej interakcji, w przypadku braku liganda pozostają jako mono-

mery [66,109,110]. Zgodnie z drugim postulatem, receptor TrkB tworzy dimery zanim 

przyłączy się do niego ligand [103]. Z użyciem techniki transferu energii rezonansu flu-

orescencji (FRET; ang. Förster resonance energy transfer) oraz TrkB sprzężonego z biał-

kiem fluorescencyjnym (eYFP/mTurquoiuse) wykazano, że obydwa modele są praw-

dziwe, i zjawiska mogą zachodzić równolegle. W komórkach linii HEK 293 pochodzącej 

z ludzkich embrionalnych komórek nerki (ang., human embryonic kidney), które transfe-

kowano cDNA TrkB, egzogenny receptor TrkB występuje w błonie zarówno w formie 

monomerycznej jak i dimerycznej, w zależności od poziomu jego ekspresji i zgodnie 

z prawem masy [99]. Wzrost poziomu ekspresji TrkB może powodować przejście TrkB 

z populacji monomerycznej do populacji głównie dimerycznej, nawet przy braku liganda. 
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Kiedy ligand wiąże się do wolnego dimeru TrkB prowokuje przejście do strukturalnie 

odrębnego stanu dimerycznego o większej stabilności, co określono modelem tranzycyj-

nej aktywacji TrkB [103]. Autorzy podkreślają jednak, że procesy te są dynamiczne a ich 

pełne zrozumienie wymaga szerszego kontekstu i odniesienia do komórek neuronalnych. 

Stwierdzenie to wydaje się być uzasadnione, gdyż badania przeprowadzone przez Zahavi 

i wsp. (2018), na neuronach izolowanych z rdzenia kręgowego sugerują, że TrkB wystę-

puje w błonie komórkowej w postaci monomerycznej, a forma dimeryczna TrkB jest 

obecna jedynie w endosomach [111]. Wyniki tych badań wskazują też na selektywną 

i specyficzną transdukcję sygnału wewnątrzkomórkowego, w zależności od aktywacji 

monomeru czy dimeru receptora TrkB [111]. Jak dotąd, jest to pierwsze i jedyne badanie 

wskazujące na dualny mechanizm działania TrkB i niewątpliwie wymaga dalszej eksplo-

racji, szczególnie w kontekście innych populacji neuronów na różnych etapach ich roz-

woju oraz w warunkach in vivo.  

 Niemniej jednak, wydaje się, że uniwersalnym modelem aktywacji receptora jest stan 

w którym: (i) monomery TrkB mają skłonność do interakcji bocznych i tworzenia dimeru 

bez obecności liganda; (ii) niezwiązane z ligandem dimery TrkB mają różną stabilność 

(co za tym idzie – liczba dimerów zależy od sytuacji fizjologicznej); (iii) związanie 

BDNF do TrkB stabilizuje strukturę dimeru; (iv) związanie liganda wywołuje zmiany 

strukturalne w dimerze. 

1.4.2.2. Ścieżki sygnałowe kontrolowane aktywnością TrkB 

TrkB może ulegać fosforylacji w kilku miejscach na wewnątrzkomórkowych resztach 

tyrozynowych, a fosforylacja poszczególnych z nich prowadzi do aktywacji określonych 

szlaków sygnałowych. Podwójne reszty tyrozyn 706/707 znajdują się w miejscu autofos-

forylacji, które są wymagane do osiągnięcia stanu aktywacji TrkB [72,79]. Ufosforylo-

wane tyrozyny (Tyr) w pozycji 515 oraz 816 stanowią miejsce dokowania dla białek efek-

torowych, które inicjują kaskadę wewnątrzkomórkowych szlaków sygnałowych. W ko-

mórkach neuronalnych scharakteryzowano trzy główne ścieżki sygnałowe związane z ak-

tywacją TrkB: fosfolipazy typu gamma (PLCγ, ang. phospholipase C γ); kinazy 3-fosfa-

tydyloinozytolu (PI3K, ang. phosphoinositide 3-kinase), oraz kinaz aktywowanych czyn-

nikami zewnętrznymi (ERK, ang. extracellular-signal-regulated kinases– zwane również 



 

30 

 

WSTĘP 

kinazami MAP, MAPK) [112]. Na Rycinie 4 przedstawiono schemat kaskady sygnałowej 

BDNF-TrkB.  

 

Rycina 4. Uproszczony schemat kaskady sygnałowej BDNF-TrkB. Aktywacja receptora TrkB w wy-

niku związania BDNF prowadzi do pobudzenia wewnątrzkomórkowych ścieżek sygnałowych PI3K-Akt, 

PLCγ oraz ERK. Poszczególne etapy transdukcji sygnału opisano szczegółowo w tekście. Schemat opra-

cowano na podstawie Duman i wsp., 2012 [112]. 

1.4.2.2.1. PLC γ1 

Fosforylacja reszty tyrozynowej znajdującej się najbliżej C-końca (Tyr816) prowadzi do 

rekrutacji i aktywacji fosfolipazy C typu gamma (PLCγ). Białko PLCγ hydrolizuje 3,5-

bisfosforan fosfatydyloinozytolu (PI,3,5)P2 do diacyglicerolu (DAG) oraz trifosforanu 

inozytolu (IP3). IP3 prowadzi do uwolnienia wewnątrzkomórkowego Ca2+, co z kolei ak-

tywuje białka regulatorowe, takie jak kalmodulina, kinazy białkowe zależne od wapnia 

CaMKII oraz fosfatazy takie jak kalcyneuryna. W następstwie tych zdarzeń, CaMKII in-

dukuję fosforylację czynnika transkrypcyjnego CREB, który po translokacji do jądra ko-

mórkowego moduluje ekspresję genów [20,113]. Dodatkowo, w wyniku wyrzutu wapnia 

oraz wzrostu wewnątrzkomórkowego poziomu DAG aktywacji ulega kinaza białkowa C 

(PKC, ang. protein kinase C), która po translokacji do membrany komórkowej aktywuje 

ścieżkę sygnałową związaną z ERK. Proces ten odbywa się za pośrednictwem małej 

GTP-azy Ras oraz kanału kapsaicyny (VR1, ang. vanilloid receptor 1) [20,114] W kon-

tekście funkcjonalnym, aktywacja ścieżki sygnałowej związanej z PLCγ wpływa na 
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morfologię komórek neuronalnych powodując wzrost i dojrzewanie neurytów co pozy-

tywnie wpływa na plastyczność synaptyczną [20,63]. 

1.4.2.2.2. PI3K-Akt 

Aktywacja receptora TrkB i fosforylacja tyrozyny 515, znajdującej się najbliżej domeny 

transbłonowej tworzy miejsce przyłączania dla białka adaptorowego Shc. Interakcja Shc 

z TrkB prowadzi do aktywacji kinazy PI3K za pośrednictwem białek Grb2 oraz Gab2. 

W tym czasie dochodzi również do lokalnej reorganizacji błony komórkowej (fosforyla-

cja fosfolipidów inozytolowych w pozycji 3’) [63,115]. W konsekwencji tych procesów 

białko Akt (kinaza serynowo-treoninowa) ulega translokacji do błony komórkowej i zo-

staje aktywowane przez PI3K. Prowadzi to do reorganizacji cytoszkieletu oraz zwiększe-

nia translacji białek za pośrednictwem szlaku mTOR (ssaczy cel rapamycyny; ang. mam-

malian target of rapamycin), oraz wzmocnienia wzrostu aksonów poprzez fosforylację 

i dezaktywację kinazy syntazy glikogenu 3 izoformy β (GSK3β; ang. glycogen synthase 

kinase 3 β) [116,117]. Akt promuje przeżywalność neuronów poprzez modulację białek 

regulatorowych uczestniczących w procesie apoptozy. Indukuje fosforylację proapopto-

tycznego białka Bad co uniemożliwia interakcję z Bcl-xL, dzięki czemu Bcl-xL utrzy-

muje swoje właściwości antyapoptotyczne, przyczyniając się do zachowania integralno-

ści błony mitochondrialnej [65,66]. Dodatkowo, Akt reguluje aktywność niektórych 

czynników transkrypcyjnych. Poprzez fosforylację FKHRL1 (widelec zawierający czyn-

nik transkrypcyjny, ang. forkhead-like transcription factor) białko Akt indukuje asocjację 

tego czynnika transkrypcyjnego z białkiem 14-3-3. W konsekwencji dochodzi do sekwe-

stracji FKHRL1 w cytoplazmie, co uniemożliwia na dalszych etapach kaskady aktywację 

transkrypcji kilku genów, których produkty promują apoptozę [118]. Co więcej, Akt 

uczestniczy w fosforylacji IκB powodując jego degradację, skutkuje to uwolnieniem 

i translokacją do jądra komórkowego kompleksu białkowego NF-κB (ang. nuclear factor 

kappa-light-chain-enhancer of activated B cells). Aktywacja receptora TrkB pod wpły-

wem BDNF w neuronach hipokampalnych aktywuje czynnik transkrypcyjny NF-κB, 

który indukuje ekspresje genów wpływających na neuroprotekcję [119]. 
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1.4.2.2.3. ERK 

Obok kaskady sygnałowej PI3K-Akt, integracja białka Shc z receptorem TrkB inicjuje 

wieloetapową ścieżkę sygnałową związaną z kinazami aktywowanymi czynnikami ze-

wnętrznymi ERK (zwanymi również MAP kinazami). Transdukcja sygnału jest zapocząt-

kowana poprzez fosforylację białka Shc, co prowadzi do interakcji z białkiem wiążącym 

receptor dla czynnika wzrostu typu 2 (Grb2) w kompleksie z białkiem SOS. W następ-

stwie aktywacji białka Ras, za pośrednictwem białka Raf dochodzi do aktywacji kinaz 

białkowych aktywowanych mitogenami MEK, które powodują fosforylację i przejściową 

aktywację ERK [72]. Regulacja ścieżki sygnałowej odbywa się na zasadach sprzężenia 

zwrotnego i ma na celu osłabienie sygnału poprzez fosforylację poszczególnych elemen-

tów regulatorowych oraz uruchomienie endogennych fosfataz. Białko ERK pośredniczy 

w fosforylacji SOS, co powoduje dysocjację kompleksu Grb2-SOS, w efekcie białko Ras 

nie zostaje aktywowane a ścieżka sygnałowa ulega wyciszeniu [66]. Przedłużona akty-

wacja ERK wymaga zaangażowania innego białka adaptorowego, Frs2, który podobnie 

jak Shc jest fosforylowany przez aktywny TrkB. Transdukcja sygnału przebiega podob-

nie jak w szlaku Shc-Grb2/SOS-Ras, jednakże głównymi białkami adapterowymi oraz 

sygnałowym są odpowiednio Crk i Rap1 [66]. 

 Kinazy MAP aktywowane przez Ras i Rap1 mają różne cele molekularne, które 

współdziałają ze sobą i pośredniczą w transkrypcji genów uczestniczących w różnicowa-

niu komórek. Wykazano, że ERK5 ale nie ERK1/2 aktywują MEF2, podczas gdy czynnik 

transkrypcyjny Elk1 jest aktywowany wyłącznie przez ERK1/2. Substratami dla białek 

ERK1, ERK2 oraz ERK5 jest rodzina kinaz białkowych Rsk, które fosforylują czynnik 

transkrypcyjny CREB. CREB reguluje ekspresję genów, których produkty są niezbędne 

do normalnego różnicowania oraz przedłużenia żywotności neuronów zarówno in vitro 

jak i in vivo [65,66]. 
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1.5. Zaburzenia interakcji BDNF-TrkB w chorobach neuropsychiatrycznych na 

przykładzie depresji 

Istnieją dowody wskazujące na bezpośrednią zależność pomiędzy zaburzeniami interak-

cji BDNF-TrkB, a depresją, co manifestuje się przede wszystkim poprzez zmiany w pla-

styczności mózgu [60,112]. 

 Neuroplastyczność czy też plastyczność neuronalna, to zdolność układu nerwowego 

do reorganizacji struktury, funkcji i połączeń neuronalnych w odpowiedzi na zdobywane 

doświadczenie, czy też czynniki wewnętrzne i zewnętrzne [120,121]. Jest procesem zło-

żonym i obejmuje: zmiany architektury neuronów poprzez wzrost dendrytów, tworzenie 

nowych połączeń synaptycznych, usuwanie zdegenerowanych neuronów oraz neuroge-

nezę– czyli powstawanie nowych neuronów w obszarach proliferacyjnych mózgu 

[60,112,120].  

 Projekcje neuronalne przechodzące przez jądra migdałowate, hipokamp oraz korę 

czołową determinują zdolność mózgu do tworzenia epizodycznej i deklaratywnej pamięci 

[122]. Hipokamp to jedna z nielicznych struktur mózgowych, w której zachodzi neuro-

geneza w wieku dorosłym, odpowiadająca za procesy poznawcze, pamięć oraz regulację 

nastroju [123,124]. Objawy depresji związane z przeżywaniem negatywnych emocji, pro-

blemy z koncentracją, zapamiętywaniem oraz uczeniem się, bezpośrednio korelują ze 

zmianami anatomicznymi w mózgu. W badaniach pośmiertnych (łac. post mortem) 

u osób z depresją, wykazano zredukowaną objętość hipokampa, w którym wykryto 

zmniejszoną neurogenezę oraz zmiany w morfologii komórek nerwowych [8,57]. Po-

nadto, wykazano degenerację komórek glejowych w korze przedczołowej oraz osłabienie 

przewodnictwa synaptycznego [8,125]. Badania histologiczne post mortem wskazują na 

zmniejszoną ekspresję genów BDNF i TrkB w hipokampie i korze przedczołowej u osób 

z depresją, które popełniły samobójstwo [126,127]. Profil sekrecji BDNF jest zaburzony 

u pacjentów z depresją, oraz w okresie remisji choroby afektywnej dwubiegunowej. Ist-

nieje silna korelacja pomiędzy niskim stężeniem BDNF w surowicy krwi, a manifestacją 

choroby afektywnej dwubiegunowej [128,129]. Przewlekły stres oraz glikokortykoidy 

działają hamująco na proces neurogenezy, głównie poprzez zmniejszenie syntezy BDNF 

[130]. Chroniczne podawanie leków przeciwdepresyjnych oraz litu, czy sam proces 
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uczenia wykazują efekt przeciwstawny– promują neurogenezę oraz zwiększają zdolność 

neuronów do przetrwania na drodze zależnej od TrkB-BDNF [131,132].  

 Udział sygnalizacji BDNF-TrkB w odpowiedzi antydepresyjnej jest dobrze udoku-

mentowany. Wykazano, że różne klasy antydepresantów zwiększają poziom mRNA 

BDNF w hipokampie i korze mózgowej poprzez redukcję acetylacji histonów w regio-

nach promotorowych genu BDNF [133]. W badaniach na gryzoniach wykazano, że po-

danie leków przeciwdepresyjnych podnosi poziom ekspresji TrkB i indukuje ścieżki sy-

gnałowe zależne od TrkB w hipokampie i przodomózgowiu w ciągu kilku godzin od ich 

podania [132,134,135]. Podobne wyniki uzyskano po ostrym podaniu ketaminy, która 

wykazuje szybki oraz długotrwały efekt przeciwdepresyjny i jest obecnie rozwijana jako 

nowa terapia w leczeniu depresji lekoopornej [136–138]. Ponadto, bezpośrednia infuzja 

BDNF do hipokampa zmniejsza zachowania depresyjne u gryzoni. Wykazano, że u gry-

zoni w modelu wyuczonej bezradności egzogenny BDNF, redukuje opóźnienia ucieczki 

i ryzyko niepowodzeń po porażeniu prądem oraz istotnie skraca czas bezruchu w teście 

wymuszonego pływania [139–141]. Co ciekawe, iniekcja BDNF do jądra półleżącego lub 

okolicy nakrywkowej brzusznej sprzyja efektom depresyjnym, wykazując zależny od re-

gionu mózgu wpływ BDNF na regulację nastroju u szczurów [142]. Wykazano też, że 

warunkowe wyłączenie genu BDNF w rejonach przodomózgowia zwiększa zachowania 

depresyjne u samic, ale nie u samców myszy i blokuje działanie leków przeciwdepresyj-

nych tj. dezypraminy lub ketaminy [136,143,144]. Podobnie, warunkowe wyłączenie 

genu TrkB w zakręcie zębatym hipokampa lub hamowanie sygnalizacji TrkB, wywołane 

poprzez nadekspresję TrkB-T1 blokuje działanie leków przeciwdepresyjnych u myszy 

[145,146]. Co więcej, pacjenci z polimorfizmem Val66Met w genie BDNF są niewraż-

liwi na leki przeciwdepresyjne oraz leczenie ketaminą [147,148]. 

 Widać zatem, że zaburzenia szlaku sygnałowego BDNF odgrywają istotną rolę w pa-

togenezie zaburzeń depresyjnych, a przywrócenie równowagi BDNF-TrkB jest warun-

kiem osiągniecia stanu remisji. Niestety, próby wprowadzenia BDNF jako środka tera-

peutycznego zakończyły się porażką, gdyż BDNF wykazuje niekorzystne właściwości 

farmakokinetyczne. BDNF podany obwodowo ulega szybkiej degradacji oraz nie prze-

nika przez barierę krew-mózg [22,25,57,149]. Niemniej jednak, racjonalnym rozwiąza-

niem, na którym opierałaby się nowa terapia byłoby zwiększenie produkcji endogennego 

BDNF. W tym celu przetestowano dotychczas różne strategie: (i) podjęto próbę 
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opracowania cząsteczek indukujących transkrypcję, translację i sekrecję BDNF [150]; (ii) 

dostarczano do struktur mózgowych (m.in. prążkowia, móżdżka oraz kory czołowej) gen 

BDNF za pośrednictwem adenowirusa lub innych wektorów wirusowych [151–154]; oraz 

(iii) dostarczano m.in. do rdzenia kręgowego komórki produkujące BDNF w formie bez-

pośredniej bądź kapsułkowanej [155–157]. Przedstawione rozwiązania jak dotąd nie wy-

kroczyły poza obszar badań przedklinicznych, jednakże uzyskane wyniki stanowią obie-

cujący punkt wyjścia do dalszej eksploracji i rozwoju terapii celującej w gospodarkę 

BDNF. Inną formą wykorzystania BDNF w farmakoterapii są metody oparte na dostar-

czaniu egzogennego białka, choć wybór drogi podania leku w tym przypadku jest w dal-

szym ciągu limitowany niemożnością BDNF do przekraczania BBB (ang. blood-brain 

barier; bariera krew-mózg). Badano także, stosunkowo nieinwazyjne, pozwalające omi-

nąć barierę krew-mózg donosowe podawanie preparatu zawierającego BDNF [158–162]. 

Pomimo, iż śluzówka nosa jest dobrze ukrwiona i łatwo przepuszczalna dla ksenobioty-

ków to stosunkowo duża (w porównaniu do związków chemicznych) masa cząsteczkowa 

BDNF mocno ogranicza jego wchłanianie do organizmu [163]. Próby sprzężenia BDNF 

z innymi cząsteczkami w celu poprawienia jego parametrów PK i zwiększenia penetracji 

BBB także nie przyniosły oczekiwanych rezultatów [10,164,165]. Nie mniej ważne są 

również aspekty ekonomiczne, sam proces produkcji rekombinowanego BDNF na skalę 

przemysłową o pożądanej czystości farmaceutycznej jest kosztowo nieefektywny, 

z uwagi na niską wydajność procesów biotechnologicznych [166]. Dodatkowo, jak każda 

terapia również i ta oparta na BDNF niesie za sobą ryzyko wystąpienia objawów niepo-

żądanych. Do najczęściej odnotowanych w przeprowadzonych badaniach klinicznych na-

leżą: zaburzenia snu, agitacja, parestezja, napady epileptyczne oraz biegunka [167,168]. 

Podsumowując, żadne z powyższych rozwiązań technologicznych nie zostało zarejestro-

wane jako nowa forma terapii przez właściwe agencje ds. rejestracji leków. Ogromny 

wysiłek włożony w opracowanie nowoczesnej terapii, która pośrednio bądź bezpośrednio 

miałaby odwrócić zmniejszenie poziomu BDNF w stanach chorobowych pozostaje niee-

fektywna, bądź wymaga dalszej eksploracji, rozwiązując kwestie związane z biodostęp-

nością BDNF, bezpieczeństwem oraz kosztami terapii. Z puntu widzenia farmakologicz-

nego, związki małocząsteczkowe, które wykazywałyby powinowactwo do receptora 

TrkB i byłyby zdolne indukować jego aktywność i mogłyby naśladować fizjologiczny 

efekt BDNF. Jak dotąd nie zarejestrowano żadnego leku, który bezpośrednio 
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oddziaływałby z tym celem molekularnym. Narastająca potrzeba związana z opracowa-

niem innowacyjnych, a przy tym skutecznych i bezpiecznych terapii zaburzeń neuropsy-

chiatrycznych, w pełni uzasadnia badania nad rozwojem małocząsteczkowych agonistów 

TrkB jako potencjalnych kandydatów na lek. 

1.6. Proces rozwoju nowego leku 

Odkrycie i rozwój nowego leku (ang. drug discovery) jest procesem kosztownym i roz-

łożonym w czasie. Szacuje się, że koszty związane z wprowadzeniem nowej terapii na 

rynek sięgają ponad 100 milionów dolarów i proces ten trwa średnio 12 lat [169]. Histo-

rycznie, nowe leki były identyfikowane na drodze badań fenotypowych (ang. phenotypic 

screening). Współczesna farmakologia oferuje podejście, w którym odkrywany lek jest 

ściśle ukierunkowany na cel molekularny (ang. target–based screening). Obydwie stra-

tegie, mimo iż komplementarne, to skupiają się na różnych założeniach. W podejściu fe-

notypowym rozważa się przede wszystkim funkcjonalność– związki są badane w celu 

znalezienia tych, które zmieniają fenotyp, a stan chorobowy i mechanizm ich działania 

zostają identyfikowane później. W podejściu opartym na cel molekularny identyfikuje się 

gen, lub białko docelowe, które jest zaangażowane w chorobę, a molekuły są badane pod 

kątem interakcji o wysokim powinowactwie do celu molekularnego [170,171]. 

Proces drug discovery oparty na celu molekularnym korzysta z odkryć w dziedzinie 

biochemii, biologii strukturalnej, chemii, genomiki i biotechnologii. Pierwszym etapem 

jest faza eksploracyjna, która obejmuje badania podstawowe mające na celu zrozumienie 

procesów biochemicznych i patofizjologicznych konkretnego schorzenia, dla którego po-

trzebny jest lek. Faza badań podstawowych kończy się wskazaniem konkretnego celu 

molekularnego (genu bądź białka), który ma być modulowany. Kolejno, w toku badań 

przedklinicznych selekcjonuje się cząsteczki wykazujące wiązanie i interakcje z celem 

molekularnym. Największe wyzwanie stanowi wybór związku, który specyficznie mo-

dulowałby aktywność celu molekularnego w pożądanym kierunku. W tym celu przepro-

wadza się testy przesiewowe, z wykorzystaniem technologii o możliwie jak największej 

przepustowości (HTS; ang. high throughput screening), co pozwala na szybkie przeba-

danie dużej liczby cząsteczek w krótkim czasie, umożliwiając identyfikację najbardziej 

obiecujących związków [171]. Następnie, wytypowane molekuły przechodzą rygory-

styczną ścieżkę badań in silico, in vitro i in vivo. Podczas fazy przedklinicznej, która 
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obejmuje również testy komórkowe i badania na małych zwierzętach, ocenia się bezpie-

czeństwo i skuteczność kandydatów na lek. Na tym etapie często dokonuje się modyfika-

cji cząsteczki wiodącej, w celu zajęcia możliwie jak największej przestrzeni patentowej 

oraz poprawy właściwości fizykochemicznych cząsteczek. Równolegle trwają prace roz-

wojowe w dziedzinie farmacji, które obejmują formułowanie postaci leku, dawkowania, 

drogi dostarczania, badania stabilności, farmakokinetyki oraz farmakodynamiki. Jeżeli 

cząsteczka pomyślnie przejdzie fazę badań przedklinicznych, wówczas można wystąpić 

z wnioskiem do właściwych organów regulacyjnych o przeprowadzenie badań klinicz-

nych. Po ustaleniu bezpieczeństwa i skuteczności oraz po spełnieniu wymogów regula-

cyjnych, kandydujące leki mogą kwalifikować się do badań klinicznych obejmujących 

badania kliniczne fazy od I do IV [172].  

Ogólnie szacuje się, że spośród setek tysięcy przebadanych molekuł tylko około 250 

wchodzi w fazę przedkliniczną, około dwóch do pięciu wchodzi w fazę kliniczną, a tylko 

jeden lek uzyskuje zgodę organu regulacyjnego i zostaje wprowadzony do obrotu. 

Wskaźnik niepowodzeń w przypadku rejestracji nowych leków ukierunkowanych na cho-

roby OUN jest bardzo wysoki w porównaniu z innymi (za wyjątkiem onkologii) obsza-

rami terapeutycznymi. Taki stan rzeczy znajduje odzwierciedlenie w wielu programach 

badawczych firm farmaceutycznych, których to programy dotyczące schorzeń OUN zo-

stały rozwiązane lub znacznie ograniczone [173,174]. Jest to najbardziej widoczne 

w przypadku rozwijanych leków, które próbują zahamować lub odwrócić przebieg cho-

roby, co w szczególności dotyczy to chorób neurodegeneracyjnych. W wielu przypad-

kach leki, które przyniosły widoczne efekty, są terapiami paliatywnymi, które mają nie-

wielki wpływ na znoszenie objawów choroby i nie mają widocznego wpływu na zaha-

mowanie postępów choroby [175]. 

1.7. Odkrycie małocząsteczkowych agonistów TrkB jako potencjalnych leków 

W roku 2010 dokonano odkrycia, w którym postulowano, że zidentyfikowano cząsteczkę 

wykazującą interakcję i aktywującą receptor TrkB naśladującą funkcjonalne właściwości 

BDNF. Poprzez fenotypowe badania przesiewowe in vitro, z użyciem linii komórkowej 

ze stabilną nadekspresją TrkB wyselekcjonowano molekułę, wykazującą działanie cyto-

protekcyjne w modelu indukowanej toksyczności z użyciem staurosporyny [176]. 7,8-

dihydroksyflawon (7,8-DHF), bo o nim mowa, jest zaliczany do flawonoidów. 
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Flawonoidy to powszechna klasa związków polifenolowych występujących w roślinach, 

o potwierdzonych właściwościach antyoksydacyjnych, przeciwzapalnych oraz przeciw-

nowotworowych [177,178]. Z użyciem modeli pierwotnych neuronów hipokampalnych 

oraz korowych wykazano zdolność 7,8-DHF do indukowania dimeryzacji i fosforylacji 

TrkB z jednoczesną aktywacją ścieżek sygnałowych związanych z PLCγ1, Akt i ERK1/2 

[176]. W badaniach in vivo, 7,8-DHF potwierdził swoje właściwości neuroprotekcyjne 

i naśladujące BDNF. Udowodniono, że podanie 7,8-DHF myszom pozytywnie wpływa 

na przeżywalność neuronów hipokampalnych po zastosowaniu kwasu kainowego. Po-

nadto, na drodze zależnej od aktywacji TrkB, 7,8-DHF zmniejszał objętość zawału w my-

sim modelu udaru wywołanym przejściową okluzją tętnicy środkowej mózgu [176].  

 Kolejne badania wskazują na potencjalne zastosowanie 7,8-DHF w praktyce klinicz-

nej i potwierdzają terapeutyczne właściwości związku w kontekście leczenia chorób neu-

ropsychiatrycznych i neurodegeneracyjnych. 7,8-DHF w przeciwieństwie do BDNF wy-

kazuje zadowalającą biodostępność po doustnym podaniu oraz przenika przez barierę 

krew-mózg [176,179] Chroniczne podawanie 7,8-DHF sprzyja neurogenezie w regionie 

zakrętu zębatego hipokampa u dorosłych myszy, podobnie jak po zastosowaniu typowych 

antydepresantów [180–182]. Na poziomie behawioralnym, 7,8-DHF istotnie redukuje 

czas bezruchu w testach wymuszonego pływania i wiszenia za ogon, co wskazuje na po-

tencjalny efekt antydepresyjny [182,183]. Późniejsze badania potwierdzają właściwości 

przeciwdepresyjne związku. Wykazano m.in., że 7,8-DHF odwraca zachowania depre-

syjne u gryzoni, które oceniano przy użyciu testu preferencji sacharozy i testu karmienia 

z supresją nowości w mysim modelu chronicznego nieprzewidywalnego stresu. Na po-

ziomie molekularnym wykazano wzrost ekspresji białek synaptycznych (synapsyny 

i PSD95) oraz zwiększony poziom fosforylacji TrkB w korze frontalnej po podaniu 7,8-

DHF (Zhang i in., 2016). Aktywność związku testowano także w modelu wyuczonej bez-

radności oraz zachowań depresyjnych wywołanych lipopolisacharydami, w których rów-

nież wykazano efekt przeciwdepresyjny [185–187].  

 W modelach chorób neurodegeneracyjnych, chroniczne podawanie 7,8-DHF wpływa 

na poprawę funkcji psychomotorycznych u zwierząt. 7,8-DHF odwracał deficyty po-

znawcze związane z procesami uczenia się i pamięci w modelu choroby Alzheimera. 

Efekt ten wynikał z zaangażowania związku w procesy związane z odbudową kolców 

dendrytycznych i synaptogenezę, co pozytywnie wpływało na długotrwałe wzmocnienie 
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synaptyczne w regionie CA1 hipokampa [188,189]. Wykazano również, że długotrwałe 

podawanie 7,8-DHF gryzoniom z modelowaną chorobą Parkinsona i Huntingtona kore-

luje z poprawą funkcji motorycznych w teście Rota Rod oraz funkcji poznawczych mie-

rzonych testem rozpoznawania nowego obiektu [190–193].  

 Narastająca ilość dowodów naukowych wskazujących na terapeutyczne właściwości 

7,8-DHF doprowadziła do rozwoju kolejnych małocząsteczkowych agonistów TrkB. Na-

leżą do nich drobnocząsteczkowe związki LM22-A4, LM22-B10, HIOC, N-acetylo se-

rotonina (NAS), DMAQ-B1, OSSK-495385 oraz małocząsteczkowy peptydomimetyk 

GSB-106 [194–198]. Wyniki doświadczeń wskazują na zdolność molekuł do pozytywnej 

modulacji receptora TrkB i wywierania efektów funkcjonalnych. Jednakże, żaden ze 

wspomnianych tu agonistów TrkB nie stanowi przedmiotu badań klinicznych i nie został 

jak dotąd zarejestrowany jako lek.  

 Dobrze udokumentowana funkcja BDNF jaką pełni w OUN oraz potwierdzona zależ-

ność pomiędzy zaburzeniami w sygnalizacji BDNF-TrkB a patofizjologią chorób neu-

ropsychiatrycznych sprawia, iż receptor TrkB stanowi atrakcyjny cel molekularny do po-

szukiwania nowych terapii. Jak pokazują wyniki badań przedklinicznych, 7,8-DHF jest 

zdolny do aktywacji receptora TrkB oraz wywołania efektu farmakologicznego, szcze-

gólnie w odniesieniu do chorób o podłożu neurodegeneracyjnym. Pomimo iż wspo-

mniane powyżej badania świadczą o wysokim potencjale terapeutycznym agonistów 

TrkB, istnieje również literatura kwestionująca działanie tych ligandów w odniesieniu do 

receptora TrkB [199,200]. W badaniach z wykorzystaniem pierwotnych hodowli neuro-

nalnych oraz komercyjnie dostępnych systemów komórkowych in vitro stworzonych do 

badania ligandów TrkB (CellSensor, PathHunter), badacze zaobserwowali brak efektów 

małocząsteczkowych agonistów TrkB na aktywację receptora oraz brak oczekiwanych 

efektów funkcjonalnych w postaci aktywacji wewnątrzkomórkowych ścieżek sygnało-

wych zależnych od TrkB [199,200].  

 W niniejszej rozprawie podjęto próbę identyfikacji nowych, małocząsteczkowych 

agonistów receptora TrkB – kandydatów na lek – mogących stanowić narzędzie inter-

wencji farmakologicznej w chorach OUN, a w szczególności depresji. Dodatkowo, 

z uwagi na podniesioną w piśmiennictwie wątpliwość co do aktywności dostępnych 
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agonistów TrkB, w pracy dokonano kompleksowej charakterystyki wybranych związków 

w odniesieniu do aktywności funkcjonalnej, interakcji oraz modulacji receptora TrkB. 
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2. CEL PRACY 

W związku z realizacją niniejszej pracy doktorskiej w ramach programu Doktorat 

Wdrożeniowy, przeprowadzone prace doświadczalne miały charakter badawczo-rozwo-

jowy, kładąc duży nacisk na możliwość komercjalizacji otrzymanych rezultatów. 

Nadrzędnym celem rozprawy była próba identyfikacji innowacyjnych, małocząstecz-

kowych agonistów TrkB, o potwierdzonej aktywności in vitro i in vivo, gotowych do 

dalszego rozwoju przedklinicznego i mających potencjalne zastosowanie w terapii cho-

rób ośrodkowego układu nerwowego.  

W niniejszej pracy szczególną uwagę zwrócono również na farmakologię opisanych 

w piśmiennictwie agonistów TrkB weryfikując doniesienia dotyczące aktywności związ-

ków małocząsteczkowych jako agonistów TrkB. W związku z czym, poprzez opracowa-

nie dedykowanej platformy badawczej, realizowano następujące zadania badawczo-roz-

wojowe, które podzielono na trzy etapy: 

i. Badania przesiewowe biblioteki związków w celu identyfikacji innowacyj-

nych związków oddziałujących z zewnątrzkomórkową domeną TrkB oraz ak-

tywujących receptor TrkB w warunkach in vitro 

 

ii. Kompleksowa charakterystyka wybranych, małocząsteczkowych związków 

referencyjnych mająca na celu weryfikację doniesień literaturowych dotyczą-

cych ich właściwości naśladujących działanie BDNF 

 

iii. Zaawansowane badania farmakologiczne nad 7,8-dihydroksyflawonem ma-

jące na celu próbę ustalenia mechanizmu działania tego związku 
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3. MATERIAŁY I METODY 

Tabela 1. Skład buforów i roztworów stosowanych w doświadczeniach i metodach. 

BUFORY PODSTAWOWE 

Bufor PBS (pH=7,4) 1,37 M NaCl 

27 mM KCl 

43 mM Na2HPO4 

14 mM KH2PO4 

TBS (1x) 

(Tris– buffered saline) 

20 mM Tris-HCl 

500 mM NaCl 

TBS-T 20 mM Tris-HCl 

500 mM NaCl 

0,1 Tween20 

MIKROSKALOWA TERMOFOREZA KAPILARNA 

Bufor MST  50 mM Tris-HCl 

50 mM NaCl 

10 mM MgCl2 

0,1 % Tween20 

ELEKTROFOREZA NATYWNA 

Bufor Laemmli’ego (2x) niedenaturujący  0,6 M Tris 

20% glicerol 

0,01% błękit bromofenolowy, pH = 6,8 

Bufor do elektroforezy (nieredukujący) 192 mM glicyna 

25 mM Tris 

BUFOR DO LIZY KOMÓREK do przygotowania próbek białkowych 

Bufor N-PER N-PER™ Neuronal Protein Extraction Rea-

gent (Thermo Fisher Scientific) 

Mieszanina inhibitorów proteaz (1x Halt Pro-

tease Inhibitor Single-Use Coctail, Thermo 

Fisher Scientific) 

Mieszanina inhibitorów fosfataz (1X Phos-

STOP™ , Roche) 

5 mM EDTA 

BUFOR DO HOMOGENIZACJI TKANEK do przygotowania próbek białkowych 

Bufor RIPA RIPA buffer ( Sigma) 

Mieszanina inhibitorów proteaz (1x Halt Pro-

tease Inhibitor Single-Use Coctail, Thermo 

Fisher Scientific) 

Mieszanina inhibitorów fosfataz (1X Phos-

STOP™ , Roche) 

5 mM EDTA 

ROZTWORY UŻYWANE W METODZIE SDS-PAGE I WESTERN BLOT 

Bufor do elektroforezy  25 mM Tris base 

250 mM glicyna 

0,1 % SDS 

Bufor Laemml’iego (4x) denaturujący 250 mM Tris base 
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8 % SDS 

40 % glicerol 

20 % β-merkaptoetanol 

0,01% błękit bromofenolowy, pH = 6,8 

Bufor do elektrotransferu 40 mM Tris base 

40 mM glicyna 

20% metanol 

 

3.1. Cząsteczki wpływające na aktywność receptora TrkB 

Do badań wykorzystano komercyjnie dostępną bibliotekę małocząsteczkowych związ-

ków chemicznych, którą pozyskano z ENAMINE. Bibliotekę związków uzupełniono 

o związki chemiczne zsyntetyzowane przez Laboratorium Chemii Medycznej Celon 

Pharma S.A. 

 Ponadto, do badań wykorzystano następujące cząsteczki referencyjne: BDNF 

(Sigma), DMAQ-B1, LM22A-4, LM22B-10, HIOC (Torcis), 7,8-dihydroksyflawon, 

NSI-189 (Fluorochem), OSSK-495385 (Mcule), NAS (TCI). Kolejne z nich: 7,8,3’-trihy-

droksyflawon (7,8,3’-THF), 4’-dimetyloamino-7,8-DHF (4’-DMA-7,8-DHF), GSB-106, 

izokumaryna, oraz metabolity 7,8-DHF [7-hydroksy-8-metoksyflawon (7H8M-flawon), 

8-hydroksy-7-metoksyflawon (8H7M-flawon) zostały zsyntetyzowane przez departa-

ment Chemii Medycznej Celon Pharma. S.A. Struktury chemiczne związków referencyj-

nych zawarte są w Tabeli Z1 stanowiąc załącznik do niniejszej pracy. 

 Wszystkie związki chemiczne zostały rozpuszczone bądź zawieszone w DMSO 

(Sigma), tak aby stężenie końcowe każdego związku wynosiło 10 mM. BDNF rozpusz-

czono w PBS (pH 7,4) do stężenia 100 ng/mL. 

3.2. Badania przesiewowe z użyciem metody mikroskalowej termoforezy kapi-

larnej 

3.2.1. Przygotowanie białka exTrkB do badań 

Do badań użyto zewnątrzkomórkowej domeny receptora TrkB (exTrkB) zawierające 

reszty aminokwasowe 1-430. Białko exTrkB zostało wyprodukowane przez PRO Bio-

structures i zostało dostarczone w formie stężonych preparatów białkowych (1 mg/mL) 

zawieszonych w buforze PBS. Przed przystąpieniem do badań z wykorzystaniem metody 

mikroskalowej termoforezy kapilarnej (MST; ang. microscale themophoresis) białko 
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exTrkB zostało wyznakowane fluorescencyjnie w miejscu reszt lizynowych z użyciem 

zestawu Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS 2nd Generation (NanoTemper Tech-

nologies) zgodnie z instrukcją producenta. Efektywność znakowania białka była każdo-

razowo sprawdzana spektrofotometrycznie z użyciem aparatu NanoPhotometer® NP80 

(Impel) według zaleceń producenta. Wyznakowane białko zostało podzielone na porcje, 

które przechowywano w -80 °C w celu uniknięcia degradacji białka poprzez powtarzające 

się cykle zamrażania-rozmrażania. Przed przystąpieniem do eksperymentów MST wy-

znakowane białko exTrkB zostało rozmrożone na lodzie i rozcieńczone do pożądanego 

stężenia w buforze MST. Skład buforu MST przedstawia Tabela 1. 

. 

3.2.2. Procedura mikroskalowej termoforezy kapilarnej 

Do wyznaczenia amplitudy odpowiedzi MST (eksperymenty w układzie single-point 

MST) każdy z 987 badanych związków rozcieńczono w buforze MST do stężenia koń-

cowego 1 mM. Następnie zmieszano 10 uL roztworu związku badanego z 10 uL roztworu 

wyznakowanego białka exTrkB (40 nM), otrzymaną mieszaninę zwirowano (10,000x g, 

4 min, 4 °C) w celu pozbycia się potencjalnych agregatów białka oraz związku. Po prze-

prowadzonym wirowaniu próbki inkubowano 5 min w 25 °C i załadowano do kapilar 

(Monolith NT.115 Capillaries, NanoTemper Technologies GmbH) po czym umieszczono 

w aparacie do termoforezy (Monolith, NanoTemper Technologies GmbH). Eksperyment 

MST wykonano korzystając z zaprogramowanych ustawień o następujących parame-

trach: 20% mocy ekscytacji światłem LED (nano-blue), średnia moc MST, detekcja flu-

orescencji po 30 s. Amplituda odpowiedzi MST została wyznaczona z użyciem oprogra-

mowania MO. Control Software (NanoTemper Technologies GmbH) poprzez określenie 

różnic intensywności fluorescencji exTrkB w formie związanej (exTrkB-związek) i nie-

związanej (exTrkB-DMSO). Każdy eksperyment MST uwzględniał analizę próbki refe-

rencyjnej, którą stanowiło białko exTrkB i DMSO (w stężeniach ekwiwalentnych jak 

przypadku badanych związków).  

Do wyznaczenia parametru stałej dysocjacji (Kd), przygotowano szereg 16-tu roz-

cieńczeń badanych związków. Zakres stężeń został dobrany indywidualnie dla każdej 

z badanych molekuł. Na tym etapie dokonywano analizy turbidometrycznej (ocena wizu-

alna) celem określenia rozpuszczalności związku. Związki chemiczne, które wykazywały 
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zmętnienia w przygotowanych próbkach świadczące o słabej rozpuszczalności związku 

zostały usunięte z analiz. Próbki z rozcieńczeniami związku zmieszano z wyznakowanym 

exTrkB i procesowano analogicznie jak opisano powyżej, stosując identyczne parametry 

termoforezy. Stałą dysocjacji Kd wyznaczono z użyciem oprogramowania MO. Binding 

Affinity Software (NanoTemper Technologies GmbH). 

3.3. Elektroforeza natywna 

Eksperyment wykonano z wykorzystaniem niewyznakowanego białka exTrkB (patrz 

punkt 3.2.1.). Związki badane, BDNF oraz exTrkB rozcieńczono w buforze PBS do stę-

żenia 2,5 µM. Z przygotowanych rozcieńczeń badanych związków oraz BDNF pobrano 

po 15 µL i zmieszano z taką sama objętością exTrkB. Otrzymaną próbkę inkubowano 

przez 10 min w 25 °C, po czym dodano odpowiednią ilość niedenaturującego buforu 

Laemli’ego (Tabela 1). Otrzymane próbki nałożono na gotowy, dwufazowy żel poliakry-

lamidowy typu Stain Free (4% żel zagęszczający, 10% żel rozdzielający; Mini-PRO-

TEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels, BioRad). Elektroforezę przyprowadzono w apa-

racie BioRad TetraCell z wykorzystaniem buforu do elektroforezy natywnej (Tabela 1), 

przy stałym napięciu 90V dla żelu zagęszczającego oraz 130 V dla żelu rozdzielającego. 

Na żel nałożono taką samą ilość próbek w każdej ścieżce. Po przeprowadzonym rozdziale 

elektroforetycznym, wykonano zdjęcie żelu z użyciem kamery ChemiDoc MP Imaging 

System (BioRad) w celu wizualizacji prążków. 
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3.4. Hodowle linii komórkowych 

Tabela 2. Materiały i odczynniki stosowane przy hodowlach linii komórkowych. 

POŻYWKI HODOWLANE I ODCZYNNIKI 

Pożywka hodowlana DMEM DMEM High Glucose (L0104, Biowest) 

10% bydlęca surowica płodowa (FBS, S1400, 

Biowest)  

Mieszanina penicyliny i streptomycyny 

(L0022-100, Biowest) 

300 µg/mL G418 (ThermoFisher Scientific) 

Pożywka hodowlana MEM/HAM’S F12 MEM with Earle Salts, L-glutamine (L0415, 

Biowest) 

HAM'S F12, L-glutamine (L0135, Biowest) 

15% bydlęca surowica płodowa (FBS, 

10270106, ThermoFisher Scientific) 

Mieszanina antybiotyków (L0010, Biowest) 

Mieszanina aminokwasów (X0557, Biowest) 

Odczynniki stosowane do rutynowej pracy 

z hodowlami komórkowymi 

0,25 % roztwór trypsyny z EDTA (Biowest) 

0,05% roztwór trypsyny z EDTA (Biowest) 

DMSO do mrożenia komórek (D2650, 

Sigma) 

0,4% błękit trypanu (Sigma- Aldrich) 

kwas retinowy (RA, Sigma- Aldrich) 

NACZYNIA HODOWLANE 

Butelka hodowlana Butelka o powierzchni wzrostowej 25 cm2 lub 

75 cm2 z wentylowanym korkiem (353108, 

353136, Corning) 
 

Płytki wielodołkowe  96-dołkowa płytka powlekana poli-D-lizyną 

(356692, BioCoatTM, Corning), 

6-dołkowa płytka hodowlana (353046, Cor-

ning) 

  

3.4.1. Linie komórkowe użyte w doświadczeniach oraz warunki ich hodowli 

Linię komórkową SN56 (hybrydoma mysich komórek neuronalnych izolowanych z prze-

grody przezroczystej oraz komórek mysiej neuroblastomy N18TG2) ze stabilną nadpro-

dukcją ludzkiego białka TrkB (klon T48) pozyskano ze zbiorów Uniwersytetu Emory 

[176] i hodowano w pełnej pożywce DMEM (Tabela 2). Hodowlę linii SH-SY5Y (ko-

mórki ludzkiej neuroblastomy, ECACC) prowadzono w medium MEM/HAM’S F12 (Ta-

bela 2). Linie komórkowe hodowano w plastikowych butelkach (Tabela 2), w atmosferze 

5% CO2 i temperaturze 37 °C w inkubatorze do hodowli kultur komórkowych in vitro. 
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 Po osiągnięciu 80% konfluencji, komórki pasażowano w celu utrzymania ciągłości 

hodowli linii komórkowych. W tym celu, powierzchnie butelki przepłukano roztworem 

PBS po czym dodano 3 mL trypsyny (Tabela 2) i umieszczono w inkubatorze na 3 mi-

nuty. Po odklejeniu się komórek od dna naczynia hodowlanego w wyniku nadtrawienia 

macierzy zewnątrzkomórkowej, do butelki dodano 6 mL pełnej pożywki w celu dezakty-

wacji trypsyny. Powstałą zawiesinę komórek przeniesiono do probówki i zwirowano 

(250x g; 5 min, 25 °C). Otrzymany osad komórkowy zawieszono w 3 mL medium i po-

brano 20 µL zawiesiny celem określenia liczby komórek z użyciem błękitu trypanu (Ta-

bela 2) i automatycznego licznika komórek Countess 3 (ThermoFisher Scientific). Na-

stępnie, komórki umieszczono w świeżym medium hodowlanym w odpowiedniej gęsto-

ści (SN56 T48 2x103 komórek/cm2; SH-SY5Y 1x104 komórek/cm2). Linie komórkowe 

pasażowano średnio co 3-4 dni, nie przekraczając 20-go pasażu. 

 W celu długotrwałego przechowywania linii komórkowych, po przeprowadzonej 

trypsynizacji i wirowaniu (patrz wyżej) część komórek zawieszano w pożywce hodowla-

nej z dodatkiem 20 % FBS i 10 % DMSO (Tabela 2). Komórki umieszczono w pudełku 

mrożeniowym (Bioscision) i zamrażano w -80 °C przez 24 h, a następnie przechowywano 

w ciekłym azocie.  

 W celu rozmrożenia, probówki z określoną linią komórkową umieszczano w łaźni 

wodnej (37 °C), przenoszono do dedykowanej pożywki hodowlanej i wirowano (250x g; 

5 min, 25 °C), aby móc pozbyć się pozostałości DMSO. Osad komórkowy delikatnie 

przenoszono do pełnej pożywki hodowlanej. 

3.4.2. Różnicowanie komórek linii SH-SY5Y z użyciem kwasu retinowego.  

Komórki linii SH-SY5Y wysiano na butelkę hodowlaną w pełnej pożywce 

MEM/HAM’S F12 w gęstości 1x104 komórek/cm2. Kolejnego dnia medium hodowlane 

wymieniono na świeże z dodatkiem kwasu retinowego w docelowym stężeniu 10 µM 

(RA; ang. retinoic acid). Komórki umieszczono w inkubatorze i hodowano w standardo-

wych warunkach przez kolejne 7 dni. Po tym czasie oceniano stopień zróżnicowania ana-

lizując morfologię komórek z użyciem mikroskopu odwróconego w powiększeniu 10x 

(Eclipse TS100, Nikon). W dalszej kolejności, komórki trypsynizowano (3 mL 0,05% 

trypsyna z EDTA, 3 min, 37 °C), a następnie neutralizowano pełnąpożywką 

MEM/HAM’S F12. Otrzymaną zawiesinę komórek przeniesiono do probówki, 
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zwirowano (250x g; 5 min, 25 °C) i zawieszono w 1-3 mL pożywki. Gęstość komórek 

określono z użyciem automatycznego licznika komórek. W zależności od docelowego 

eksperymentu i przeprowadzanych analiz, zróżnicowane komórki (RA_SH-SY5Y) w od-

powiedniej gęstości wysiewano na wielostudzienkowe płytki hodowlane w pełnej po-

żywce z dodatkiem RA o końcowym stężeniu 10 µM. 

3.5. Badanie aktywności receptora TrkB metodą ELFI 

Komórki linii SN56 T48 wysiewano w pełnej pożywce na 96-dołkową płytkę hodowlaną 

(Tabela 2) w gęstości 8x103 komórek/dołek i umieszczano w inkubatorze na całą noc. 

Nazajutrz, komórki głodzono przez 5 h poprzez wymianę pożywki pełnej na pożywkę 

pozbawioną FBS. Następnie, do komórek dodawano badane cząsteczki rozcieńczone 

w pożywce DMEM (bez FBS). W eksperymentach badających aktywność ortosteryczną 

związków, do stymulacji używano następujących stężeń końcowych: BDNF– 10; 5; 2,5; 

1,25; 0,6; 0,3, 0,15; 0,075; 0,0375, 0,015 [nM], dla związków małocząsteczkowych– 100, 

50, 25, 12,5; 1,25, 0,125 [µM]. Eksperymenty w układzie allosterycznej modulacji pole-

gały na jednoczesnym traktowaniu komórek BDNF (stężenia końcowe 5; 2,5; 1,25; 0,6; 

0,3; 0,15 [nM]) ze związkami małocząsteczkowymi (stężenia końcowe 30, 10, 3 [µM]). 

W komórkach kontrolnych dodano DMSO. Czas inkubacji komórek ze związkami wy-

nosił 15 minut.  

  Do badania aktywności receptora TrkB zastosowano metodę ELFI  (ang. enzyme-lin-

ked fixed cell immunoassay, enzynzymatyczny test immunologiczny na utrwalonych ko-

mórkach), wprowadzając modyfikacje do procedury opisanej przez Boltayev et al.2017. 

Po przeprowadzonej stymulacji komórek usunięto usuwano pożywkę po czym dodawano 

10% roztwór buforowanej formaliny (Kolchem) i inkubowano przez 20 min (25 °C) ce-

lem utrwalenia komórek. Następnie, po usunięciu roztworu buforowanej formaliny ko-

mórki przepłukiwano trzykrotnie buforem TBS, a potem permabilizowano błony komór-

kowe dodając TBS-T (Tabela 1) i inkubując przez 15 min w 25 °C. Po serii płukań do 

dołków dodawano 1% roztwór nadtlenku wodoru w buforze TBS celem zahamowania 

aktywności endogennych peroksydaz. Po upływie 20 minut blokowano epitopy, inkubu-

jąc utrwalone komórki w roztworze 5% BSA (Biowest) w TBS-T przez 2 godziny. Po 

tym czasie usuwano roztwór do blokowania i rozpoczęto inkubację (4 °C, przez noc) 

z przeciwciałem pierwszorzędowym anty-pTrkB (Tabela 3) rozcieńczonym w 5% BSA 
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w TBS-T w stężeniu 1:500. Kolejnego dnia, komórki trzykrotnie płukano w TBS-T przez 

15 min w temperaturze pokojowej, po czym inkubowano przez z przeciwciałem drugo-

rzędowym sprzężonym z peroksydazą chrzanową (HRP; ang. horseradish peroxidase) 

rozcieńczonym 1:2000 w 5% BSA w TBS-T. Po upływie dwóch godzin i trzykrotnym 

odpłukaniu pozostałości przeciwciała do dołków dodawano substrat dla HRP (Immuno-

Cruz™, SantaCruz Biotechnology) i inkubowano przez 1 min w ciemności. Intensywność 

luminescencji rejestrowano z użyciem czytnika płytkowego Victor (PerkinElemer). Do 

określenia specyficzności przeciwciała drugorzędowego (NSB; ang. non specific bin-

ding) część komórek inkubowano w 5% BSA w TBS-T zamiast z przeciwciałem pierw-

szorzędowym. Po zmierzeniu luminescencji, zawartość dołków usunięto i przepłukano 

dwukrotnie wodą destylowaną. Następnie, w celu normalizacji poziomu luminescencji 

względem liczby komórek wybarwiono jądra komórkowe z użyciem odczynnika Janus 

Green II (Abcam), zgodnie z procedurą producenta. Ilość komórek określono poprzez 

pomiar absorbancji, gdyż zabarwienie roztworu po elucji Janus Green II jest wprost pro-

porcjonalny do liczby wybarwionych jąder komórkowych. Absorbancje zmierzono 

w płytkowym spektofotometrze MultiscanTM (ThermoFisher Scientific) przy długości 

fali 595 nM.  

 

3.6. Analiza ścieżek sygnałowych 

3.6.1. Przygotowanie próbek białkowych oraz oznaczanie stężenia białka 

metodą BCA 

Komórki linii SN56 T48 oraz zróżnicowanej SH-SY5Y (patrz podrozdział 3.4.2) wysiano 

na 6-dołkowe naczynia hodowlane w pełnej pożywce hodowlanej w gęstości 5x104 

(SN56 T48) oraz 1x106 (RA_SH-SY5Y). Następnego dnia, z dołków naczynia hodowla-

nego usunięto medium i dodano pożywkę bez FBS. Po 5 godzinach głodzenia komórki 

traktowano badanymi molekułami przez 15 minut. Stężenia końcowe związków wynosiły 

odpowiednio 1, 10, 100 [µM] dla DMAQ-B1, 7,8-DHF, CPL503052, CPL503071 

i CPL503113 oraz 1, 10, 100 [ng/mL] dla BDNF. Pozostałe związki małocząsteczkowe 

badano w stężeniu 100 µM. Inhibitor domeny kinazowej TrkB - K252a (Sigma Aldrich) 

zastosowano na 15 minut przed traktowaniem związkami/BDNF (w ich najwyższym 
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stężeniu, odpowiednio 100 µM i 100 ng/mL) w końcowym stężeniu 1 µM. Komórki kon-

trolne traktowano DMSO (w stężeniu 1%). 

W celu uzyskania preparatów białkowych komórki lizowano w 100 µL buforu N-PER 

(Tabela 1) przez 15 minut na lodzie. Otrzymane lizaty odwirowano (8000x g; 10 min, 25 

°C) w celu usunięcia pozostałości komórek. Klarowny nadsącz przenoszono do świeżych 

probówek i zamrożono w -80 °C zanim przystąpiono do dalszych etapów. Procedurę 

przygotowania próbek białkowych z tkanek mózgowych opisano w podrozdziale 3.8.3. 

Do oznaczenia stężenia białka w próbkach wykorzystano komercyjny zestaw BCA 

Protein Assay Kit (Pierce). Procedurę wykonano na płytkach 96-dołkowych. W pierwszej 

kolejności przygotowano serię rozcieńczeń wodnego roztworu BSA (krzywa wzorcowa) 

o stężeniach 25, 125, 250, 500, 750, 1000, 2000 mg/mL. Następnie, zgodnie z zaleceniami 

producenta przygotowano roztwór roboczy BCA mieszając ze sobą odczynnik A i B 

w stosunku 1:50. Kolejno, do badanych prób (rozcieńczonych uprzednio 10x) oraz krzy-

wej wzorcowej dodano przygotowany roztwór BCA (w stosunku 1:8). Płytkę umiesz-

czono w wytrząsarce orbitalnej, inkubowano przez 30 min w 37 °C po czym zmierzono 

absorbancję przy długości fali 650 nm z użyciem czytnika płytkowego (MultiscanTM, 

ThermoFisher Scientific). Następnie, z próbek pobrano taką samą ilość białka, wymie-

szano z denaturującym buforem Laemmli’ego i podgrzewano przez 5 min w 95 °C. Zde-

naturowane próbki przechowywano w -20 °C do dalszych analiz. 

3.6.2. Elektroforeza białek w żelu poliakrylamidowym w warunkach dena-

turujących (SDS-PAGE) 

W zależności od ilości badanych próbek rozdział elektroforetyczny białek przeprowa-

dzono w aparatach BioRad TetraCell bądź OmniPage Mini Wide Cleaver Scientific. Zde-

naturowane próbki białkowe oraz standard wielkości białek (TriColor Protein Ladder 10–

180 kDa, Biotechrabbit) naniesiono na nieciągły żel poliakrylamidowy (4% żel zagęsz-

czający, 10% żel rozdzielający;) typu Stain-Free. Do przygotowania żelu użyto komer-

cyjnego zestawu TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Solutions (BioRad). Elektrofo-

rezę prowadzono w buforze do elektroforezy SDS-PAGE (Tabela 1) przy napięciu 90 V 

dla żelu zagęszczającego oraz 130 V dla żelu rozdzielającego. Po zakończonym roz-

dziale, aktywowano żel promieniowaniem UV przy użyciu kamery ChemiDoc MP 
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Imaging System (BioRad) w celu wizualizacji całkowitego białka w żelu i kontroli nało-

żenia próbek.  

3.6.3. Western blotting  

Rozdzielone białka w żelu poliakrylamidowym przeniesiono na membranę nitrocelulo-

zową o wielkości porów 0,45 µM (Amersham™, GE Healthcare) z użyciem mokrego 

elektrotransferu. W zależności od rozmiaru użytego żelu, transfer przeprowadzono w apa-

racie BioRad TetraCell bądź Biotrans (Kucharczyk) w buforze Tris-glicyna-metanol (Ta-

bela 1) przy stałym napięciu prądu 100 V przez 1 godzinę. Po zakończonym transferze 

aktywowano membranę (promieniowaniem UV) przy użyciu kamery ChemiDoc MP 

Imaging System, w celu wizualizacji całkowitego białka na membranie i kontroli efek-

tywności przeprowadzonego elektrotransferu. Następnie, membrany przepłukano 

w TBS-T i blokowano wolne miejsca na membranie mogące niespecyficznie wiązać 

białka w roztworze 5% BSA przynajmniej przez godzinę w temperaturze pokojowej. 

Membrany inkubowano (przez całą noc w 4 °C) z odpowiednim przeciwciałem pierw-

szorzędowym (Tabela 3), które rozcieńczono w roztworze 5% BSA w TBS-T, łagodnie 

mieszając na kołysce laboratoryjnej. Kolejnego dnia membrany trzykrotnie przepłukano 

w TBS-T (15 min), a następnie inkubowano z przeciwciałem drugorzędowym sprzężo-

nym z HRP w roztworze 5% BSA w TBS-T przez co najmniej dwie godziny w tempera-

turze pokojowej, łagodnie mieszając. Po tym czasie, membrany przepłukano w TBS-T 

(15 min). Analizowane białka rozpoznane przez specyficzne przeciwciała zostały zwizu-

alizowane metodą chemiluminescencji z użyciem gotowego zestawu Clarity/Clarity Max 

ECL Western Blotting Substrates (BioRad) oraz kamery ChemiDoc MP Imaging System 

(BioRad). Pomiary densytometryczne wykonano z użyciem oprogramowania Image Lab, 

a uzyskane wyniki normalizowano względem białka całkowitego nałożonego na żel, co 

zarejestrowano podczas aktywacji membrany po elektrotransferze. W celu wykrycia ko-

lejnych białek na membranach, po przeprowadzonej detekcji, membrany inkubowano 

w buforze do oczyszczania (Restore™ PLUS Western Blot Stripping Buffer, Thermo-

Fisher Scientific) przez 60 min w 37 °C łagodnie mieszając. Następnie, cała procedurę 

Western blot rozpoczęto od nowa, jak opisano to powyżej (blokowanie, inkubacja z prze-

ciwciałem pierwszorzędowym i drugorzędowym).  
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Tabela 3. Lista przeciwciał stosowanych w doświadczeniach Western blot. 

Antygen 
Pocho-

dzenie 

Rozcień-

czenie 
Producent 

Numer ka-

talogowy 
Forma 

Fosfo- TrkB (Tyr706) Królik 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
4621 monoklonalne 

TrkB Królik 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
4603 monoklonalne 

Fosfo-PLCγ1 (Tyr783) Królik 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
2821 poliklonalne 

PLCγ1 Królik 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
2822 poliklonalne 

Fosfo-Akt1 (Ser473) Królik 1:1000 
Cell Signaling 

Technology 
4060S monoklonalne 

Akt1 Królik 1:3000 
Cell Signaling 

Technology 
9272 poliklonalne 

Fosfo-ERK1/2 

(Thr202/Tyr204) 
Królik 1:3000 

Cell Signaling 

Technology 
4370 monoklonalne 

ERK1/2 Królik 1:4000 
Cell Signaling 

Technology 
9102 poliklonalne 

Anty- królicze IgG sprzę-

żone z HRP 
Koza 1:5000 

Cell Signaling 

Technology 
7074 poliklonalne 

3.7. Badanie właściwości cytoprotekcyjnych związków 

Eksperyment zaprojektowano i wykonano w oparciu o metodykę opisaną przez 

Presgraves i wsp., 2014 z pewnymi modyfikacjami [201]. Właściwości cytoprotekcyjne 

związków badano poprzez ocenę żywotności komórek używając do tego celu komercyjny 

odczynnik RealTime-Glo™ MT Cell Viability Assay (Promega), który emituje lumine-

scencje w wyniku redukcji substratu przez aktywne metabolicznie komórki. 

  Zróżnicowane kwasem retinowym komórki linii SH-SY5Y (patrz 3.4.2) wysiano 

w pełnej pożywce hodowlanej z dodatkiem 10 µM RA na płytkę 96-dołkowa pokrytą 

PDL (Tabela 2) w gęstości 1x104 komórek/dołek. Kolejnego dnia usunięto stare medium, 

które zastąpiono pożywką o zredukowanej zawartości FBS do 1% i zawierającą odczyn-

nik RealTime-Glo. Po godzinnej inkubacji w 37°C zmierzono poziom luminescencji 

w czytniku płytek (VICTOR Light 1420-060, Perkin Elmer) zachowując przy tym asep-

tyczne warunki. Następnie, do komórek dodawano rozcieńczenia badanych molekuł 

w formie dwukrotnie stężonych roztworów rozpuszczonych w pożywce z 1% FBS. Stę-

żenia końcowe, którymi traktowano komórki wynosiły: 0,3; 1; 3 [µM] dla związków ma-

łocząsteczkowych oraz 0,3; 1; 3 ng/mL dla BDNF. Komórki umieszczono w inkubatorze 

i pozostawiono na 72 h. Po tym czasie usunięto stare medium, dodano świeża porcję 
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pożywki z 1% FBS zmieszaną z odczynnikiem RealTime-Glo, inkubowano przez go-

dzinę w 37°C i zmierzono poziom luminescencji. W dalszej kolejności, do komórek do-

dano rozcieńczenia badanych molekuł w formie 4x stężonych roztworów zawieszonych 

w pożywce z 1% FBS (stężenia końcowe jak wyżej), oraz MPP+ o końcowym stęże-

niu 0,5 mM w celu zaindukowania śmierci komórek. Komórki kontrolne traktowano 

DMSO. Płytki z komórkami umieszczono w inkubatorze i pozostawiono na 72 h. Po 

trzech dniach usunięto starą pożywkę i ponownie dodano świeże medium (1% FBS) wraz 

z odczynnikiem RealTime-Glo i po upływie godziny dokonano oceny żywotności komó-

rek poprzez pomiar luminescencji. 

 

3.8. Badania in vivo 

3.8.1. Przebieg eksperymentu oraz pozyskanie materiału do badań  

Tabela 4. Podział zwierząt na grupy eksperymentalne. 

Grupa Substancja Podanie Dawka Formulacja 
Punkty cza-

sowe 

Grupa I 7,8-DHF Dożylne 1 mg/kg  
5% DMSO, 1.5% metylo-

celuloza w wodzie 

5 min 

10 min 

30 min 

1 h 

2 h 

Grupa II 7,8-DHF Doustne 50 mg/kg 
30% PEG 400 w 0,9% 

NaCl 

10 min 

30 min 

1 h 

2 h 

4 h 

Grupa 

III 
Nośnik Doustne - 

30% PEG 400 w 0,9% 

NaCl 

10 min 

30 min 

1 h 

2 h 

4 h 

 

Podanie substancji, uśmiercenie zwierząt oraz pobranie tkanek zostało wykonane 

przez personel Centrum Medycyny Doświadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Bia-

łymstoku. Eksperyment przeprowadzono zgodnie z wytycznymi i za zgodą Lokalnej Ko-

misji Etycznej do spraw doświadczeń na zwierzętach w Olsztynie (uchwała nr 10/2019) 

z dnia 26.02.2019. Do badań wykorzystano samce myszy szczepu wsobnego BALB/c 

o masie 20-25 g w wieku 8-10 tygodni. Zwierzęta pochodziły z hodowli Centrum Medy-

cyny Doświadczalnej Uniwersytetu Medycznego w Białymstoku. Myszy 
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przetrzymywano w klatkach z nieograniczonym dostępem do wody i paszy, z zachowa-

niem 12-godzinnego cyklu dzień/noc. Wszystkie procedury wykonywane na zwierzętach 

odbywały się za zgodą Lokalnej Komisji Etycznej do spraw Doświadczeń na Zwierzętach 

w Olsztynie.  

Na 12 godzin przed przystąpieniem do procedury podawania związku zwierzętom 

usunięto dostęp do pokarmu i wody. Zwierzęta podzielono na grupy eksperymentalne 

zgodnie z Tabela 4, liczące po 4 osobniki na punkt czasowy. Myszom podawano związek 

7,8-DHF na drodze iniekcji do żyły ogonowej (podanie i.v.) bądź dożołądkowo (podanie 

p.o.). Na potrzebę przeprowadzenia badań farmakodynamicznych zwierzętom kontrol-

nym został podany nośnik skomponowany dla doustnego podania 7,8-DHF (30% PEG 

400 w 0,9% NaCl) z uwagi na bogatszy skład formulacyjny w porównaniu do składu 

nośnika dla podania dożylnego. Następnie, w odpowiednim punkcie czasowym po poda-

niu (patrz Tabela 4) zwierzęta usypiano za pomocą izofluranu z wykorzystaniem aparatu 

anestezjologicznego i uśmiercono poprzez całkowite skrwawienie z serca. W tym czasie 

pobrano próbki krwi do próbówek z antykoagulantem (K2EDTA), które odwirowano (15 

min, 3000x g) w temperaturze pokojowej celem separacji osocza. Otrzymane próbki oso-

cza wykorzystano do pomiaru stężenia związków i przechowywano w -80 °C nim przy-

stąpiono do analiz. Z uśmierconych zwierząt wyizolowano również mózgi, które podzie-

lono na dwie półkule. Lewą półkule zważono i zamrożono w ciekłym azocie. Z prawej 

półkuli z użyciem binokularu wypreparowano hipokamp oraz korę czołową a następnie 

szybko zamrożono. Procedurę izolowania struktur mózgowych przeprowadzono na lo-

dzie. Lewą półkule mózgu przeznaczono do analizy farmakokinetycznej, zaś wyizolo-

wane struktury z prawej półkuli posłużyły do oceny efektu farmakodynamicznego 

związku wykorzystując metodą Western blot. 

3.8.2. Oznaczanie stężenia związków na potrzeby analizy farmakokinetycz-

nej  

Procedurę oznaczania stężenia związków w badanych próbkach przeprowadzono w La-

boratorium Bioanaliz Celon Pharma S.A. Analizowano stężenie 7,8-DHF oraz jego me-

tabolitów: 7-hydroksy-8-metoksyflawon (7H8M-flawon) oraz 8-hydroksy-7-metoksyfla-

won (8H7M-flawon).  
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 W tym celu, lewe półkule mózgowe zhomogenizowano w wodzie (3 mL wody na 

każdy gram tkanki mózgowej) z użyciem instrumentu FastPrep (MP Biomedicals). Na-

stępnie przygotowano próbki osocza i mózgu przez wytrącenie białek i ekstrakcję anali-

tów przy użyciu acetonitrylu z dodatkiem wzorca wewnętrznego: 150 µL roztworu eks-

trakcyjnego dodano do 50 µL materiału biologicznego, mieszano przez 1 min i odwiro-

wano (10000x g, 4 min, 4 °C) i supernatant zebrano do analizy. Stężenie analitów w prób-

kach osocza i mózgu oznaczano za pomocą aparatu UPLC-MS / MS (Agilent Technolo-

gies) i kolumn chromatograficznych (Agilent Zorbax SB-C3 150 mm x3 mm x3,5 um). 

Stężenie związków w próbach określono na podstawie krzywych kalibracyjnej (o znanym 

stężeniu) dla poszczególnych analitów. Z uwagi na ograniczenia analityczne związane 

z identyczną masą molekularną 7H8M-flawonu oraz 8H7M-flawon, przedstawione na 

wykresie wyniki odpowiadają całkowitemu stężeniu obydwu metabolitów 7,8-DHF.  

Po ustaleniu stężenia analitów w osoczu i mózgu zostały obliczone następujące parametry 

farmakokinetyczne: 

Cmax- stężenie maksymalne – średnie stężenie maksymalne analitu uzyskane w danym 

punkcie czasowym 

Tmax- czas osiągnięcia stężenia maksymalnego – punkt czasowy, w którym analit osiąga 

swoje stężenie maksymalne  

AUC(0-t)- pole powierzchni pod krzywą od 0 do ostatniego punktu pomiarowego 

3.8.3. Analiza farmakodynamiczna 

Wyizolowane struktury mózgowe (hipokamp i kora czołowa, patrz punkt 3.8.1) homoge-

nizowano w buforze RIPA (Tabela 1) z użyciem homogenizatora ręcznego przez 2 min, 

na lodzie. Następnie, homogenaty odwirowano (8000x g, 10 min) w temperaturze 4 °C 

w celu oczyszczenia próbek z pozostałości fragmentów tkanek. Otrzymane w ten sposób 

preparaty białkowe wykorzystano do analizy efektu farmakodynamicznego poprzez ana-

lizę białek z zastosowaniem specyficznych przeciwciał (Tabela 3) oraz metody Western 

blot. Procedurę Western blot wraz z przygotowaniem próbek do elektroforezy opisano 

w rozdziale 3.6. Do analiz wykorzystano próbki zwierząt z grupy II i grupy III po 30 min 

i 2 h od podania związków (Tabela 4). 
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3.9. Badanie selektywności związku 

W celu lepszego poznania właściwości farmakologicznych 7,8-DHF postanowiono zba-

dać selektywność związku wobec celów molekularnych, które wykazują aktywność far-

makologiczną [202]. Badanie selektywności zlecono firmie Eurofins, która określiła wią-

zanie 7,8-DHF z celami molekularnymi w ramach panelu BioPrint®. Analizę wykonano 

względem 133 celów molekularnych obejmujących receptory sprzężone z białkami G, 

transportery, kanały jonowe, receptory jądrowe, kinazy oraz enzymy niebędące kinazami. 

Ocenę selektywności związku dokonano poprzez pomiar wiązania 7,8-DHF (w stężeniu 

10 µM) w obecności związku kontrolnego, specyficznego dla danego celu molekular-

nego. Dokładną listę analizowanych celów molekularnych i dedykowanego związku kon-

trolnego można odnaleźć w Tabeli Z3. 

3.10. Analiza statystyczna 

Uzyskane wyniki przedstawiono na wykresach jako wartości średnie ± odchylenie stan-

dardowe (SEM) z trzech biologicznych powtórzeń i trzech niezależnych technicznych 

eksperymentów. Graficzną prezentacje wyników wraz z analizą statystyczną wykonano 

z użyciem oprogramowania GraphPad Prism 7. Analizę statystyczną przeprowadzono 

z użyciem jednoczynnikowej wariancji (ANOVA) oraz testu porównań wielokrotnych 

Dunnetta. 
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4. WYNIKI 

4.1. Przedmiot badań: biblioteka związków oraz małocząsteczkowe związki re-

ferencyjne 

Przedmiotem badań była biblioteka małocząsteczkowych związków chemicznych, na 

którą składały się zsyntetyzowane przez departament Chemii Medycznej Celon Pharma 

S.A oryginalne, własne związki chemiczne oraz komercyjnie dostępna biblioteka związ-

ków. Bibliotekę związków stanowiło łącznie 987 związków, o 17 różnych chemotypach, 

które zsyntetyzowano/wyselekcjonowano na podobieństwo struktur chemicznych dla 

opisanych w piśmiennictwie agonistów TrkB.  

Pulę związków referencyjnych stanowiły molekuły opisane w piśmiennictwie jako 

agoniści receptora TrkB oraz takie, co do których istnieją przesłanki wskazujące na zdol-

ność tych związków do aktywacji receptora TrkB. W tabeli poniżej wskazano nazwy 

związków referencyjnych wraz z odniesieniem do piśmiennictwa (Tabela 5), zaś ich 

struktury chemiczne zaprezentowano w Tabeli Z1 w sekcji Załączniki.  
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Tabela 5. Lista związków referencyjnych opisanych w literaturze jako agoniści TrkB. 

Nazwa związku Przypis 

7,8-dihydroksyflawon (7,8-DHF) [176] 

7,8,3’-trihydrokslyflawon (7,8,3’-THF) [182] 

4’-dimethylamino-7,8-DHF (4’-DMA-7,8-DHF) [182] 

DMAQ-B1 [197] 

GSB-106 [203] 

LM22-A4 [194] 

LM22-B10 [194] 

HIOC [195] 

N-acetylo serotonina (NAS) [196] 

8-hydroksy-3-(4’-metoksyfenylo)-izokumaryna 

(izokumaryna) 
[204] 

OSSK-495385 [198] 

NSI-189 [205] 

2,5-dihydroksy-3,6-bis(1H-indol-3-yl)cykloheksa-2,5-

diene-1,4-dion (numer wewnętrzny CPL503052) 
[206] 

2,5-dihydroksy-3-(1H-indol-3-yl)-6-[7-(3-metylobut-2-

en-1-yl)-1H-indol-3-yl]cycloheksaa-2,5-diene-1,4-dion 

(numer wewnętrzny CPL503071) 

[206] 

2,5-dihydroksy-3-[7-(3-methylobut-2-en-1-yl)-1H-in-

dol-3-yl]cycloheksa-2,5-diene-1,4-dion  

(numer wewnętrzny CPL503113) 

[207] 
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4.2. Badania przesiewowe w celu identyfikacji związków oddziałujących z ze-

wnątrzkomórkową domeną receptora TrkB (exTrkB) 

4.2.1. Zastosowanie metody mikroskalowej termoforezy kapilarnej w ukła-

dzie single-point w celu wstępnej selekcji związków wykazujących od-

działywanie z exTrkB 

Na potrzebę przeprowadzenia badań przesiewowych, mających na celu wstępną selekcję 

związków wykazujących oddziaływanie z zewnątrzkomórkową domeną TrkB (exTrkB) 

zaadaptowano metodę mikroskalowej termoforezy kapilarnej (MST).  

 Zjawisko termoforezy mikroskalowej opiera się na zdolności przemieszczania się 

cząsteczek w mikroskopowym gradiencie temperatury. Ruchliwość cząsteczek jest zwią-

zana z entropią otoczki hydratacyjnej wokół przemieszczających się molekuł. Każdy ro-

dzaj cząsteczek oraz interakcje pomiędzy nimi, powodują zmiany masy molekularnej, 

ładunku i/albo konformacji, które powodują zmiany w otoczce hydratacyjnej, a co za tym 

idzie mogą być mierzone z wykorzystaniem MST. Powyższe zjawiska są monitorowane 

za pośrednictwem pomiaru poziomu fluorescencji. W rozprawie doktorskiej, receptor 

exTrkB sprzężono ze znacznikiem fluorescencyjnym, który został przyłączony do reszt 

w lizynach, aby skutecznie monitorować zachodzące interakcje pomiędzy cząsteczkami 

a receptorem. 

Każdą z 987 molekuł pochodzących z biblioteki związków inkubowano z wyznako-

wanym białkiem exTrkB w określonym stężeniu i poddano mikroskalowej termoforezie 

kapilarnej. Na tym etapie, eksperymenty przeprowadzano w układzie single-point, co 

oznacza zastosowanie jednego stężenia związku badanego (0,5 mM). Zdolność wiązania 

związku z receptorem monitorowano poprzez określenie amplitudy odpowiedzi MST, 

czyli różnicy pomiędzy poziomem fluorescencji potencjalnie utworzonego kompleksu 

(związek-exTrkB), a bazowym sygnałem fluorescencji dla exTrkB (DMSO-exTrkB). 

Wzrost bądź spadek parametru amplitudy świadczą o zmianie ruchliwości termoforetycz-

nej exTrkB w obecności związku badanego względem kontroli (DMSO-exTrkB), co 

wskazuje na potencjalne odziaływanie tych cząsteczek z exTrkB. 

Wyniki z przeprowadzonych analiz przedstawiono na wykresie poniżej (Rycina 5). 

Dla 214 związków chemicznych zaobserwowano wzrost/spadek wartości amplitudy 

MST. Za punkt odcięcia przyjęto wartość ± 0,5 odchylenia standardowego (SD) dla 



 

60 

 

WYNIKI 

średniej wartości amplitudy odpowiedzi MST. W przedziale większym bądź równym 

±0,5 SD znalazło się 181 związków, które zakwalifikowano do dalszych analiz.  

 

Rycina 5. Wstępna identyfikacja związków oddziałujących z zewnątrzkomórkową domeną TrkB 

(exTrkB). Z użyciem techniki MST spośród 987 przebadanych związków zidentyfikowano  214 cząsteczek 

dla których zaobserwowano wzrost/spadek wartości amplitudy odpowiedzi MST. Wyznakowane fluore-

scencyjnie białko exTrkB inkubowano z badanym związkiem w układzie single-point MST (rozumiane 

jako jedno stężenie związku, 0,5 mM) i poddano termoforezie kapilarnej. Zdolność tworzenia kompleksu 

exTrkB-związek badany świadczący o interakcji molekuły z białkiem exTrkB monitorowano poprzez po-

miar zmiany poziomu fluorescencji exTrkB podczas termoforezy, który normalizowano do sygnału dla 

exTrkB inkubowanego z DMSO (amplituda odpowiedzi MST). Wykres przedstawia indywidualne warto-

ści amplitudy odpowiedzi MST dla każdego z 987 przetestowanych związków. Przerywane linie stanowią 

punkt odcięcia odpowiadający wartości ± 0,5 odchylenia standardowego (SD) dla średniej wartości ampli-

tudy odpowiedzi MST 181 związków z przedziału ≥ ±05,SD (przedział ten oznaczono na wykresie kolorem 

szarym) zakwalifikowano do dalszej charakterystyki oddziaływania. 

 

4.2.2. Określenie stałej dysocjacji (Kd) dla wyselekcjonowanych związków 

małocząsteczkowych. 

Zdolność związków do wiązania z exTrkB zweryfikowano poprzez określenie parametru 

stałej dysocjacji Kd z wykorzystaniem techniki MST. Eksperyment polegał na inkubacji 

białka exTrkB ze związkiem chemicznym w szerokim zakresie stężeń, po czym próbkę 

poddano termoforezie mikroskalowej. Wartość Kd wyznaczono na podstawie intensyw-

ności emitowanej fluorescencji podczas MST, która zależy od poziomu frakcji exTrkB 

związanej z badaną cząsteczką. Zanim jednak przystąpiono do wyznaczenia Kd, doko-

nano turbidymetrycznej oceny rozpuszczalności związków w buforze do termoforezy. 
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Spośród 181 molekuł wyselekcjonowanych w poprzednim etapie, 68 związków chemicz-

nych zostało usuniętych z analiz z uwagi na słabą rozpuszczalność.  

Ostatecznie eksperymenty wykonano dla 113 związków, jednakże wartość Kd usta-

lono jedynie dla 64 cząsteczek i wynosi ona od 0,1 do 680 µM (Rycina 6). Dla 49 związ-

ków nie udało się wyznaczyć stałej dysocjacji, co świadczy o braku oddziaływania czą-

steczek z exTrkB mimo, że w eksperymencie w układzie single-point zaobserwowano 

spadek/wzrost amplitudy. Szczegółowe wartości Kd dla poszczególnych związków zo-

stały zaprezentowane w Tabeli Z2 w części Załączniki. Do dalszych analiz funkcjonal-

nych zakwalifikowano 59 związków chemicznych, dla których Kd znajduje się w prze-

dziale 0,1–450 µM, co stanowi około 50% z puli związków przebadanych na tym etapie.  

Wśród badanych cząsteczek znajdowały się także związki referencyjne oraz BDNF, 

w celu weryfikacji czy wykazują one interakcję z exTrkB. Jednakże spośród 15-tu prze-

badanych związków referencyjnych jedynie dla 7 cząsteczek udało się określić parametr 

stałej dysocjacji, który wynosił 1,3 do 44,2 µM. Wartość Kd dla BDNF określono na po-

ziomie 0,093 µM. Otrzymane wyniki zaprezentowano w Tabeli 6. 

 

Rycina 6. Wyznaczone wartości stałej dysocjacji (Kd) dla wyselekcjonowanych związków. Z użyciem 

metody mikroskalowej termoforezy kapilarnej z powodzeniem wyznaczono wartości Kd dla 64 związków. 

Z początkowej puli 181 związków wytypowanej na podstawie wartości amplitudy odpowiedzi MST, do 

wyznaczenia wartości Kd zakwalifikowano ostatecznie 113 związków z uwagi na ograniczenia 
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w rozpuszczalności. Stałą dysocjacji określono poprzez pomiar zmiany poziomu fluorescencji wyznako-

wanego exTrkB, który poddano termoforezie w gradiencie stężenia badanego związku. Wykres przedsta-

wia indywidualne wartości stałej dysocjacji dla 113 przebadanych molekuł, z czego dla 64 z nich zawiera 

się ona w przedziale od 0,1 µM do 680 µM. Kolorem szarym oraz przerywanymi liniami oznaczono prze-

dział wartości Kd 0,1–450 µM, będące punktem odcięcia przy wyborze związków do dalszych analiz. 

W tym przedziale wartości Kd znajdowało się 59 związków (stanowiąc ~50% przebadanych cząsteczek). 

Dla 49 cząsteczek nie wyznaczono Kd co jest równoznaczne z brakiem oddziaływania molekuł w badanym 

zakresie stężeń, co wskazano na wykresie jako Kd= 0 µM. 

 

Tabela 6. Wartości Kd dla związków referencyjnych, które wyznaczono z zastosowaniem tech-

niki MST. 

Nazwa cząsteczki Kd [µM] 

BDNF 0,093 

7,8-DHF 1,3 

OSK495385 2,32 

DMAQ-B1 5,6 

LM22-B10 83 

7,8,3′-THF Nie wyznaczono  

4′-dimetylamino-7,8-DHF Nie wyznaczono 

GSB-106 Nie wyznaczono 

LM22-A4 Nie wyznaczono 

HIOC Nie wyznaczono 

NAS Nie wyznaczono 

Izokumaryna Nie wyznaczono 

NSI-189 Nie wyznaczono 

CPL503071 25 

CPL503113 44,2 

CPL503052 2,6 
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4.3. Ocena zdolności związków do aktywacji receptora TrkB w układzie ortoste-

rycznego agonisty 

Wielkość parametru stałej dysocjacji nie warunkuje aktywności funkcjonalnej związku, 

a dostarcza jedynie informacji o zdolności cząsteczki do oddziaływania z celem moleku-

larnym. W związku z tym, wyselekcjonowane związki przebadano pod kątem zdolności 

do indukowania fosforylacji wewnątrzkomórkowej domeny receptora TrkB. W ten spo-

sób określono aktywność ortosteryczną związków względem TrkB oraz wyznaczono 

wartość EC50.  

 Do badań wykorzystano model linii komórkowej SN56 T48 ze stabilną nadekspresją 

receptora TrkB. Do hodowli komórek dodawano różne stężenia związków, po czym okre-

ślono stopień aktywacji receptora TrkB poprzez analizę poziomu fosforylacji domeny 

wewnątrzkomórkowej na tyrozynie 706 (Tyr706) z użyciem metody ELFI. Spośród 

wszystkich 59 przebadanych związków małocząsteczkowych zidentyfikowano 4 związki 

zdolne do aktywacji receptora TrkB (Rycina 7A). Pozostałe cząsteczki, dla których z suk-

cesem wyznaczono wartości Kd nie powodowały fosforylacji TrkB. Nie zidentyfikowano 

żadnych innowacyjnych związków małocząsteczkowych zdolnych aktywować ortoste-

rycznie receptor TrkB.  

 Aktywność ortosteryczną wykazują następujące molekuły, będące jednocześnie 

związkami referencyjnymi: DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113. Aktyw-

ność tych związków jest zdecydowanie niższa w porównaniu do BDNF (Rycina 7B) 

o czym świadczą wyznaczone wartości EC50 (Tabela 7). Pozostałe związki referencyjne 

również testowano na aktywność ortosteryczną, jednakże pozostają one bez wpływu na 

aktywność receptora TrkB (Rycina 7B).  
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Tabela 7.Wartości EC50 określone dla związków referencyjnych. EC50 wyznaczono na podstawie 

stopnia fosforylacji TrkB (Tyr706) metodą ELFI w modelu linii komórkowej SN56 T48. Wartość 

EC50 równa 0 oznacza brak aktywności ortosterycznej związku. 

Nazwa cząsteczki EC50 [μM] 

BDNF 0,004 

7,8-DHF 0 

OSK495385 0 

DMAQ-B1 5 

LM22-B10 0 

7,8,3′-THF 0 

4′-dimetylamino-7,8-DHF 0 

GSB-106 0 

LM22-A4 0 

HIOC 0 

NAS 0 

Izokumaryna 0 

NSI-189 0 

CPL503071 6,6 

CPL503113 37 

CPL503052 51 

 

Rycina 7. Ocena zdolności związków do aktywacji receptora TrkB w funkcjonalnym teście in vitro. 

Komórki linii SN56 T48 (hybrydoma mysich komórek neuronalnych izolowanych z przegrody przezroczy-

stej oraz neuroblastomy N18TG2) ze stabilną nadekspresją receptora TrkB traktowano badanymi związ-

kami w gradiencie stężeń. Aktywność receptora TrkB indukowaną ligandem mierzono poprzez analizę po-

ziomu fosforylacji TrkB na tyrozynie 706 z użyciem specyficznego przeciwciała i metody ELFI. Stopień 

odpowiedzi komórek na traktowanie związkami porównywano względem kontroli (DMSO), a otrzymane 

wyniki posłużyły do wykreślenia krzywej odpowiedzi (pTrkB Tyr706) względem zastosowanego stężenia 

oraz wyliczenia wartości EC50. Kontrole pozytywną stanowiły komórki traktowane BDNF. (A) Z puli 59 

związków nie zidentyfikowano żadnej innowacyjnej cząsteczki zdolnej do aktywacji receptora TrkB, co 

wskazano na wykresie jako EC50=0. Wzrost fosforylacji TrkB i tym samym aktywność ortosteryczną za-

obserwowano dla 4 związków, które są związkami referencyjnymi. (B) Związki małocząsteczkowe zdolne 

do aktywacji TrkB prowokują jego fosforylację (Tyr706) w wyższym zakresie stężeń aniżeli BDNF, co 

odzwierciedlają wyznaczone krzywe odpowiedzi oraz wartości EC50. Związki referencyjne opisywane w li-

teraturze jako agoniści receptora TrkB nie indukują fosforylacji TrkB w modelu komórkowym SN56 T48 

(C). Wyniki pochodzą z trzech niezależnych eksperymentów, każdy z nich wykonano w 3 powtórzeniach. 

Słupki błędów reprezentują SEM.  

(Rycina na następnej stronie) 
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Próba identyfikacji innowacyjnych, małocząsteczkowych agonistów TrkB nie przy-

niosła oczekiwanych rezultatów i ostatecznie zakończyła się niepowodzeniem– o czym 

świadczą uzyskane wyniki. Spośród biblioteki 987 związków chemicznych o 17-tu róż-

nych chemotypach, nie udało się zidentyfikować innowacyjnej molekuły o cechach ago-

nisty TrkB. Żaden z przebadanych związków chemicznych nie wykazywał jednocześnie 

wiązania z exTrkB podczas MST oraz nie powodował ortosterycznej aktywacji TrkB in 

vitro. Taki stan rzeczy wyklucza dalsze możliwości rozwoju przedklinicznego badanych 

molekuł jako agonistów TrkB. 

Dodatkowo, przeprowadzone eksperymenty z wykorzystaniem związków referencyj-

nych wskazują na brak aktywności większości molekuł jako agonistów TrkB. Z puli 15-
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tu przebadanych związków, jedynie DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 

powodują aktywację TrkB w warunkach in vitro. Powyższe wyniki, z jednej strony– pod-

ważają pierwotne doniesienia literaturowe dotyczące aktywności związków referencyj-

nych, z drugiej zaś– są spójne z wynikami otrzymanymi przez Todd i wsp., (2014) oraz 

Boltayev i wsp., (2017), co wspiera postulat o ograniczonych właściwościach związków 

jako agonistów TrkB [199,200]. Z tego też powodu, w dalszej części pracy skupiono się 

na badaniach, mających na celu rzetelną ocenę aktywności związków referencyjnych jako 

cząsteczek zdolnych do naśladowania funkcji BDNF. 

 

4.4. Badanie aktywności związków referencyjnych w modelu allosterycznej mo-

dulacji TrkB 

Z uwagi na brak obserwowanej aktywności ortosterycznej TrkB dla 11 związków refe-

rencyjnych, do których należą: 7,8-DHF, 7,8,3’-THF, 4’-DMA-7,8-DHF, GSB-106, 

LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS, Izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189 postano-

wiono przebadać efektywność tych cząsteczek w modelu allosterycznej modulacji. 

 W tym celu, komórki SN56 T48 stymulowano różnymi stężeniami naturalnego li-

ganda TrkB (0,15-5 nM) oraz w obecności referencyjnego związku małocząsteczkowego 

w trzech stężeniach (3, 10, 30 µM) oraz samymi związkami (3, 10, 30 µM). Po upływie 

15 minut badano poziom fosforylacji TrkB (Tyr706) metodą ELFI po podaniu BDNF 

i określono wpływ związku na przebieg krzywej odpowiedzi dla BDNF. Związki będące 

pozytywnymi allosterycznymi modulatorami powinny wzmacniać odpowiedź komórki 

na BDNF, bądź też modulować aktywność receptora poprzez osiągnięcie jego aktywności 

przy niższych stężeniach naturalnego liganda (przesunięcie krzywej EC50 w kierunku niż-

szych stężeń liganda). 

 Jak wynika z przebiegu krzywych odpowiedzi komórek na stymulację BDNF w obec-

ności danego związku, żadna z testowanych cząsteczek nie moduluje aktywności recep-

tora TrkB w przyjętym układzie eksperymentalnym (Rycina 8, str. 67-68). Otrzymane 

dotąd wyniki wskazują na brak zdolności związków do pozytywnej, allosterycznej mo-

dulacji receptora TrkB oraz brak aktywności testowanych związków referencyjnych jako 

ortosterycznych agonistów (Rycina 7C). 
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4.5. Określenie zdolności związków referencyjnych do indukowania dimeryzacji 

exTrkB 

Zgodnie z dotychczasowym stanem wiedzy, dimeryzacja receptora TrkB pod wpływem 

liganda stanowi jeden z mechanizmów prowadzących do aktywacji receptora TrkB i dal-

szej transdukcji sygnału w komórce.  

 Dlatego też, postanowiono sprawdzić czy związki wykazujące aktywność ortoste-

rycznych agonistów (DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113) również posia-

dają zdolność do indukowania dimeryzacji TrkB wykazując tym samym podobieństwo 

efektu jaki powoduje BDNF. Eksperymenty wykonano także dla pozostałych związków 

referencyjnych, dodatkowo weryfikując doniesienia literaturowe dotyczące ich właści-

wości jako agonistów TrkB.  

Do doświadczeń wykorzystano zewnątrzkomórkową domenę TrkB, którą inkubo-

wano ze związkami małocząsteczkowymi oraz BDNF. Wpływ molekuł na dimeryzację 

exTrkB określono poprzez analizę migracji prążków w żelu poliakrylamidowym w wa-

runkach natywnych, co przedstawiono na uproszczonym schemacie na Rycinie 9A. 

Otrzymane wyniki potwierdzają zdolność BDNF do indukowania dimeryzacji exTrkB 

(Rycina 9B). Pomimo, iż związki DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 po-

wodują fosforylację TrkB w modelu komórkowym SN56 T48, cząsteczki te nie wykazują 

zdolności do indukowania dimeryzacji exTrkB. Podobne wyniki otrzymano dla pozosta-

łych związków referencyjnych. 

 

Rycina 8. Analiza aktywności związków w modelu allosterycznej modulacji. Komórki linii SN56 T48 

z nadprodukcją receptora TrkB traktowano BDNF w gradiencie stężeń w obecności związków małoczą-

steczkowych w trzech stężeniach. Poziom aktywacji TrkB oceniano stosując technikę ELFI oraz przy uży-

ciu przeciwciał rozpoznających ufosforylowany receptor TrkB na tyrozynie 706. Stopień odpowiedzi ko-

mórek na traktowanie związkami i BDNF porównywano względem kontroli (DMSO), a otrzymane wyniki 

posłużyły do wykreślenia krzywej odpowiedzi (fosforylacja TrkB) względem zastosowanego stężenia 

BDNF. Panel przedstawia indywidualne wykresy odpowiedzi komórek na traktowanie BDNF oraz bada-

nymi związkami. Żaden z 11 badanych związków referencyjnych (negatywnych w teście na aktywność 

ortosteryczną Ryc.7C) nie modulował odpowiedzi receptora TrkB na traktowanie BDNF, o czym świadczy 

brak przesunięcia krzywych względem osi X (niższe stężenie BDNF wymagane do aktywacji TrkB) oraz 

osi Y (zwiększany poziom p-TrkB po traktowaniu BDNF wywołany obecnością związku). Wyniki pocho-

dzą z trzech niezależnych eksperymentów, każdy z nich wykonano w 3 powtórzeniach. Słupki błędów 

reprezentują SEM. 

(Rycina na następnej stronie) 
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Rycina 9. Analiza dimeryzacji zewnątrzkomórkowej domeny receptora TrkB indukowanej ligan-

dem. (A) Uproszczony schemat dimeryzacji exTrkB pod wpływem liganda. (B) Związki małocząstecz-

kowe oraz BDNF inkubowano z białkiem exTrkB po czym przeprowadzono elektroforezę w warunkach 

natywnych. Zdolność badanych ligandów do indukowania dimeryzacji exTrkB oceniono poprzez analizę 

migracji prążków w żelu poliakrylamidowym zgodnie z ich masą molekularną. Wyniki porównywano 

względem kontroli negatywnej [(DMSO) ścieżka numer 1] oraz pozytywnej (BDNF). Spośród przebada-

nych molekuł, jedynie BDNF jest zdolny indukować dimeryzację exTrkB, co na żelu widoczne jest w po-

staci wyższego prążka o większej masie molekularnej, oznaczonego odpowiednio czerwoną strzałką. Ma-

łocząsteczkowe związki referencyjne nie indukują dimeryzacji exTrkB na co wskazuje niższy prążek, od-

powiadający monomerom exTrkB (strzałka niebieska). Eksperyment wykonano w trzech niezależnych eks-

perymentach, na rycinie umieszczono reprezentatywny obraz wykonanej analizy. 

 

4.6. Analiza aktywacji ścieżek sygnałowych zależnych od TrkB w modelach in 

vitro po traktowaniu referencyjnymi związkami małocząsteczkowymi 

4.6.1. Model linii komórkowej SN56 T48 z nadekspresją receptora TrkB  

Aktywacja receptora TrkB prowadzi do fosforylacji jego domeny katalitycznej, co uru-

chamia wewnątrzkomórkową kaskadę sygnałową. Proces ten jest związany z fosforylacją 

białek PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2.  

 W pierwszej kolejności postanowiono sprawdzić, czy związki referencyjne zdolne są 

indukować szlaki sygnałowe zależne od aktywności receptora TrkB, mimo iż nie 
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wykazywały one efektywności w teście na aktywność ortosteryczną (patrz podrozdział 

4.3) oraz w układzie allosterycznej modulacji w modelu linii komórkowej SN56 T48 

(patrz podrozdział 4.4). W następnym kroku zweryfikowano stan pobudzenia ścieżek sy-

gnałowych po traktowaniu związkami, które wykazywały aktywność agonistów TrkB 

(patrz podrozdział 4.3).  

 W tym celu, komórki linii SN56 T48 stymulowano referencyjnymi związkami mało-

cząsteczkowymi: 7,8-DHF, 7,8,3’-THF, 4’-dimetylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-

A4, LM22-B10, HIOC, NAS, Izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189 w stężeniu 100 µM. 

Jako kontrolę pozytywną zastosowano BDNF. Po upływie 15 minut stymulacji komórek 

w zebranych próbkach analizowano poziom fosforylacji białek aktywowanych w odpo-

wiedzi na pobudzenie ścieżki sygnałowej TrkB, co przedstawiono na uproszczonym 

schemacie (Rycina 10A). Zgodnie z oczekiwaniami, BDNF w sposób istotny indukuje 

fosforylację receptora TrkB na tyrozynie 706 (Rycina 10B oraz 10C). W konsekwencji 

dochodzi do transdukcji sygnału i wzmożonej fosforylacji białek PLCγ1, Akt1 oraz 

ERK1/2 (Rycina 10B oraz 10C). Stymulacja komórek wspomnianymi związkami mało-

cząsteczkowymi, w tym 7,8-DHF, nie prowadzi do aktywacji receptora TrkB oraz nie 

powoduje fosforylacji białek efektorowych PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2 (Rycina 10B oraz 

10C) co po raz kolejny wskazuje na brak aktywności tych związków in vitro. 

 

Rycina 10. Analiza aktywacji ścieżek sygnałowych kontrolowanych aktywnością TrkB w modelu linii 

komórkowej SN56 T48. (A) Schemat badanej ścieżki sygnałowej. (B) Reprezentatywny obraz Western 

blot. Komórki linii SN56 T48 ze stabilną nadekspresją TrkB stymulowano przez 15 min związkami refe-

rencyjnymi, dla których wykazano brak aktywności ortosterycznej wobec TrkB w teście ELFI (Ryc. 3C). 

Jako kontrolę negatywną zastosowano DMSO, kontrolę pozytywną stanowiły komórki stymulowane 

BDNF. Zdolność związków do aktywacji ścieżki sygnałowej analizowano techniką Western blot z wyko-

rzystaniem przeciwciał rozpoznających aktywne, ufosforylowane formy białek efektorowych: PLCγ1 (p-

PLCγ1), Akt1 (p-Akt1) ERK1/2 (p-ERK1/2) oraz receptora TrkB (p-TrkB Miejsca analizowanych fosfo-

rylacji w białkach wskazano w Tabela 3 (patrz podrozdział 3.6.3). W celu potwierdzenia nałożenia równych 

ilości białka użyto przeciwciał rozpoznających całkowite białka PLCγ1, Akt1, ERK1/2 i TrkB oraz zwizu-

alizowano poziom całkowitego białka nałożonego na żel TGX, co umożliwiło wykonanie analizy densyto-

metrycznej (C). Analiza Western blot wskazuje na brak zdolności związków do aktywacji ścieżek sygna-

łowych zależnych od TrkB. co stanowi przeciwieństwo dla efektu obserwowanego po stymulacji BDNF. 

Traktowanie BDNF istotnie podnosi poziom fosforylacji TrkB oraz białek efektorowych PLCγ1, pAkt1 

oraz ERK1/2 (B,C). Wyniki prezentowane na wykresach (C) przedstawione są jako krotność wzrostu po-

ziomu fosforylacji względem kontroli negatywnej. Prezentowane wyniki pochodzą z trzech niezależnych 

eksperymentów. Słupki błędów reprezentują SEM. Jednoczynnikowa analiza wariancji, test porównań wie-

lokrotnych (post-hoc) Dunnett’a. *** p<0,001. 

(Rycina na następnej stronie) 
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W dalszym etapie doświadczeń wykonano analizy, w których sprawdzono zdolność 

DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 do pobudzenia ścieżek sygnało-

wych związanych z fosforylacją białek PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2. Równolegle, okre-

ślono specyficzność działania tych związków poprzez jednoczesną, dodatkową stymula-

cję komórek inhibitorem K252a. K252a jest inhibitorem domeny kinazowej receptora 

TrkB i blokuje dalsze przekazywanie sygnału, co przedstawiono na uproszczonym sche-

macie na Rycina 11A.  

Komórki linii SN56 T48 stymulowano badanymi cząsteczkami lub BDNF w trzech 

różnych stężeniach, w obecności lub braku inhibitora K252a. Po 15 minutach inkubacji 
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zebrano próbki, w których określono stopień aktywacji ścieżki sygnałowej TrkB. Otrzy-

mane wyniki zaprezentowano na Rycinie 11B oraz Rycinie 11C. Jak się spodziewano, 

BDNF powodował proporcjonalny do stężenia wzrost fosforylacji TrkB oraz białek efek-

torowych PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2. Ponadto, otrzymane wyniki wskazują na specy-

ficzny mechanizm aktywacji szlaku TrkB po podaniu BDNF, gdyż zastosowanie inhibi-

tora K252a zablokowało aktywność TrkB i nie zaobserwowano fosforylacji białek sygna-

łowych. Związki małocząsteczkowe również wykazały zdolność do pobudzenia analizo-

wanej ścieżki sygnałowej. Profil fosforylacji TrkB, PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2 po poda-

niu testowanych cząsteczek jest indywidualny dla każdego ze związków i osiągają swój 

najsilniejszy efekt w zależności od zastosowanego stężenia. Niemniej jednak, o ile zasto-

sowanie K252a znacznie zahamowało aktywność TrkB oraz PLCγ1 po dodaniu badanych 

związków, to wciąż obserwuje się fosforylację pozostałych białek efektorowych. Efekt 

ten najmocniej wyraża się w przypadku związków DMAQ-B1, CPL503071 i CPL503113 

dla białek p-Akt1 oraz p-ERK1/2. W przypadku CPL503052 w dalszym ciągu można 

zaobserwować silną fosforylację białka Akt1. Otrzymane wyniki wskazują na niespecy-

ficzny, alternatywny i zachodzący równolegle mechanizm działania cząsteczek powodu-

jący aktywację białek efektorowych w komórkach linii SN56 T48, niezależnie tylko od 

receptora TrkB. 

Rycina 11. Analiza aktywacji ścieżek sygnałowych oraz ocena specyficzności działania związków 

w modelu linii komórkowej SN56 T48. (A) Schemat badanej ścieżki sygnałowej z uwzględnieniem efektu 

hamującego aktywację białek efektorowym pod wpływem K252a. (B) Reprezentatywny obraz analizy We-

stern blot wraz z densytometrią (C). Komórki linii SN56 T48 ze stabilną nadekspresją TrkB traktowano 

przez 15 min związkami małocząsteczkowymi w różnych stężeniach (100, 10, 1 [µM]), dla których wyka-

zano aktywność ortosteryczną wobec TrkB w teście ELFI (Ryc. 7C). Jako kontrolę negatywną zastosowano 

DMSO, kontrolę pozytywną stanowiły komórki stymulowane BDNF (100, 10, 1 [ng/mL]). W celu okre-

ślenia specyficzności działania związków zastosowano inhibitor domeny kinazowej TrkB, który dodano na 

15 min przed traktowaniem związkami badanymi. Analizę Western blot wykonano jak w Ryc 10. (B, C) 

BDNF indukuje aktywację TrkB i białek efektorowych PLCγ1, Akt1, ERK1/2 w sposób zależny od dawki, 

a efekt ten jest znoszony inhibitorem K252a potwierdzając specyficzność działania BDNF względem TrkB. 

Badane związki małocząsteczkowe wykazują niską specyficzność działania w ścieżce sygnałowej TrkB. 

DMAQ-B1 podobnie jak CPL503052, CPL503071, CPL503113 aktywuje TrkB i białka efektorowe, jed-

nakże zablokowanie aktywności TrkB inhibitorem K252a nie skutkuje całkowitym wyciszeniem fosfory-

lacji białek p-Akt1 oraz p-ERK1/2 wskazując na niezależny od TrkB, zachodzący alternatywnie i równole-

gle mechanizm działania związków. Prezentowane wyniki pochodzą z trzech niezależnych eksperymen-

tów. Słupki błędów przedstawiają SEM. Jednoczynnikowa analiza wariancji, test porównań wielokrotnych 

(post-hoc) Dunnett’a. * p < 0,05; ** p < 0,01, *** p < 0,001 vs. DMSO; # p < 0,05, ## p < 0,01; ### p < 

0,f001 vs. badany związek w 100 µM. 

(Rycina na kolejnej stronie) 
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4.6.2. Model różnicowanej SH-SY5Y z zaindukowaną nadekspresją TrkB 

W związku z zaobserwowaną niską specyficznością związków w komórkach linii SN56 

T48, w analogiczny sposób postanowiono zweryfikować aktywność cząsteczek (DMAQ-

B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 oraz 7,8-DHF) w modelu zróżnicowanych ko-

mórek ludzkiej linii neuroblastomy SH-SY5Y. Zastosowanie kwasu retinowego różni-

cuje komórki SH-SY5Y w kierunku komórek podobnych do neuronów dopaminergicz-

nych i stanowi powszechnie stosowany model in vitro w badaniach neurologicznych 

[208]. Ponadto, kwas retinowy indukuje w komórkach neuroblastomy nadprodukcję re-

ceptora TrkB, co dodatkowo uzasadnia wykorzystanie tego modelu do badań związków 

małocząsteczkowych w kontekście aktywacji tego receptora i zależnych ścieżek sygna-

łowych [209]. 



 

74 

 

WYNIKI 

Eksperymenty rozpoczęto od zróżnicowania komórek linii SH-SY5Y poprzez inku-

bację komórek z kwasem retinowym przez 5 dni. Jak się spodziewano, kwas retinowy 

indukuje syntezę receptora TrkB, co potwierdziło możliwość użycia tego modelu do dal-

szych analiz (Rycina 12A). Następnie, komórki stymulowano dodając BDNF oraz 

związki: DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113, w obecności lub braku 

inhibitora K252a. Eksperymenty przeprowadzono także dla 7,8-DHF– wiodącego i sze-

roko opisanego w literaturze naukowej agonisty TrkB. Po 15 minutach po podaniu w ze-

branych próbkach określono stopień aktywacji ścieżki sygnałowej poprzez analizę po-

ziomu fosforylacji TrkB oraz białek PLCγ1, Akt1, ERK1/2.  

 Otrzymane wyniki zaprezentowano na Rycina 12B oraz Rycina 12C. Zgodnie z zało-

żeniami, BDNF indukuje fosforylację receptora TrkB a także PLCγ1, Akt1, ERK1/2, co 

wskazuje na aktywację ścieżki sygnałowej przez BDNF w komórkach zróżnicowanej SH-

SY5Y. Efekt ten jest zależny od zastosowanego stężenia i jest specyficzny, gdyż inhibitor 

K252a skutecznie hamuje aktywność katalityczną TrkB. Ponadto nie obserwowano 

efektu BDNF na aktywację białek efektorowych PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2 gdy zastoso-

wano K252a. Spośród badanych cząsteczek jedynie DMAQ-B1 oraz CPL503071 istotnie 

zwiększył poziom fosforylacji TrkB, co przekłada się również na zwiększony poziom 

fosforylacji białek efektorowych PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2. Można również zauważyć, 

że CPL503052 oraz CPL503113, mimo iż nie wpływają znacząco na wzrost fosforylacji 

TrkB, to poziom p-PLCγ1, p-Akt1 oraz p-ERK1/2 jest stosunkowo wysoki w porównaniu 

do grupy kontrolnej traktowanej DMSO. Jednakże efekt działania DMAQ-B1, 

CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 nie jest całkowicie zależny od aktywacji 

TrkB, gdyż poziom fosforylacji Akt1 nie jest hamowany w obecności inhibitora K252a. 

Co więcej, eksperymenty wykonane na niezróżnicowanych komórkach SH-SY5Y, w któ-

rych poziom ekspresji TrkB utrzymuje się na nieznacznym poziomie, również wskazują 

na alternatywny od TrkB mechanizm działania tych związków (Rycina 12D). Stymulacja 

niezróżnicowanych komórek DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 po-

woduje wzrost poziomu fosforylacji analizowanych białek efektorowych w tych komór-

kach. Takiego efektu nie obserwuje się po zastosowaniu BDNF, ponieważ z uwagi na 

niską ekspresję TrkB w komórkach SH-S5Y, oraz specyficzność receptorową BDNF nie 

wywiera on wpływu na fosforylację białek analizowanej ścieżki (Rycina 12D). 
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 W przypadku analiz wykonanych dla 7,8-DHF, nie zaobserwowano jakiejkolwiek ak-

tywności związku. 7,8-DHF nie aktywuje receptora TrkB, a tym samym pozostaje bez 

wpływu na poziom fosforylacji białek efektorowych PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2 w ko-

mórkach zróżnicowanej (Rycina 12B, Rycina 12C) oraz niezróżnicowanej SH-SY5Y 

(Rycina 12D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Rycina 12. Analiza ścieżki sygnałowej oraz ocena specyficzności związków w modelu różnicowanej 

linii komórkowej SH-SY5Y. (A) Różnicowanie komórek ludzkiej neuroblastomy SH-SY5Y kwasem re-

tinowym (RA) indukuje nadekspresję receptora TrkB. Schemat badanej ścieżki sygnałowej jest analo-

giczny jak w Ryc.10A, którą badano metodą Western blot z użyciem specyficznych przeciwciał jak w 

przypadku Ryc.10B i 11B. (B) Zróżnicowane komórki SH-SY traktowano przez 15 min 7,8-DHF oraz 

związkami małocząsteczkowymi w różnych stężeniach (100, 10, 1 [µM]), dla których wykazano aktywność 

ortostatyczną wobec TrkB w teście ELFI (Ryc. 3C). Jako kontrolę negatywną zastosowano DMSO, kon-

trolę pozytywną stanowiły komórki stymulowane BDNF (100, 10, 1 [ng/mL]). Na 15 minut przed trakto-

waniem związkami, komórki inkubowano z inhibitorem K252a celem określenia specyficzności działania 

związków. BDNF aktywuje receptor TrkB oraz białka efektorowe (PLCγ1, Akt1, ERK1/2) proporcjonalnie 

do zastosowanego stężenia. Efekt BDNF jest znoszony poprzez inhibicje domeny kinazowej inhibitorem 

K252a, co świadczy o specyficznej aktywacji ścieżek sygnałowych. Wyniki uzyskane dla nieróżnicowa-

nych komórek SH-Y5Y potwierdzają specyficzny mechanizm działania BDNF, nie obserwuje się fosfory-

lacji białek efektorowych w tych komórkach po traktowaniu BDNF gdyż nie wykazują one ekspresji re-

ceptora TrkB (D). Związki małocząsteczkowe DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 niespe-

cyficznie aktywują ścieżkę sygnałową. Zastosowanie K252a i zablokowanie aktywności TrkB nie wycisza 

fosforylacji Akt1 po stymulacji związkami (B,C). Dodatkowo, w odróżnieniu do DMSO i BDNF związki 

te indukują aktywację ścieżki sygnałowej (pAkt1, pERK1/2), pomimo iż w komórkach niezróżnicowanej 

SH-SY5Y poziom ekspresji TrkB zachodzi na niskim poziomie (D). 7,8-DHF wykazuje brak aktywności 

wobec TrkB w różnicowanej SH-SY5Y i nieróżnicowanej nie indukuje fosforylacji białek efektorowych 

(B, D). Reprezentatywne obrazy analizy Western blot dla komórek różnicowanych (B) oraz nieróżnicowa-

nych (D). (C) Analiza densytometryczna wyników Western blot dla zróżnicowanych komórek SH-SY5Y. 

Prezentowane wyniki pochodzą z trzech niezależnych eksperymentów. Słupki błędów przedstawiają SEM. 

Jednoczynnikowa analiza wariancji, test porównań wielokrotnych (post-hoc) Dunnett’a. * p < 0,05; ** p < 

0,01; *** p < 0,001 vs. DMSO; # p < 0,05; ## p < 0,01; ### p < 0,001 vs. badany związek w 100 µM. 

(Rycina na kolejnej stronie)  
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4.7. Ocena właściwości cytoprotekcyjnych referencyjnych związków małoczą-

steczkowych.  

BDNF za pośrednictwem receptora TrkB aktywuje ścieżki sygnałowe promujące przeży-

wanie komórek w warunkach stresowych, co nadaje mu właściwości neuro- i cytoprotek-

cyjne. Efekty ochronne zostały także wykazane dla małocząsteczkowych agonistów 

TrkB, a w szczególności 7,8-DHF. W związku z tym, postanowiono sprawdzić, czy opi-

sani w literaturze agoniści TrkB wykazują efekt funkcjonalny w postaci ochrony komó-

rek, u których zaindukowano apoptozę neurotoksyną MPP+. MPP+ jest inhibitorem kom-

pleksu I łańcucha oddechowego co prowadzi do spadku ATP i uruchomienia śmierci ko-

mórkowej na drodze apoptozy.  

 Badania przeprowadzono z wykorzystaniem modelu zróżnicowanej linii komórkowej 

SH-SY5Y. Uproszczony schemat przedstawiający przebieg eksperymentu zaprezento-

wano na Rycina 13A. W pierwszej kolejności komórki inkubowano przez 72 godziny 

z BDNF bądź referencyjnym związkiem małocząsteczkowym. Po tym czasie do komórek 

dodano MPP+ celem zaindukowania cytotoksyczności i dokonano oceny żywotności ko-

mórek po upływie kolejnych 72 h. Otrzymane wyniki przedstawiono na Rycina 13B. Jak 

się spodziewano, MPP+ istotnie zmniejsza żywotność komórek po 72 h, wykazując efekt 

cytotoksyczny. Dodanie BDNF powoduje zależny od dawki, pozytywny wpływ na prze-

żywalność komórek w obecności neurotoksyny. Wynik ten potwierdza ochronne właści-

wości BDNF w komórkach zróżnicowanej linii SH-SY5Y. Związki referencyjne DMAQ-

B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113, dla których wykazano niespecyficzny 

efekt aktywacji ścieżek molekularnych PLCγ1, Akt1, ERK1/2 (patrz podrozdział 4.6) nie 

wpływają jednak ochronnie na żywotność komórek po zastosowaniu MPP+. Wynik ten 

świadczy o braku właściwości cytoprotekcyjnych tych związków  

Inkubacja komórek z 7,8-DHF również nie przyniosła pożądanego efektu w postaci 

cytoprotekcji. Nie zaobserwowano zmiany poziomu żywotności komórek po upływie  

72 h po dodaniu MPP+ w obecności 7,8-DHF. 

Pozostałe związki referencyjne do których należą: 7,8,3’-THF, 4’-DMA-7,8-DHF, 

GSB-106, LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS, izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189 

również nie wykazują właściwości ochronnych w przyjętym modelu doświadczalnym. 
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Rycina 13. Ocena właściwości cytoprotekcyjnych związków w modelu różnicowanej SH-SY5Y. (A) 

Schemat eksperymentu. (B) Zróżnicowane komórki SH-SY5Y traktowano przez 72 h 7,8-DHF oraz związ-

kami małocząsteczkowymi w różnych stężeniach (3, 1, 0,3 µM), dla których wykazano efektywność w 

teście na aktywność ortosteryczną wobec TrkB (Ryc. 3C). Jako kontrolę negatywną zastosowano DMSO, 

kontrolę pozytywną stanowiły komórki stymulowane BDNF (100, 10, 1 [ng/mL]). Efekt cytoprotekcyjny 

oceniano poprzez analizę żywotności komórek z użyciem chemiluminescencyjnego testu Real-Time Glo 

po upływie kolejnych 72 h od zaindukowania cytotoksyczności z użyciem MPP+. Zastosowanie MPP+ wy-

kazuje efekt cytotoksyczny i istotnie zmniejsza żywotność komórek. BDNF wykazuje dawko-zależny efekt 

cytoprotekcyjny w zróżnicowanych komórkach SH-SY5Y po wywołaniu cytotoksyczności. Badane 

związki małocząsteczkowe nie wpływają pozytywnie na żywotność komórek po zastosowaniu MPP+ wy-

kazując brak efektu cytoprotekcyjnego. Wyniki przedstawiono jako procent żywotności względem komó-

rek traktowanych DMSO (kontrola) bez obecności MPP+. Wyniki pochodzą z trzech niezależnych ekspe-

rymentów, każdy z nich wykonano w 3 powtórzeniach. Słupki błędów reprezentują SEM. Jednoczynni-

kowa analiza wariancji, test porównań wielokrotnych (post-hoc) Dunnett’a. ### p < 0,001 vs. DMSO/-

MPP+; *** p < 0,001 vs. DMSO/+ MPP+. 

  

Otrzymane dotąd wyniki wskazują, iż związki referencyjne opisane w literaturze jako 

agoniści TrkB wykazują ograniczone właściwości jako ligandy receptora TrkB. W Tabela 

8 podsumowano wszystkie wyniki analiz dla badanych związków referencyjnych użytych 

w rozprawie. Eksperymenty, w których oceniano zdolność wiązania związków do 

exTrkB, wskazują, że tylko nieliczne z nich zdolne są do interakcji z exTrkB, ale żaden 

nie indukuje jego dimeryzacji. Szereg związków referencyjnych: 7,8-DHF, 7,8,3’-THF, 

4’-dimetylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS, 
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Izokumaryna, OSSK-495385, NSI-189 nie wykazuje efektywności w teście na aktywność 

ortosteryczną bądź też nie modulują allosterycznie aktywności TrkB w obecności BDNF 

w modelu komórkowym SN56 T48. Co więcej, nie wykazano także wpływu tych związ-

ków na aktywność wewnątrzkomórkowych ścieżek sygnałowych związanych z fosfory-

lacją białek PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2 w zastosowanych modelach in vitro. Z kolei dla 

związków DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113 wykazano aktywność 

ortosteryczną względem receptora TrkB, jednakże wyniki późniejszych analiz wskazują 

na niespecyficzny mechanizm działania tych związków. Związki te aktywują szlaki sy-

gnałowe PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2 także niezależnie od receptora TrkB. W testach funk-

cjonalnych, gdzie oceniano właściwości cytoprotekcyjne cząsteczek, żaden z badanych 

związków małocząsteczkowych nie wykazuje aktywności. Powyższe wyniki pokazują, iż 

przebadane cząsteczki wykazują ograniczoną bądź brak pożądanej aktywności jako ago-

niści TrkB. Wynik te są po pierwsze sprzeczne z pierwotnymi doniesieniami ale spójne 

z wynikami Todd i wsp. (2014) oraz Boltaev i wsp. (2017), po drugie – uzasadniają za-

przestanie ich dalszego rozwoju przedklinicznego jako agonistów TrkB [199,200].  

 Należy podkreślić, iż otrzymane wyniki badań dla 7,8-DHF dotyczące aktywności 

funkcjonalnej in vitro są sprzeczne z przyjętym w literaturze dogmatem. Ponieważ w li-

teraturze 7,8-DHF jest uznawany jako najlepiej działający małocząsteczkowy agonista 

TrkB. Opublikowane wyniki jasno wskazują na związek pomiędzy aktywacją TrkB oraz 

zależnych od niego ścieżek sygnałowych, a efektem farmakologicznym po zastosowaniu 

7,8-DHF. Dlatego też, niezwykle interesujące wydawało się sprawdzenie, czy 7,8-DHF 

posiada aktywność agonisty TrkB w warunkach in vivo, czego nie zaobserwowano w 

testowanych modelach in vitro. W dalszej części pracy szczególną uwagę skupiono na 

analizach farmakologicznych, w których określono profil farmakokinetyczny i efekt far-

makodynamiczny 7,8-DHF u myszy. 
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Tabela 8. Podsumowanie wyników badań dla analizowanych związków referencyjnych oraz 

BDNF. 

Nazwa czą-

steczki 

Kd 

[μM] 

EC50 

[μM] 

Aktywność 

alloste-

ryczna 

Dimeryza-

cja 

exTrkB 

Pobudzenie ścieżek 

sygnałowych in vitro 

Właści-

wości  

cytopro-

tekcyjne 

BDNF 0.093 0.004 - TAK TAK TAK 

7,8-DHF 1.3 0 NIE NIE NIE NIE 

OSK495385 2.32 0 NIE NIE NIE NIE 

DMAQ-B1 5.6 5 NIE NIE NIESPECYFICZNIE NIE 

LM22-B10 83 0 NIE NIE NIE NIE 

7,8,3′-THF 0 0 NIE NIE NIE NIE 

4′-DMA-7,8-

DHF 
0 0 NIE NIE NIE NIE 

GSB-106 0 0 NIE NIE NIE NIE 

LM22-A4 0 0 NIE NIE NIE NIE 

HIOC 0 0 NIE NIE NIE NIE 

NAS 0 0 NIE NIE NIE NIE 

Izokumaryna 0 0 NIE NIE NIE NIE 

NSI-189 0 0 NIE NIE NIE NIE 

CPL503071 25 6.6 NIE NIE NIESPECYFICZNY NIE 

CPL503113 44.2 37 NIE NIE NIESPECYFICZNY NIE 

CPL503052 2.6 51 NIE NIE NIESPECYFICZNY NIE 

 

4.8. Badania farmakologiczne in vivo nad 7,8-DHF 

4.8.1. Analiza profilu farmakokinetycznego po doustnym i dożylnym poda-

niu związku 

Zanim przystąpiono do eksperymentów mających na celu określenie wpływu 7,8-DHF 

na aktywację receptora TrkB w tkankach mózgowych myszy, wyznaczono najpierw pro-

fil farmakokinetyczny związku. Znajomość farmakokinetyki umożliwia ocenę m.in. bio-

dostępności, dystrybucji oraz ekspozycji organizmu na związek, co przekłada się na efek-

tywność farmakologiczną danej molekuły. 
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 Do badań wykorzystano myszy szczepu BALB/c, którym podawano 7,8-DHF drogą 

doustną (p.o.) oraz dożylną (i.v.). Dawki związku, które podano zwierzętom ustalono na 

podstawie danych literaturowych oraz badań formulacyjnych przeprowadzonych przez 

Dział Rozwoju Produktów Leczniczych Celon Pharma S.A. W ustalonych punktach cza-

sowych od momentu podania związku pobierano krew i oznaczano stężenie 7,8-DHF 

w surowicy. Od zwierząt pobierano również mózg, w którym w jednej z półkul także 

mierzono stężenie 7,8-DHF celem określenia zdolności związku do penetracji bariery 

krew-mózg, drugą z półkul przeznaczono do badań farmakodynamicznych. Z otrzyma-

nych wyników wykreślono krzywą zależności stężenia w czasie od podania 7,8-DHF 

w osoczu i tkance mózgowej, co przedstawia Rycina 14A dla podania dożylnego oraz na 

Rycina 14B dla podania doustnego. 

 Otrzymane wyniki wskazują na niekorzystny profil farmakokinetyczny 7,8-DHF 

u myszy. Przede wszystkim, jest to związane z szybką eliminacją 7,8-DHF z organizmu. 

Po podaniu dożylnym związek jest niewykrywalny zarówno w osoczu jak i w tkance mó-

zgowej (Rycina 14A). Ponadto, po podaniu doustnym 7,8-DHF osiąga maksymalne stę-

żenie w surowicy po 10 minutach od podania, po czym gwałtownie spada do poziomu 

poniżej detekcji po upływie 1 h (Rycina 14B). 7,8-DHF jest wykrywalny w mózgu po 

podaniu doustnym, co sugeruje zdolność związku do penetracji bariery krew-mózg. Nie-

mniej jednak, stężenie związku w mózgu myszy osiąga niski poziom, co pozwala twier-

dzić, że poziom ekspozycji tego narządu na 7,8-DHF jest niski. 

 Na podstawie wykreślonych krzywych stężenia związku dla podania p.o oraz i.v wy-

znaczono podstawowe parametry farmakokinetyczne tj.: Cmax (stężenie maksymalne), 

Tmax (czas, w którym osiągane jest Cmax) oraz AUC(0-t) (pole pod krzywą– parametr 

wskazujący na ogólny poziom ekspozycji organizmu na związek). Wyniki parametrów 

PK przedstawiono w Tabela 9.  

 Dodatkowo, w próbkach surowicy i mózgu wyznaczono poziom metabolitów 7,8-

DHF: 7-hydroksy-8-metoksyflawonu (7H8M-flawon) oraz 8-hydroksy-7-metoksyfla-

wonu (8H7M-flawon), gdyż istniejące przesłanki literaturowe wskazują na aktywny 

udział tych metabolitów w aktywacji receptora TrkB. Krzywe stężenia 7H8M-flawonu 

oraz 8H7M-flawonu po dożylnym oraz doustnym podaniu 7,8-DHF przedstawiono od-

powiednio na Rycina 14A oraz Rycina 14B, zaś wyznaczone parametry 
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farmakokinetyczne zawarto w Tabela 9. Z uwagi na ograniczenia bioanalityczne zwią-

zane z identyczną masą molekularną analitów, prezentowane wyniki dotyczą całkowitego 

stężenia obydwu metabolitów. Jak wynika z przeprowadzonych analiz, metabolity 7,8-

DHF są wykrywalne jedynie w surowicy, osiągając maksymalne stężenie po 5 minutach 

od podania dożylnego (Rycina 14A, Tabela 9) oraz po 10 minutach od podania doustnego 

(Rycina 14B, Tabela 9), co sugeruje szybką eliminację związku z organizmu. Metabolity 

7,8-DHF nie są wykrywane w mózgu zarówno po podaniu i.v. oraz p.o., co potwierdza 

niską ekspozycję tego narządu na związek oraz analizowane metabolity (Rycina 14A, 

Rycina 14B, Tabela 9).  

 

Rycina 14. Profil farmakokinetyczny 7,8-DHF w modelu mysim. (A) Wykres zmiany stężenia 7,8-DHF 

oraz jego metabolitów (7-hydroksy-8metoksyflawon oraz 8-hydroksy-7-metoksyflawon) w osoczu (lewa 

oś rzędnych) oraz mózgu myszy (prawa oś rzędnych) w jednostce czasu po dożylnym (i.v.) podaniu 

związku. W osoczu,7,8-DHF osiąga swoje stężenie maksymalne (Cmax) (16,72 ng/mL) po 5 minutach od 

podania i całkowicie zanika po upływie 1 godziny od podania. 7,8-DHF jest niewykrywalny w mózgu po 

podaniu dożylnym w dawce 1 mg/kg. Nie wykryto metabolitów 7,8-DHF zarówno w osoczu jak i mózgu 

myszy. (B) Wykres zmiany stężenia 7,8-DHF oraz jego metabolitów (7-hydroksy-8metoksyflawon oraz 8-

hydroksy-7-metoksyflawon) w osoczu (lewa oś rzędnych) oraz mózgu myszy (prawa oś rzędnych) w jed-

nostce czasu po doustnym (p.o.) podaniu związku. 7,8-DHF osiąga maksymalne stężenie w osoczu (77,42 

ng/mL) po 10 min od podania i zanika po upływie 2 h. Metabolity są wykrywalne w osoczu do 4 h od 

podania 7,8-DHF osiągając swoje Cmax (34,68 ng/mL) po 10 minutach. Stężenie 7,8-DHF w mózgu osią-

gają swoje maksimum (6, 35.ng/mL) po 10 minutach od doustnego podania związku i zanika po upływie 

2 h. Nie wykryto metabolitów 7,8-DHF w mózgu. Słupki błędów prezentują SD. Każda z grup ekspery-

mentalnych liczyła po cztery osobniki (n=4) na każdy z punktów czasowych dla podania dożylnego i do-

ustnego. 
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Tabela 9. Parametry farmakokinetyczne 7,8-DHF oraz jego metabolitów w mózgu oraz osoczu 

myszy po dożylnym (i.v.) i doustnym (p.o.) podaniu związku. 

 7,8 -DHF i.v. (1 mg/kg) 7,8 -DHF p.o. (50 mg/kg) 

  AUC(0-t) Cmax Tmax (h) AUC(0-t) Cmax Tmax (h) 

OSOCZE 7,8-DHF N/D N/D N/D 20.9 72.42 

ng/mL 

0.16 

7H8M-flawon 

8H7M-flawon 

2.2 16.72 

ng/mL 

0.08 61.8 34.68 

ng/mL 

0.16 

MÓZG 7,8-DHF N/D N/D N/D 5.2 6.35 

ng/g 

0.16 

7H8M-flawon 

8H7M-flawon 

N/D N/D N/D N/D N/D N/D 

Cmax- stężenie maksymalne 

Tmax- czas, w którym związek osiąga swoje Cmax 

AUC(0-t)- pole pod krzywą. Wyniki odnoszą się do krzywych z Ryc. 15A-B. 

N/D- niemożliwe do określenia 

7H8M-flawon (7-hydroksy-8metoksyflawon); 8H7M-flawon (8-hydroksy-7-metoksyflawon) 

 

4.8.2. Analiza farmakodynamiczna ex vivo w tkankach mózgowych myszy 

po doustnym podaniu związku.  

W dalszej kolejności zbadano efekt farmakodynamiczny 7,8-DHF ex vivo. Analizowano 

poziom aktywacji TrkB i zależnych ścieżek sygnałowych w strukturach mózgowych my-

szy. 

 Badania przeprowadzono na materiale pozyskanym podczas badania farmakokine-

tycznego. Do eksperymentów wykorzystano tkanki osobników, które otrzymały związek 

doustnie, gdyż jedynie dla tego podania wykazano obecność związku w mózgu (patrz 

podrozdział 4.8.1). Z wyizolowanych półkul mózgowych wypreparowano hipokamp oraz 

korę czołową, w których oceniano wpływ 7,8-DHF na aktywację receptora TrkB oraz 

ścieżek sygnałowych PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2 po 30 min i 2h od podania związku oraz 

nośnika. Hipokamp i kora czołowa to struktury mózgowe, które zgodnie z piśmiennic-

twem wykazują najwyższy poziom białka TrkB [210]. W związku z czym, efekt działania 

7,8-DHF na TrkB powinien być widoczny szczególnie w tych strukturach.  

 Wyniki z przeprowadzonych analiz wskazują, że 7,8-DHF podany w dawce 50 mg/kg 

oraz stężenie, jakie osiąga w mózgu, nie powoduje fosforylacji receptora TrkB zarówno 



 

84 

 

WYNIKI 

w korze czołowej (Rycina 15A) jak i hipokampie myszy (Rycina 15B) w badanych punk-

tach czasowych. Brak efektu aktywacji TrkB po podaniu 7,8-DHF wyraża się także na 

poziomie ścieżek sygnałowych, gdyż nie obserwuje się wzrostu fosforylacji białek 

PLCγ1, Akt1 oraz ERK1/2. Równocześnie, nie można jednoznacznie określić wpływu 

metabolitów 7,8-DHF na analizowany efekt farmakodynamiczny, ponieważ jak wynika 

z analizy PK, stężenie 7H8M-flawonu oraz 8H7M-flawonu w mózgach analizowanych 

myszy znajdowało się poniżej progu detekcji (patrz podrozdział 4.8.1).  

 

Rycina 15. Analiza farmakodynamiczna w tkankach mózgowych myszy po doustnym podaniu 7,8-

DHF. Pozyskane podczas badania farmakokinetycznego tkanki mózgowe (kora czołowa i hipokamp) po-

służyły do oceny efektu farmakodynamicznego 7,8-DHF po 30 min i 2 h od doustnego podania związku 

(50mg/kg). Analizowano ścieżkę sygnałową zależną od receptora TrkB (schemat Ryc.6A) wykorzystując 

w tym celu metodę Western blot, stosując procedurę analogicznie jak w Ryc.6. 7,8-DHF a także potencjal-

nie jego metabolity nie wpływają pozytywnie na poziom fosforylacji receptora TrkB oraz białek efektoro-

wych (PLCγ1, Akt1, ERK1/2) w korze czołowej (A) oraz hipokampie (B) w analizowanych punktach cza-

sowych. Rycina przedstawia reprezentatywny wynik analizy Western blot. Eksperyment wykonano 

w trzech powtórzeniach, a liczebność grupy wynosiła 4 osobniki/punkt czasowy (n=4). 
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 Na podstawie wyników badań in vivo można stwierdzić, że 7,8-DHF jest związkiem 

o niekorzystnym profilu farmakokinetycznym i wykazującym niską biodostępność u my-

szy. Jednakże, nie można jednoznacznie ustalić, czy brak obserwowanej aktywności 

TrkB po ostrym podaniu 7,8-DHF jest wypadkową niskiej ekspozycji mózgu na działanie 

7,8-DHF, czy też dlatego, że związek nie wykazuje cech agonisty TrkB.  

4.9. Określenie selektywności 7,8-DHF względem szerokiego panelu celów mole-

kularnych. 

W celu kompleksowej charakterystyki farmakologicznej 7,8-DHF zbadano selektywność 

wiązania związku z innymi celami molekularnymi. W świetle uzyskanych wyników in 

vivo, wydaje się być całkiem prawdopodobne, że publikowany efekt farmakologiczny 

7,8-DHF udowodniony w licznych modelach in vivo nie wynika jedynie z jego interakcji 

z receptorem TrkB [211].  

Badanie selektywności 7,8-DHF przeprowadzono w ramach panelu BioPrint® Profile 

Panel (Eurofins). Profilowanie farmakologiczne uwzględniało przetestowanie 133 róż-

nych celów molekularnych. Eksperymenty polegały na wyznaczeniu wpływu 7,8-DHF 

na inhibicję wiązania związku kontrolnego, specyficznego dla danego celu molekular-

nego.  

W Tabela 10 zebrano otrzymane wyniki odziaływania 7,8-DHF z celami molekular-

nymi dla których wykazano istotny (> 50%) stopień inhibicji wiązania specyficznego 

związku kontrolnego. Wykazano, że 7,8-DHF oddziałuje z 12 celami molekularnymi. 

7,8-DHF wypiera bądź łączy się w miejscu wiązania agonistów m.in. dla receptorów ade-

nozynowych A1, A2A oraz A3, receptorem dla melatoniny typu 3 (MT3), receptorem sero-

toninowym typu 2B (5-HT2B) oraz GABA-ergicznym kanałem jonowym w miejscu wią-

zania dla benzodiazepin (BZD). 7,8-DHF hamuje wiązanie antagonisty receptora adeno-

zynowego A2A oraz inhibitorów dla enzymów: oksydazy ksantynowej, cyklooksygenazy 

typu 2 (COX2), metaloproteinaz 9 i 2 (MMP-9, MMP-2) oraz kinazy Lyn A. Wyniki 

wiązania 7,8-DHF ze wszystkimi analizowanymi celami molekularnymi zawarto w Ta-

beli Z3 w części Załączniki. Na podstawie powyższych wyników można stwierdzić, że 

7,8-DHF wykazuje niską selektywność farmakologiczną i jest zdolny do interakcji z wie-

loma celami molekularnymi. 
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Tabela 10. Wyniki selektywności 7,8-DHF względem różnych celów molekularnych. 7,8- 

DHF w stężeniu 10 µM został przebadany w panelu BioPrint® (badanie zewnętrzne, Eurofins). 

Eksperyment obejmował badanie wiązania 7,8-DHF z białkami należącymi do różnych rodzin 

w tym: receptory sprzężone z białkami G, transportery, kanały jonowe, receptory jądrowe, kinazy 

oraz enzymy niebędące kinazami. W tabeli zawarto wyniki dla celów molekularnych, wobec któ-

rych 7,8-DHF w stężeniu 10 µM wykazywał więcej niż 50% inhibicji wiązania specyficznego dla 

kontroli. 

Cel molekularny Badany charakter 

odziaływania 

Rodzina % Inhibicji wiązania 

specyficznego dla 

kontroli 

A1 Agonista  Receptor 99 

Oksydaza ksantynowa Inhibitor Enzym niebędący kinazą 91,5 

MT3 (ML2) Agonista Receptor 86 

COX2 Inhibitor Enzym niebędący kinazą 81,6 

A2B Antagonista  Receptor 78,3 

A2A Agonista Receptor 74,9 

MMP-9 Inhibitor Enzym niebędący kinazą 72 

BZD Agonista  Kanał jonowy 70,6 

A3 Agonista  Receptor 68,2 

MMP-2 Inhibitor Enzym niebędący kinazą 56,5 

Kinaza Lyn A Inhibitor Kinaza 52,6 

5-HT2B Agonista  Receptor 50,2 
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5. DYSKUSJA 

Nadrzędnym celem pracy doktorskiej realizowanej w ramach programu Doktorat Wdro-

żeniowy była próba identyfikacji innowacyjnych cząsteczek, zdolnych do wiązania i ak-

tywacji receptora TrkB, które równocześnie naśladowałaby efekty wywoływane przez 

BDNF. Dodatkowo z uwagi na podniesione w literaturze wątpliwości dotyczące aktyw-

ności ortosterycznej TrkB dla związków referencyjnych dokonano szczegółowej charak-

terystyki tych cząsteczek w odniesieniu do ich powinowactwa, aktywacji TrkB oraz wła-

ściwości funkcjonalnych. Powyższe założenia badawcze zrealizowano poprzez zastoso-

wanie innowacyjnej platformy badawczej polegającej na wykorzystaniu odpowiednich 

technik przesiewowych oraz testów funkcjonalnych do identyfikacji cząsteczek- poten-

cjalnych agonistów TrkB spośród biblioteki związków o zróżnicowanych chemotypach. 

Opracowana platforma badawcza stanowi dodatkową, aplikacyjną wartość projektu, 

która potencjalnie może zostać skomercjalizowana. Ponadto, w pracy szczególną uwagę 

poświecono 7,8-DHF, uznawanego w literaturze jako najlepiej działający małocząstecz-

kowy agonista TrkB. Określono dla niego najważniejsze parametry farmakologiczne od-

noszące się do jego właściwości farmakokinetycznych i farmakodynamicznych i do nie-

znanych dotąd interakcji z innymi białkami.  

Niniejsza rozprawa jest odpowiedzią na narastającą potrzebę medyczno-społeczną 

związaną z poszukiwaniem innowacyjnych terapii, mogących znaleźć zastosowanie w le-

czeniu depresji. Biologiczne funkcje jakie BDNF pełni w organizmie sprawiają, że szlak 

BDNF-TrkB jest atrakcyjnym i obiecującym celem do rozwijania nowych terapii celo-

wanych, wykorzystujących związki małocząsteczkowe jako agonistów TrkB. Rozwój te-

rapii opartej na związkach chemicznych będących mimetykami BDNF wydaje się być 

dodatkowo uzasadniony z uwagi na niemożność wykorzystania BDNF jako autonomicz-

nej terapii, mimo iż wiele prac naukowych wskazuje na leczniczy potencjał BDNF w cho-

robach neuropsychiatrycznych [9,10,212]. 

 Projekt rozpoczęto od przeprowadzenia badań przesiewowych związków małoczą-

steczkowych ukierunkowanych na cel molekularny (target-based screen). Przedmiotem 

badań była biblioteka 987 związków chemicznych o 17 różnych chemotypach. Celowo 

i zgodnie z przyjętą praktyką zadbano o heterogenność struktur chemicznych, aby moż-

liwie jak najbardziej zwiększyć prawdopodobieństwo identyfikacji związków 
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oddziałujących z exTrkB [213]. W tym celu przeprowadzono badania przesiewowe z wy-

korzystaniem termoforezy mikroskalowej– metody szeroko stosowanej w kampaniach 

badawczych związanych z poszukiwaniem nowych kandydatów na lek [214,215]. 

Z uwagi na średnią przepustowość aparatu do mierzenia termoforezy w mikroskali, wiel-

kim wyzwaniem byłoby określenie stałej dysocjacji (Kd) dla wszystkich dysponowanych 

molekuł. Dlatego też, do badań przesiewowych wykorzystano podejście, w którym okre-

ślono parametr amplitudy odpowiedzi MST badanego związku, definiowany jako różnica 

poziomu fluorescencji pomiędzy sygnałem bazowym (exTrkB-DMSO), a kompleksem 

exTrkB-związek, który badano w jednym zadanym stężeniu. Zastosowana strategia po-

zwoliła odrzucić z dalszych analiz związki niewykazujące powinowactwa do receptora 

oraz zidentyfikować 214 cząsteczek, które wykazują interakcje z exTrkB. Z tej puli 

związków do kolejnego etapu wybrano 181 cząsteczek, które znajdowały się w przedziale 

większym bądź równym ± 0,5 (SD) dla średniej wartości amplitudy odpowiedzi MST.  

 W kolejnym kroku, dla wyselekcjonowanych związków wyznaczono stałą dysocjacji, 

co pozwoliło uszeregować związki pod względem najlepszego odziaływania z exTrkB. 

Niemniej jednak, dla części cząsteczek mimo wyznaczenia parametru amplitudy MST, 

nie udało się określić wartości Kd, co świadczy o braku odziaływania związku z celem 

molekularnym. Powodem takiego stanu rzeczy może być możliwość otrzymania wyni-

ków fałszywie dodatnich na etapie badań przesiewowych. Niewykluczone bowiem, że 

zastosowane stężenie związku (0,5 mM), przy którym wyznaczano poziom amplitudy 

odpowiedzi MST, mogło być na tyle wysokie, że badany związek zdołał niespecyficznie 

wchodzić w interakcje z celem molekularnym, co z kolei wywarło efekt na zmianę po-

ziomu fluorescencji podczas MST. Ryzyko związane z otrzymaniem wyników fałszywie 

dodatnich nie jest rzadkim zjawiskiem i nie stanowi ograniczenia samej metody MST 

[214,215]. Wiele technik wykorzystywanych do biofizycznej charakterystyki oddziały-

wań pomiędzy cząsteczkami obarczona jest ryzykiem dostarczania fałszywie dodatnich 

bądź ujemnych wyników, na co zwracają uwagę eksperci [216,217]. Ponadto, istotą te-

stów o wysokiej przepustowości (HTS) jest możliwość oceny jak największej ilości 

związków w jak najkrótszym czasie, co można osiągnąć m.in. poprzez zastosowanie jed-

nego stężenia związku w badaniach (jak w przypadku single-point MST). Tak więc se-

lekcja związków stanowiących populację wyników fałszywie dodatnich bądź ujemnych 

nie jest istotnym problemem, gdyż potencjał takich cząsteczek jest następnie 
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weryfikowany w kolejnych etapach (np. określenie wartości Kd). Zastosowane podejście 

i przeprowadzone doświadczenia pozwoliły usunąć z dalszych kosztownych i czaso-

chłonnych analiz in vitro cząsteczki o słabym rokowaniu. Z początkowej puli 214 związ-

ków, dla których zarejestrowano różnicę amplitudy MST, 181 cząsteczek zakwalifiko-

wano do wyznaczenia Kd. Jednakże, ostateczne analizy wykonano dla 113 związków (68 

związków usunięto z analiz z uwagi na słabą rozpuszczalność) a wartości Kd z sukcesem 

wyznaczono dla 64 cząsteczek.   

Do kolejnych analiz wybrano 59 związków będących w przedziale Kd 0,1-450 µM. 

Potencjał wyselekcjonowanych cząsteczek został zweryfikowany w teście na aktywność 

ortosteryczną wobec TrkB w modelu komórkowym SN56 T48 do czego wykorzystano 

metodę ELFI. Wyniki uzyskane dla BDNF potwierdzają użyteczność testu do oceny ak-

tywności związków, gdyż z sukcesem wyznaczono wartość EC50, przy której BDNF in-

dukuje fosforylację TrkB (EC50= 4 nM). Identyfikacja aktywnych związków, zdolnych 

indukować fosforylację TrkB była kluczowa na tym etapie projektu, determinując jego 

kontynuację i możliwość dalszego rozwoju cząsteczek. Niemniej jednak, żaden z bada-

nych innowacyjnych związków nie indukował fosforylacji TrkB. Otrzymane wyniki 

w konfrontacji z wynikami Kd zdają się wskazywać na niespecyficzne wiązanie cząste-

czek, w miejscu innym niż wymagane do ortosterycznej aktywacji TrkB. Jak dotąd nie 

udało się ustalić struktury krystalicznej pełnego kompleksu TrkB-BDNF, niemniej wska-

zano, że miejscem dokowania ligandów dla receptora TrkB jest domena Ig2 [92,218]. 

Użyta w doświadczeniach zewnątrzkomórkowa domena TrkB (exTrkB) o pełnej długości 

zawiera więc postulowaną sekwencję wiążącą dla ortostatycznych agonistów, co dodat-

kowo potwierdzają wyniki Kd uzyskane dla BDNF (93 nM). Podsumowując, żadna z in-

nowacyjnych cząsteczek testowana w obrębie 17 różnych chemotypów nie była zdolna 

wiązać się z receptorem w miejscu krytycznym dla ortosterycznej aktywacji TrkB, co 

potwierdzono w modelu linii komórkowej SN56 T48 z nadekspresją receptora TrkB. 

Otrzymane negatywne wyniki stanowiły podstawę do zaprzestania dalszego rozwoju 

związków innowacyjnych jako potencjalnych kandydatów na lek. 

 Prezentowane tu badania przesiewowe nie są pierwszą próbą identyfikacji małoczą-

steczkowych agonistów TrkB, które zakończyły się niepowodzeniem. Boltaev i wsp., 

(2017) do badań przesiewowych wykorzystali komercyjnie dostępne platformy in vitro, 

poszukując związków aktywnych pośród biblioteki ponad 40 tysięcy związków 
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chemicznych. Pierwsza faza badań (ang. primary screening) doprowadziła do identyfika-

cji 335 związków aktywnych w modelu linii komórkowej U2OS-TrkB( DiscoverX 

PathHunter), jednakże badacze nie uzyskali żadnej cząsteczki zdolnej do aktywacji TrkB 

w pierwotnych hodowlach neuronów [200]. Autorzy nie zaobserwowali też aktywności 

in vitro dla opublikowanych wówczas agonistów TrkB: 7,8-DHF, LM22-A4, deoksyge-

dunina – co stanowiło potwierdzenie wyników uzyskanych przez Todd i wsp. (2014) 

[199]. Aktywność związków 7,8-DHF, NAS, LM22-A4 względem TrkB została zakwe-

stionowana wcześniej, gdyż zgodnie z badaniami Todd i in., 2014 związki te nie wyka-

zywały aktywności w modelach linii komórkowych (DiscoverX i PathHunter) oraz pier-

wotnych hodowlach neuronalnych. Niemniej jednak do tej pory nie przeprowadzono ho-

listycznych badań, które jednocześnie dostarczyłyby informacji o interakcji z TrkB oraz 

właściwościach funkcjonalnych in vitro dla omawianych związków oraz tych o postulo-

wanej aktywności ortosterycznej TrkB. Dlatego też, w niniejszej pracy przeprowadzono 

kompleksowe, wielopoziomowe badania ustalające właściwości opublikowanych związ-

ków referencyjnych w kontekście modulacji TrkB oraz naśladowania funkcji BDNF. Do 

badań wybrano małocząsteczkowe związki chemiczne o potwierdzonej literaturowo ak-

tywności względem TrkB: 7,8,3’-THF, 4’-dimetylamino-7,8-DHF, DMAQ-B1, GSB-

106, LM22-A4, LM22-B10, HIOC, NAS, OSSK-495385 oraz te o postulowanej aktyw-

ności ortosterycznej: izokumaryna, NSI-189 oraz cząsteczki o numerach wewnętrznych 

CPL503052, CPL503071, CPL503113 (nazwa systematyczna zawarta w Tabeli 5). Do 

związków referencyjnych należy także wiodący i szeroko opisany w literaturze związek 

7,8-DHF, który szczegółowo zostanie omówiony w dalszej części rozdziału.   

 Dla części badanych związków referencyjnych nie udało się wyznaczyć wartości Kd, 

co stanowiło pierwszą przesłankę wskazującą na ograniczone funkcje związków jako 

agonistów TrkB. Brak interakcji z exTrkB wykazano dla 7,8,3-THF, 4’-dimetylamino-

7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, HIOC, NAS, izokumaryny oraz NSI-189. Otrzymane 

wyniki pozwalają przypuszczać, że wymienione związki małocząsteczkowe także nie ak-

tywują funkcjonalnie receptora TrkB. Przeprowadzone analizy wykazały, że aktywność 

ortosteryczną in vitro w modelu SN56 T48 zaobserwowano jedynie dla DMAQ-B1, 

CPL503052, CPL503071 oraz CPL503113. Co zaskakujące, związki referencyjne, dla 

których zaobserwowano interakcje z exTrkB, czyli OSK495385 oraz LM22-B10, także 

nie powodowały wzrostu fosforylacji TrkB w komórkach SN56 T48. Otrzymane wyniki 
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pokazują, że OSK495385 i LM22-B10 nie wchodzą w interakcję z receptorem w odpo-

wiedni sposób, co oznacza że związki te nie wiążą się z receptorem w miejscu koniecz-

nym dla aktywacji TrkB, stąd też nie aktywują ortostatycznie receptora TrkB in vitro.  

 Uzyskane negatywne wyniki skłoniły do weryfikacji hipotezy, która zakładała, że re-

ferencyjne związki małocząsteczkowe mogą funkcjonować jako allosteryczne modula-

tory TrkB. Dane literaturowe wskazują na aktywność in vitro związków 7,8,3-THF, 4’-

dimetylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, HIOC, NAS. Tak więc niewykluczone, że 

allosteryczna modulacja TrkB może stanowić fundament mechanizmu działania tych 

związków w warunkach in vitro. Z punktu widzenia farmakologicznego taka właściwość 

cząsteczek byłaby również pożądana [219,220]. Niska aktywność TrkB spowodowana 

niskim poziomem BDNF w stanach chorobowych, mogłaby zostać przywrócona właśnie 

na drodze allosterycznej modulacji. Taka strategia stanowi podstawę wielu terapii celo-

wanych w przypadku innych celów molekularnych, takich jak receptory wapniowe CaSR 

(cynakalcet), GABAA (diazepam, alaprazol, breksanolon) oraz receptory Sig1R (fenyto-

ina) [221–223]. Ponadto, postuluje się, że niektóre antydepresanty tj. imipramina czy flu-

oksetyna mogą allosterycznie modulować sygnalizację BDNF [224]. 

 W związku z powyższym, komórki SN56 T48 stymulowano BDNF w obecności 

związku małocząsteczkowego po czym oceniano wpływ badanych związków na poziom 

fosforylacji TrkB i przesunięcie krzywej odpowiedzi komórek. Otrzymane wyniki oba-

lają przyjętą hipotezę i wskazują na brak potencjału związków referencyjnych do alloste-

rycznej modulacji ścieżki BDNF-TrkB. Wyniki moich badań po raz kolejny dostarczyły 

dowodów na to, że aktywność związków referencyjnych: 7,8,3-THF,  

4’-dimethylamino-7,8-DHF, GSB-106, LM22-A4, HIOC, NAS, izokumaryna oraz NSI-

189, względem receptora TrkB jest ograniczona. 

 Dimeryzacja monomerycznych podjednostek receptora pod wpływem liganda sta-

nowi kanoniczny model aktywacji receptorów RTK. Zarówno BDNF jak i inne ligandy 

TrkB (NT4/5) indukują tworzenie dimeru kompleksu receptora, co determinuje dalszą 

transdukcję sygnału [110,225]. Aby możliwie jak najlepiej scharakteryzować związki re-

ferencyjne oraz zweryfikować ich potencjał do aktywacji receptora TrkB, postanowiono 

sprawdzić, czy związki drobnocząsteczkowe są w stanie indukować dimeryzację TrkB– 

podobnie jak BDNF. Badania przeprowadzono z wykorzystaniem domeny 
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zewnątrzkomórkowej TrkB, którą inkubowano z badanymi ligandami a następnie roz-

dzielono w warunkach natywnych. Wykazano brak zdolności związków małocząstecz-

kowych do indukowania dimeryzacji exTrkB. Otrzymane wyniki pozwalają przypusz-

czać, że badane związki nie powodują również dimeryzacji receptora o pełnej długości 

(TrkB-FL). Należy pamiętać, że istnieją różnice w globalnej strukturze pomiędzy recep-

torem TrkB o pełnej długości a samą domeną zewnątrzkomórkowa użytą w doświadcze-

niach (exTrkB), co mogło być powodem otrzymania takiego wyniku. Niemniej jednak 

udowodniono, że ligandy receptorów kinaz tyrozynowych nie powodują reorganizacji 

struktury receptora na całej jego długości. Sekwencje linkerowe pomiędzy poszczegól-

nymi domenami są sztywne i nieustrukturyzowane, dzięki czemu domeny ICD i ECD 

mogą zmieniać konformacje w sposób niezależny [107,108]. Wprawdzie wykazano, że 

pozakomórkowy motyw przybłonowy (EJM) w strukturze TrkB utrudnia tworzenie di-

meru [226], co w przypadku użytego tu exTrkB nie mogło mieć miejsca, gdyż rekombi-

nowane białko jest pozbawione tej sekwencji. Także obecność form heterodimerycznych 

TrkB-FL/TrkB-T1 w błonie komórkowej neuronów sugeruje, że dimeryzacja może za-

chodzić nawet wtedy, gdy monomery nie współdzielą 100% homologii w sekwencji ami-

nokwasowej [84,85,227]. Widać zatem, że badanie właściwości ligandów do indukowa-

nia dimeryzacji jedynie zewnątrzkomórkowej domeny TrkB jest możliwe i uzasadnione. 

Otrzymany wynik dla BDNF wspiera zastosowane podejście, ponieważ wykazano jego 

zdolność do dimeryzacji exTrkB. W świetle zaprezentowanych wyników, można zatem 

powiedzieć, że związki referencyjne (7,8,3-THF, 4’-DMA-7,8-DHF, GSB-106, LM22-

A4, HIOC, NAS, izokumaryna oraz NSI-189) nie naśladują funkcji BDNF i nie są ago-

nistami TrkB, ponieważ nie powodują jego dimeryzacji. Ponadto, jak już wcześniej wspo-

mniano badane związki nie powodowały także ortosterycznej aktywacji TrkB. Dalsze 

wyniki wspierają to odkrycie. Komórki linii SN56 T48 nie odpowiadają na stymulację 

wspomnianymi związkami referencyjnymi, oraz nie zaobserwowano pobudzenia ścieżek 

sygnałowych związanych z fosforylacją PLCγ1, ERK1/2 i Akt w tych komórkach. Otrzy-

mane wyniki są spójne z obserwacjami Todd i wsp., (2014) oraz Boltaev i wsp., (2017) 

[199,200]. Autorzy wykazali brak aktywności, opisanych wcześniej, związków małoczą-

steczkowych in vitro w modelach komórkowych U2OS (PathHunter Assays DiscoverX), 

CHO K1 (Cell Sensor, Life Technologies) i pierwotnych komórkach neuronalnych. Dane 

te wskazują na brak aktywności związków względem receptora TrkB. Przytoczone tu 
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wyniki pozwalają poddać pod wątpliwość zasadność stosowania wspomnianych tu 

związków jako referencyjnych agonistów TrkB.  

 Ciekawą obserwację stanowią wyniki otrzymane dla związków DMAQ-B1, 

CPL503052, CPL503071, CPL503113. Pomimo wykazanej efektywności cząsteczek 

w teście na aktywność ortosteryczną, nie powodują one dimeryzacji fragmentu receptora, 

exTrkB. Pozwala to przypuszczać, że związki mogą aktywować TrkB alternatywnie, ina-

czej niż określa to kanoniczny mechanizm aktywacji TrkB.  Najnowsze doniesienia nie 

wykluczają możliwości istnienia równoległych, niezależnych od dimeryzacji TrkB me-

chanizmów prowadzących do aktywacji receptora i zależnej od niego kaskady sygnało-

wej [111]. Postulowany tryb działania zakłada, że BDNF jest w stanie aktywować pre-

zentowane na błonie plazmatycznej monomery receptora TrkB. W wyniku tej interakcji 

dalsza transdukcja sygnału może zachodzić dwutorowo. Po pierwsze, aktywny monomer 

TrkB związany z BDNF bezpośrednio aktywuje ścieżkę sygnałową ERK1/2. Po drugie, 

kompleks monomer TrkB-BDNF ulega endocytozie z udziałem dyneiny i zostaje upako-

wany w endosomach. Po osiągnięciu stanu wysycenia w przestrzeni endosomalnej do-

chodzi do dimeryzacji TrkB i gwałtownej aktywacji szlaku komórkowego PI3K-Akt 

[111]. Widać zatem, że w zależności od tego czy aktywacji ulega monomer czy dimer 

TrkB, BDNF może równocześnie bądź preferencyjnie indukować sygnalizację komór-

kową ERK1/2 bądź Akt. Autorzy postulują, że takie subkomórkowe zmiany przestrzenne 

w organizacji receptora mogą regulować specyficzną aktywność sygnalizacyjną BDNF, 

przystosowując amplitudę, czas trwania sygnalizacji oraz lokalizację w komórce [111]. 

Należy jednak podkreślić, że nie wiadomo, czy mechanizm ten jest uniwersalny dla 

wszystkich typów komórek. Niemniej jednak, konfrontując te obserwacje z wynikami 

uzyskanymi dla DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113, które pokazują, że 

związki powodują fosforylację TrkB, ale nie indukują dimeryzacji exTrkB, wysunięto 

hipotezę, że wspomniany powyżej model aktywacji monomerów TrkB może stanowić 

mechanizm działania w przypadku wymienionych związków małocząsteczkowych.  

 W związku z czym, w przedstawionej pracy sprawdzono, czy komórki SN56 T48 

specyficznie odpowiedzą na stymulację związkami i selektywnie uruchomią wewnątrz-

komórkowe szlaki sygnałowe PLCγ1, Akt i ERK1/2. Zaobserwowano, iż związki mało-

cząsteczkowe w zależności od stężenia indukują fosforylację receptora TrkB oraz wpły-

wają na wzrost fosforylacji białek PLCγ1, Akt i ERK1/2 jednocześnie. Nie 
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zaobserwowano selektywnej aktywacji ścieżek sygnałowych ERK1/2 bądź Akt1 po 15 

minutach podania, co mogłoby potwierdzić postulowany mechanizm działania dla 

DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113. Co więcej, odpowiedź komórek 

SN56 T48 na stymulację wspomnianymi związkami wydaje się być niespecyficzna i nie-

związana jedynie z aktywnością TrkB. Zastosowanie inhibitora K252a jedynie nieznacz-

nie wpłynęło wyciszająco na fosforylację białek sygnałowych, odwrotnie niż miało to 

miejsce w przypadku gdy komórkom podano równocześnie BDNF. Brak specyficzności 

działania związków potwierdzono w analogicznych eksperymentach, do których wyko-

rzystano zróżnicowane i niezróżnicowane komórki SH-SY5Y. Nie odnaleziono w pi-

śmiennictwie informacji dotyczących aktywności in vitro dla CPL503052, CPL503071 

oraz CPL503113 (nazwy systematyczne związków zawarte w Tabela 5). Szczątkowe 

dane literaturowe odnoszą się jedynie do aktywności związku DMAQ-B1, i są one spójne 

z wynikami otrzymanymi w niniejszej pracy. Wykazano, że DMAQ-B1 nieselektywnie 

aktywuje receptory o aktywności kinazy tyrozynowej. W stężeniach mikromolarnych, 

poza receptorem TrkB związek wykazuje aktywność względem receptora insulinowego, 

TrkA oraz TrkC [197,228]. Należy też dodać, że efektywność DMAQ-B1 została zaob-

serwowana w naiwnych komórkach linii CHO (komórki jajnika chomika chińskiego), 

w których związek powodował aktywację ścieżek sygnałowych MAPK i PI3K na drodze 

niezależnej od receptorów Trk [197]. Komórki CHO wykazują stosunkowo niewielki po-

ziom ekspresji receptorów insulinowych, a sama insulina oraz jej receptor pozostają bez 

bezpośredniego wpływu na aktywność Trk [197,229]. Widać zatem, że aktywność 

DMAQ-B1 nie ogranicza się jedynie tylko do wspomnianych tu receptorów. Zarówno 

wyniki niniejszej pracy jak i przytoczone badania pozwalają twierdzić, że DMAQ-B1 

wykazuje niską specyficzność, a pobudzenie wewnątrzkomórkowych ścieżek sygnało-

wych jest wynikiem interakcji związku także z celami molekularnymi innymi niż TrkB.  

 Obok funkcji regulujących wzrost i dojrzewanie neuronów, BDNF wykazuje także 

właściwości cytoprotekcyjne. Pozytywny wpływ BDNF na przeżywalność komórek zo-

stał udowodniony dla wielu populacji neuronów i typów komórek narażonych na zróżni-

cowane bodźce stresowe i neurotoksyny [60,230,231]. Idąc śladem fizjologicznych funk-

cji BDNF, związki małocząsteczkowe będące agonistami TrkB powinny także wykazy-

wać funkcje protekcyjne. Mimo iż w niniejszej pracy wykazano, że profil aktywności 

wyselekcjonowanych związków chemicznych nie spełnia kryteriów dla selektywnych 



 

95 

 

DYSKUSJA 

agonistów TrkB, postanowiono jednak eksperymentalnie zweryfikować, czy związki opi-

sane w literaturze jako agoniści TrkB, naśladują funkcjonalne efekty BDNF.  

 Do badania właściwości cytoprotekcyjnych cząsteczek zaadaptowano model zróżni-

cowanych komórek SH-SY5Y, w których indukowano apoptozę z użyciem neurotoksyny 

MPP+. Mechanizm cytotoksyczności MPP+ polega na inhibicji kompleksu I łańcucha od-

dechowego w mitochondriach neuronów, co prowadzi do powstania reaktywnych form 

tlenu i obniżenia poziomu ATP [232]. Długotrwała ekspozycja na neurotoksynę i zaini-

cjowany przez nią stres oksydacyjny powoduję wzrost markerów apoptotycznych w ko-

mórkach neuronalnych co doprowadza do ich śmierci [233,234]. Także w zróżnicowa-

nych komórkach SH-SY5Y, które stanowią model komórek neuronalnych, odnotowano 

bardzo duży spadek populacji żywych komórek po upływie 72 h inkubacji z 0,5 mM 

MPP+ co potwierdza słuszność zastosowania tego modelu do oceny właściwości neuro-

protekcyjnych związków [201,208]. Jak się spodziewano, BDNF zahamował efekt cyto-

toksyczny MPP+. W pracy wykazano, że wstępna stymulacja BDNF koreluje ze zwięk-

szoną przeżywalnością komórek po zaindukowaniu apoptozy neurotoksyną. Otrzymane 

wyniki są spójne z danymi literaturowymi mówiącymi o ochronnych właściwościach 

BDNF w stosunku do różnicowanych komórek SH-SY5Y traktowanych neurotoksyną 

MPP+ [201]. Nie zaobserwowano natomiast efektu cytoprotekcyjnego dla żadnych 

z przetestowanych związków małocząsteczkowych. Cytoprotekcyjny mechanizm BDNF 

jest bezpośrednio związany z aktywacją ścieżek sygnałowych, PI3K/Akt oraz 

MAPK/MEK [201,235]. Aktywne białko Akt odpowiada za sekwestrację i neutralizację 

proapoptotycznego białka Bad, co utrudnia utworzenie apoptosomu [66,235]. Wiadomo 

też, że ufosforylowane białka Akt, ERK1/2 oraz PLCγ1 uruchamiają ekspresję licznych 

genów, które przyczyniają się do przeżycia komórek w warunkach stresowych [66,119]. 

Analizy Western blot na zróżnicowanych komórkach SH-SY5Y wykazały wzrost fosfo-

rylacji ścieżek sygnałowych wpływających na cytoprotekcję po zastosowaniu BDNF oraz 

DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113. Jak już wspomniano, związki mało-

cząsteczkowe nie wykazywały efektu cytoprotekcyjnego w modelu zróżnicowanych SH-

SY5Y i MPP+. Zastosowane dawki związków w obu eksperymentach różnią się, z uwagi 

na rozciągnięty w czasie eksperyment badający cytoprotekcje, co może tłumaczyć brak 

obserwowanej efektywności związków. Niemniej jednak, co bardziej prawdopodobne, 

DMAQ-B1, CPL503052, CPL503071, CPL503113 nie wykazują właściwości 
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cytoprotekcyjnych, gdyż jak już omówiono wcześniej – efekt pobudzenia ścieżek sygna-

łowych wynika z niespecyficznego mechanizmu działania związków, co może tłumaczyć 

obserwowany efekt. Powyższe wnioski wspierają dostępne opublikowane dane, które po-

kazują że DMAQ-B1 –, w stężeniach mikromolarnych, powoduje cytotoksyczność 

w pierwotnych neuronach korowych oraz komórkach linii CHO, czyli wykazuje działanie 

przeciwne niż to dyskutowane tutaj [197,200]. 

 Do małocząsteczkowych związków chemicznych, identyfikowanych jako agonista 

receptora TrkB, należy także 7,8-dihydroksyflawon. Jest to wiodący związek referen-

cyjny pośród małocząsteczkowych agonistów TrkB, będący przedmiotem badań ponad 

270 prac naukowych zdeponowanych w bazie PubMed (https://pub-

med.ncbi.nlm.nih.gov/; stan na maj 2022). Liczne doniesienia naukowe wskazujące na 

zależne od TrkB terapeutyczne właściwości cząsteczki, stanowiły fundament i punkt wyj-

ścia do poszukiwania innowacyjnych agonistów TrkB, czego podjęto się w niniejszej 

pracy. Jak wspomniano wcześniej, badania nad rozwojem potencjalnych kandydatów na 

lek zakończono już na etapie funkcjonalnych testów in vitro, gdyż nie udało się zidenty-

fikować innowacyjnej molekuły o pożądanej aktywności ortosterycznej wobec TrkB. 

Dalsze badania i otrzymywane dane eksperymentalne kontrastowały z przyjętym w lite-

raturze imperatywem o ortosterycznej aktywności 7,8-DHF względem TrkB i potwier-

dzały obserwacje zaraportowane przez dwa inne zespoły badawcze, które również suge-

rują że aktywność małocząsteczkowych agonistów TrkB względem celu molekularnego 

nie jest bezdyskusyjna [199,200]. Wykazano wówczas, że 7,8-DHF jest pozbawiony ak-

tywności ortosterycznej TrkB w warunkach in vitro [199,200]. Widać zatem, że pier-

wotne i utrwalane w piśmiennictwie postulaty dotyczące relacji 7,8-DHF z receptorem 

TrkB w świetle powyższych obserwacji wymagają konfrontacji oraz ponownej ewalua-

cji. Potrzebę poznania farmakologii 7,8-DHF uzasadnia również sam fakt, iż związek 

wykazuje potencjał terapeutyczny, a to skupia zainteresowanie wielu środowisk nauko-

wych i stwarza możliwość aplikacji medycznej. Dlatego też, kolejnym zagadnieniem 

podjętym w niniejszej pracy była kompleksowa i wielopoziomowa charakterystyka 7,8-

DHF. W przeprowadzonych analizach badano interakcję 7,8-DHF z TrkB oraz aktywność 

funkcjonalną w modelach in vitro. Scharakteryzowano jego właściwości farmakokine-

tyczne i farmakodynamiczne oraz selektywność, a otrzymane wyniki skonfrontowano 

z opublikowanymi dotąd danymi. 
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 Z wykorzystaniem metody termoforezy mikroskalowej potwierdzono, że 7,8-DHF 

wiąże się z domeną exTrkB i wykazuje powinowactwo wiązania na poziomie 1,3 µM. 

W badaniach Jang i wsp., (2010b) oraz Liu i wsp., (2014) autorzy opisują powinowactwo 

wiązania 7,8-DHF w zakresie nanomolowym (wynoszącym odpowiednio 15,5 i 12,1 

nM). Różnice w powinowactwie wiązania wydają się wynikać z zastosowania różnych 

metod, ponieważ wartości Kd dla BDNF określone techniką MST były również wyższe 

niż te uzyskane metodą SPR (powierzchniowy rezonans plazmonów; ang. surface pla-

smone resonance) i wynosiły odpowiednio 93 i 1,7 nM [176,236]. Ponadto, w badaniach 

Jang i wsp., (2010b) przy użyciu testu ściągania (ang. pull down assay) wykazano zdol-

ność 7,8-DHF do indukowania dimeryzacji zewnątrzkomórkowej domeny TrkB [176]. 

W niniejszej pracy zastosowano metodę elektroforezy natywnej, aby potwierdzić zdol-

ność 7,8-DHF do dimeryzacji receptora exTrkB. Niemniej jednak nie zaobserwowano 

oczekiwanego efektu dimeryzacji dla badanego związku. 

 Prace źródłowe pokazują, że 7,8-DHF jest w stanie indukować autofosforylację TrkB, 

co z kolei prowadzi do aktywacji kaskady sygnałowej i fosforylacji białek Akt1 i ERK1/2 

w linii komórkowej SN56 T48 i neuronach pierwotnych [176,182]. Wyniki mojej pracy 

wskazują, że aktywacja receptora TrkB przez 7,8-DHF w linii komórkowej SN56 T48 

nie zachodzi, ani w trybie ortosterycznym, ani allosterycznym. Analizy z wykorzysta-

niem techniki Western blot potwierdzają również brak wpływu 7,8-DHF na aktywność 

białek efektorowych w komórkach linii SN56 T48 oraz zróżnicowanej SH-SY5Y. Po-

wyższe obserwacje potwierdzają wyniki uzyskane przez Boltayeva i in. (2017) oraz Todd 

i in. (2014), którzy nie zaobserwowali aktywności 7,8-DHF względem TrkB w innych 

modelach komórkowych in vitro– DiscoverX U2OS, PathHunter Assays oraz pierwot-

nych komórkach neuronalnych [199,200]. 

 W dalszych testach funkcjonalnych, w których oceniano właściwości cytoprotekcyjne 

7,8-DHF, również nie udowodniono efektywności związku. Jak wspomniano wcześniej, 

efekt cytoprotekcyjny wobec różnicowanych komórek SH-SY5Y w których indukowano 

toksyczność wykazano jedynie dla BDNF. Kilka grup badawczych wykazało, że 7,8-

DHF ma właściwości cytoprotekcyjne w różnych modelach indukowanej cytotoksyczno-

ści in vitro: 6-OHDA i MPP+ w komórkach PC-12 (linia komórkowa wyprowadzona 

z przeszczepowego szczurzego ogniska chromochłonnego), oraz glutaminianu w linii ko-

mórkowej mysich unieśmiertelnionych neuronów hipokampalnych HT-22 [237–239]. W 
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przytoczonych pracach, 7,8-DHF chronił komórki przed apoptozą w szerokim zakresie 

dawek (0,1–25 µM). Doświadczenia te nie były jednak przeprowadzone na zróżnicowa-

nych komórkach SH-SY5Y, w których TrkB ulega nadekspresji, co może tłumaczyć ob-

serwowane różnice. We wspomnianych badaniach cytoprotekcyjne działanie 7,8-DHF 

było skorelowane ze zwiększoną aktywnością oksygenazy hemowej 1 (HO-1) i dysmu-

tazy ponadtlenkowej (SOD) oraz inhibicją sygnalizacji szlaku JNK (kinaza domeny N-

końcowej białka Jun; ang. c-Jun N-terminal kinase (JNK) w komórkach PC-12, oraz 

zwiększonym poziomem glutationu w komórkach linii HT-22. Może to wskazywać na 

specyficzny dla linii komórkowej i niezależny od TrkB mechanizm działania, w którym 

7,8-DHF osiąga swój efekt cytoprotekcyjny. 

 Aby móc ostatecznie potwierdzić rolę receptora TrkB jako głównego mediatora efek-

tywności, 7,8-DHF przeprowadzono łączone badanie farmakokinetyczne i farmakodyna-

miczne na myszach. Pierwsze wzmianki literaturowe wskazują na zadowalającą biodo-

stępność 7,8-DHF i jego zdolność do penetracji bariery krew-mózg i wywierania efektu 

farmakologicznego. W badaniach przeprowadzonych przez Jang i wsp. (2010) związek 

7,8-DHF wykazywał działanie funkcjonalne na drodze zależnej od TrkB, zarówno po 

ostrym (5 mg/kg dla myszy knock-in TrkB F616A) jak i subchronicznym podaniu 

związku (myszom szczepu C57BL/6 w wodzie pitnej w dawce 5 mg/kg przez 14 dni) 

[179]. Jednak dalsze badania na myszach szczepu C57BL/6, CD1 i 5xFAD wykazały nie-

korzystne właściwości farmakokinetyczne 7,8-DHF. Dowiedziono wówczas, że związek 

co prawda jest biodostępny po podaniu doustnym, jednakże wykazuje on niską dostęp-

ność dla organizmu, ponieważ osiąga niskie wartości ekspozycji pomimo podania dużych 

dawek 7,8-DHF [183,240]. W opisanym w pracy badaniu farmakokinetycznym 7,8-DHF 

został podany myszom BALB/c drogą doustną oraz dożylną. 7,8-DHF nie został wykryty 

w osoczu i mózgu myszy po podaniu 1 mg/kg i.v., co sugeruje bardzo szybki proces eli-

minacji związku. Najprawdopodobniej proces ten zachodzi niezależnie od metabolizmu 

mikrosomów pierwszej fazy, o czym szerzej dyskutowano w pracy Pankiewicz i wsp., 

(2021) [241]. 7,8-DHF był wykrywalny w osoczu po podaniu doustnym (50 mg/kg), 

w którym osiągał stężenie 72,42 ng/mL. Stężenie 7,8-DHF w mózgu określono jako 10-

krotnie niższe niż w osoczu (Cmax = 6,35 ng/g), jednakże nie u wszystkich osobników 

wykryto związek w mózgu. Zgodnie z danymi literaturowymi, O-metylowane metabolity 

7,8-DHF mogą być częściowo odpowiedzialne za działanie farmakologiczne, ponieważ 
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aktywują one receptor TrkB (Liu i in., 2013). W moim badaniu metabolity 7,8-DHF: 7-

hydroksy-8-metoksyflawon oraz 8-hydroksy-7-metoksyflawon były wykrywane w oso-

czu osiągając stężenie maksymalne 34,64 ng/mL po podaniu doustnym, jednakże nie wy-

kryto ich w mózgu. 

 Dalsze analizy farmakodynamiczne z zastosowaniem techniki Western blot wykazały 

brak wpływu 7,8-DHF na aktywację TrkB (Tyr706) oraz fosforylację białek sygnałowych 

PLCγ1, Akt i ERK1/2 w próbkach hipokampa i kory czołowej myszy, w czasie 30 min 

i 2 godziny od podania związku. Należy zaznaczyć, że w niniejszym badaniu stężenie 

7,8-DHF w mózgach myszy BALB/c po podaniu doustnym było niższe niż wartości osią-

gane w innych badaniach i szczepach myszy [183,240]. Z tego powodu nie można jedno-

znacznie stwierdzić, czy brak obserwowanego efektu farmakodynamicznego jest spowo-

dowany niewystarczającą aktywnością 7,8-DHF wobec TrkB, czy też dlatego, że stężenie 

związku macierzystego i metabolitów było niewystarczające do pobudzenia receptora 

TrkB i związanych z nim ścieżek sygnałowych w mózgu myszy. 

 Ponieważ, pod wpływem 7,8-DHF, nie zaobserwowano aktywacji receptora TrkB 

i ścieżek sygnałowych in vitro i ex vivo, dimeryzacji exTrkB ani efektów funkcjonalnych, 

zdecydowano się ocenić profil selektywności 7,8-DHF. Zlecone badania w ramach pa-

nelu BioPrint® wykazały, że 7,8-DHF jest w stanie wiązać się z wieloma celami mole-

kularnymi, do których należą: receptory A1, A2A, A2B, A3, BZD, MT3 i 5-HT2B oraz 

białka COX2, MMP-2, MMP-9, kinaza Lyn A i oksydaza ksantynowa. Interakcja z więk-

szością wymienionych tu celów molekularnych może wpływać na aktywność ścieżek sy-

gnałowych zangazowanych w choroby neuropsychiatryczne. W szczególności odziały-

wanie z A1A, A2A, BZD lub COX-2 może wyjaśniać opisane w literaturze pozytywne 

efekty behawioralne powodowane przez 7,8-DHF [211,242–245]. Związki chemiczne 

modulujące szlak adenozynowy, w zależności od podtypu receptora, mogą przynosić ko-

rzystne efekty w terapii niektórych zaburzeń OUN, w tym np. epilepsji, bólu i niedo-

krwieniu mózgu. Receptory A1A zmniejszają transmisję pobudzających neurotransmite-

rów poprzez regulację homeostazy potasu, co prowadzi do zahamowania wydzielania 

glutaminianu w komórkach neuronalnych. Natomiast receptor A2A moduluje wrażliwość 

receptorów dopaminowych D2, głównie w neuronach prążkowia, co wpływa na funkcje 

psychomotoryczne [242]. Udowodniono klinicznie, że interakcja receptora GABAA wy-

wołuje działanie przeciwlękowe i przeciwdepresyjne poprzez odwracanie deficytów w 
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neurotransmisji monoamin w szlakach GABAergicznych [243]. Zahamowanie COX-2 

przez celekoksyb, znany niesteroidowy lek przeciwzapalny, odwraca deficyty behawio-

ralne wywołane przewlekłym nieprzewidywalnym stresem u szczurów. Ponadto inhibicja 

COX-2 z udziałem celekoksybu wykazała skuteczność w badaniach klinicznych z udzia-

łem pacjentów z depresją, co korelowało z działaniem przeciwzapalnym [244,246,247]. 

Niska selektywność 7,8-DHF wskazuje, że aktywność farmakologiczna obserwowana 

w licznych badaniach in vivo może wynikać z wielocelowego mechanizmu działania tej 

cząsteczki. Tak więc, w świetle powyższych odkryć, interpretacja dotychczasowych wy-

ników badań powinna być możliwie jak najbardziej ostrożna i wymaga szerszego kon-

tekstu, ponieważ efekt farmakologiczny 7,8-DHF może zależeć od interakcji z co naj-

mniej kilkoma celami molekularnymi. 

 Podsumowując przytoczone w rozprawie wyniki badań, należałoby się zastanowić, 

czy ortosteryczne miejsce wiązania receptora TrkB stanowi właściwy z punktu widzenia 

chemii medycznej farmakofor do poszukiwania potencjalnych leków. Podjęte próby iden-

tyfikacji aktywnych agonistów TrkB, zarówno z puli biblioteki związków jak i opisanych 

w literaturze molekuł nie przyniosły oczekiwanych rezultatów. W toku prowadzonych 

badań wielokrotnie wskazano na ograniczenia związków małocząsteczkowych jako se-

lektywnych agonistów TrkB, zarówno na poziomie interakcji z receptorem jak i efektów 

funkcjonalnych. Należy się zgodzić, że aktywność 7,8-DHF została wykazana w wielu 

badaniach przedklinicznych. Jednak do tej pory nie zgłoszono żadnych badań klinicznych 

oceniających aktywność farmakologiczną 7,8-DHF u ludzi (na podstawie www.clini-

caltrials.gov, stan na maj 2022 r). Pomimo kompleksowych analiz przeprowadzonych 

w tej pracy, nadal trudno jest jednoznacznie zidentyfikować mechanizmy, dzięki którym 

7,8-DHF osiąga efekty biologiczne. Jak pokazują wyniki, aktywność in vivo 7,8-DHF nie 

jest spowodowana bezpośrednią aktywacją TrkB, ale można ją przypisać innym celom 

molekularnym, potencjalnie aktywowanym przez cząsteczkę lub także przez jej metabo-

lity. W związku z powyższym, zarówno 7,8-DHF jak i pozostałe związki chemiczne, 

w przyszłych badaniach naukowych, powinny być ostrożnie traktowane i stosowane jako 

związki referencyjne w kontekście agonistów TrkB oraz naśladujące funkcje BDNF.  

Opracowana na potrzeby realizacji pracy doktorskiej platforma badawcza umożliwia 

selekcje oraz charakterystykę związków małocząsteczkowych jako agonistów TrkB, po-

zwalając na ich dalszy rozwój przedkliniczny. Niemniej jednak, warto zwrócić uwagę, że 
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wykorzystane w niniejszej pracy metody badawcze również mają pewne ograniczenia. 

Co prawda zastosowanie metody MST pozwoliło na wstępną selekcję związków i usze-

regowanie ich pod względem wartości Kd, jednakże na tym etapie nie było możliwe spre-

cyzowanie czy oddziaływanie zachodzi w odpowiednim miejscu w receptorze exTrkB, 

co rzutowało na uzyskanie sporej populacji wyników fałszywie dodatnich. Z kolei wyko-

rzystany w badaniach in vitro model komórkowy mysiej hybrydomy komórek neuronal-

nych przegrody i neuroblastomy (SN56) oraz zróżnicowanej linii komórkowej SH-SY5Y 

stanowi „sztuczny” model, w których białko TrkB ulega nadprodukcji. Zastosowane mo-

dele pozwoliły na charakterystykę związków pod względem ich aktywności ortosterycz-

nej bądź jako allosterycznych modulatorów TrkB. Ponadto, określono efekty funkcjo-

nalne związków i porównano je z właściwościami BDNF. Niemniej jednak, należy za-

znaczyć, że zastosowane modele nie odzwierciedlają w pełni warunków fizjologicznych, 

czy chociażby tych, które zachodzą w pierwotnych hodowlach neuronalnych, u których 

TrkB ulega naturalnej ekspresji- a to - mogło wpłynąć na otrzymane wyniki. Idąc dalej, 

określenie właściwości farmakologicznych na zwierzętach 7,8-DHF zostało przeprowa-

dzone tylko na jednym gatunku oraz szczepie- myszach BALB/c. W związku z czym, 

właściwości farmakokinetyczne/farmakodynamiczne mogły zostać nieprawidłowo osza-

cowane z uwagi na zmienność międzygatunkową.  

 Zaprezentowane wyniki własnych badań oraz dane literaturowe potwierdzają istnie-

jącą opinię, że receptor TrkB nie jest „łatwym” celem do opracowywania małocząstecz-

kowych agonistów. Stworzenie biodostępnego związku, który byłby ortosterycznym ago-

nistą TrkB i jednocześnie naśladował efekty BDNF wydaje się być sporym wyzwaniem, 

chociażby z uwagi na różnice pomiędzy masą molekularną tych cząsteczek. Zgodnie z re-

gułą Lipińskiego, związek charakteryzuje się zadowalającą biodostępnością systemową 

m.in. wtedy, gdy jego masa cząsteczkowa nie przekracza 500 Da [163]. Funkcjonalna, 

dimeryczna forma BDNF osiąga masę 28 kDa. Widać zatem jak spore są dysproporcje 

pomiędzy agonistą białkowym a małocząsteczkowym, co może być jedną z przyczyn nie-

powodzeń przy opracowywaniu aktywnych małocząsteczkowych agonistów TrkB. 

W oparciu o najnowsze odkrycia, allosteryczna modulacja TrkB oferuje nowe możliwo-

ści rozwoju potencjalnych leków [224]. Przyszłe badania i próby projektowania nowych 

związków chemicznych oddziałujących z TrkB powinny wykorzystać postulowane miej-

sce wiązania niektórych antydepresantów do skrzyżowanej domeny transbłonowej TrkB 
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[224]. Wspomniana kieszeń wiążąca stanowi obecnie proponowany farmakofor dla czą-

steczek celujących w szlak BDNF-TrkB. Warto podkreślić, że zastosowana w niniejszej 

pracy metodologia badawcza opracowana w ramach tzw. platformy badań przesiewo-

wych może zostać z powodzeniem wykorzystana do charakterystyki związków w kolej-

nych kampaniach związanych z rozwojem kandydatów na lek. 
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6. WNIOSKI 

Na podstawie przeprowadzonych badań można wyciągnąć następujące wnioski: 

 

i. Opracowano platformę do badań przesiewowych i charakterystyki funkcjonalnej 

cząsteczek oddziałujących z TrkB i potwierdzono jej funkcjonalność poprzez za-

stosowanie BDNF. Platformę można wykorzystać w przyszłych projektach ba-

dawczych i poszukiwaniach związków aktywujących TrkB. 

ii. Znacząca większość związków małocząsteczkowych opisanych w literaturze jako 

agoniści receptora TrkB nie wykazuje właściwości ortosterycznych ligandów 

TrkB (brak interakcji z receptorem oraz funkcjonalnej aktywności in vitro). 

iii. Spośród biblioteki 987 związków chemicznych, na drodze badań przesiewowych 

nie zidentyfikowano innowacyjnej cząsteczki, która jednocześnie wiązałaby się 

z TrkB i powodowała jego aktywację in vitro. 

iv. Związki małocząsteczkowe: DMAQ-B1, LM22A-4, LM22B-10, HIOC, 7,8-dihy-

droksyflawon, NSI-189, OSSK-495385, NAS, 7,8,3’-THF, 4’-DMA-7,8-DHF, 

GSB-106, izokumaryna CPL503052, CPL503071, CPL503113 nie pełnią funkcji 

allosterycznych modulatorów receptora TrkB w modelu linii komórkowej SN56 

T48. 

v. Związki DMAQ-B1, CPL503071 oraz CPL503113 jako jedyne aktywują receptor 

TrkB in vitro, równocześnie wykazując niespecyficzny mechanizm aktywacji 

ścieżek sygnałowych PLCγ1, Akt, ERK1/2, co nie przekłada się na właściwości 

cytoprotekcyjne związków. 

vi. 7,8-DHF nie wykazuje aktywności agonisty TrkB w modelach in vitro SN56T48 

oraz zróżnicowanej SH-SY5Y. 

vii. Brak obserwowanej aktywności TrkB i ścieżek sygnałowych w strukturach mó-

zgu myszy po podaniu 7,8 DHF może być związane z niekorzystnym profilem 

farmakokinetycznym tej cząsteczki u myszy u myszy. 

viii. 7,8-DHF wykazuje niską selektywność i oddziałuje z co najmniej dwunastoma 

celami molekularnymi. 
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Tabela Z1. Struktury chemiczne związków małocząsteczkowych. 

Nazwa związku Struktura 

7,8-dihydroksyyflawon 

(7,8-DHF) 

 

7,8,3’-trihy-

droksyflawon (7,8,3’-

THF) 

 

4’-dimetylamino-7,8-

DHF  

(4’-DMA-7,8-DHF) 

 
GSB-106 [OH-Suc-Ser-Lys-NH-(CH2)3-]2 

LM22-A4 
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LM22-B10 

 

HIOC 

 

NAS 

 

8-hydroksy-3-(4’-met-

hoksyfenylo)-izoku-

maryna 

(Izokumaryna) 

 

NSI-189 
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DMAQ-B1 

 

OSSK-495385 

 

CPL503052 

 

2,5-dihydroksy-3,6-

bis(1H-indol-3-

yl)cykloheksa-2,5-

diene-1,4-dion 
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CPL503071 

 

2,5-dihydroksy-3-

(1H-indol-3-yl)-6-

[7-(3-metylobut-2-

en-1-yl)-1H-indol-3-

yl]cycloheksaa-2,5-

diene-1,4-dion 

 

CPL503113 

 

2,5-dihydroksy-3-[7-

(3-methylobut-2-en-

1-yl)-1H-indol-3-

yl]cycloheksa-2,5-

diene-1,4-dion  
 

 

7-hydroksy-8-me-

toksyflawon  

(7H8M-flawon) 

 

7-metoksy-8-hy-

droksyflawon  

(7M8H-flawon) 
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Tabela Z2. Wyznaczone wartości stałej dysocjacji (Kd) z użyciem mikroskalowej termofo-

rezy kapilarnej. Wartość 0 oznacza brak oddziaływania. 

Związek Kd [µM] Związek Kd [µM] Związek Kd [µM] 

15770915 658 15771895 58 503-049-01 0 

15770764 540 503-143-06 55 15770749 0 

15770789 530 503-073-01 54,7 503-110-02 0 

15772279 487 15772074 54 503-054-02 0 

15772161 454 503-071-08 (MIX) 49,7 503-039-01 0 

15770738 450 15771938 45 503-146-07 0 

15772084 437 503-113-01 44,2 503-044-11 0 

15770816 409 15772026 40 15772288 0 

15770643 408 15772201 28,7 15770641 0 

15772332 384 503-071-08 25 503-013-01 0 

15770782 336 15772135 21,8 503-048-01 0 

503-125-03 305 15772089 19,7 15770807 0 

15772096 278 15772141 15,7 LM22-A4 0 

15770817 268 15770805 12,6 503-119-01 0 

15770808 254 15772080 10,4 503-070-01 0 

15772002 226 DMAQ-B1 5,6 HIOC 0 

15770916 207 15772115 5,4 15770832 0 

15770892 194 15772254 5,3 15770835 0 

15770722 189 15772271 4,81 15770806 0 

15770644 164 503-104-02 4,235 NSI-189 0 

15772674 149 503-112-01 3,8 503-125-04 0 

503-144-01 148 503-052-03 2,6 15772780 0 

15771979 137 OSK495385 2,32 15770845 0 

503-132-07-04 137 503-072-06 1,6 GSB-106 0 

15770706 136 7,8-DHF 1,3 503-133-01 0 

15770919 128 15772293 0,512 503-091-01 0 

15772181 128 15772236 0,054 503-023-02 0 

15770778 119 7,8,3’-THF 0 15772131 0 

15772812 109 503-109-01 0 15770879 0 

503-021-01 97 503-025-02 0 4’-N,N-dimetylo-7,8-DHF 0 

503-126-03 95 503-012-05 0 503-088-01 0 

15772123 94 503-034-02 0 15770867 0 

15772132 94 503-124-01 0 503-015-03 0 

15772248 94 503-144-01 0 15770639 0 

LM22-B10 83 15772188 0 503-016-04 0 

15772068 78,9 503-089-01 0 Isocumarin 0 

15772138 72,1 503-140-01 0 15770827 0 

15770812 60 NAS 0   
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Tabela Z3. Szczegółowe wyniki selektywności 7,8-DHF względem różnych celów moleku-

larnych. 7,8- DHF w stężeniu 10 µM został przebadany w panelu BioPrint® (badanie ze-

wnętrzne, Eurofins). Eksperyment obejmował badanie wiązania 7,8-DHF z białkami należącymi 

do różnych rodzin w tym: receptory sprzężone z białkami G, transportery, kanały jonowe, recep-

tory jądrowe, kinazy oraz enzymy niebędące kinazami. W tabeli zawarto szczegółowe wyniki dla 

każdego z analizowanych celów molekularnych. Wyniki prezentują % inhibicji wiązania specy-

ficznego dla kontroli.  

Cel molekularny 
Badany charak-

ter odziaływania 
Rodzina 

% Inhibicji wią-

zania specyficz-

nego dla związku 

kontroli 

Związek kon-

trolny 

µ (MOP) Agonista Receptor -2 [3H]DAMGO 

5-HT transporter Antagonista Transporter -4 [3H]imipramine 

5-HT1A Agonista Receptor -26 [3H]8-OH-DPAT 

5-HT1B Antagonista Receptor 3 [3H]GR125743 

5-HT1D Agonista Receptor -8 [3H]serotonin 

5-HT2A Agonista Receptor -4 [125I](±)DOI 

5-HT2B Agonista Receptor 50 [125I](±)DOI 

5-HT2C Agonista Receptor -4 [125I](±)DOI 

5-HT3 Antagonista Kanał jonowy -2 [3H]BRL 43694 

5-HT4e Antagonista Receptor -11 [3H]GR 113808 

5-HT6 Agonista Receptor -3 [3H]LSD 

5-HT7 Agonista Receptor 4 [3H]LSD 

A1 Agonista Receptor 99 [3H]CCPA 

A2A Agonista Receptor 75 3H]CGS 

A2B Antagonista Receptor 78 [3H]CPX 

A3 Agonista Receptor 68 [125I]AB-MECA 

Abl kinaza Inhibicja Kinaza 25 
ATP+Ulight-TK 

peptide 

ACE Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
5 

Abz-FRK(Dnp)-

P-OH 

ACE-2 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
-8 

Mca-Tyr-Val-

AlaAsp-Pro-Ala-

Lys(DNP)-OH 

Acetylocholinoes-

teraza 
Inhibicja 

Enzym niebędący 

kinazą 
5 Acetylthiocholine 

AMPA Agonista Kanał jonowy 7 3H]AMPA 

APJ (apelina) Agonista Receptor 4 
[125I](Glp65, Nle75, 

Tyr77)-apelin-13 

AR Agonista Receptor 0 
[3H]methyltrieno-

lone 
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AT1 Antagonista Receptor 24 
[125I][Sar1,Ile8]-

AT-II 

AT2 Agonista Receptor 6 
[125I]CGP 

42112A 

ATPaza (Na+/K+) Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
-2 ouabain 

B2 Agonista Receptor -6 [3H]bradykinin 

BACE-1 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
15 

Mca-S-E-V-N-L-

D-A-E-F-R-

K(Dnp)-R-R-NH2 

BB3 Agonista Receptor 11 [125I]Bn(6-14) 

BZD Agonistaa Kanał jonowy 71 [3H]flunitrazepam 

Kanał Ca2+ 

Antagonista 

(miejsce dla wera-

pamilu) 

Kanał jonowy 2 [3H]nitrendipine 

Kanał Ca2 Antagonista Kanał jonowy -4 [3H]diltiazem 

Kanał Ca2 Antagonista Kanał jonowy -6 [3H]D888 

Kanał Ca2 
Antagonista (dil-

tiazem site) 
Kanał jonowy -15 

[125I]ωconotoxin 

GVIA 

CaMK2α Inhibicja Kinaza -20 AIP 

Kaspaza-3 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
1 

benzyloxycar-

bonyl-Asp-Glu-

Val-Asp-AFC 

CB1 Agonista Receptor 1 [3H]CP 55940 

CB2 Agonista Receptor -3 [3H]WIN 55212-2 

CCK1 Agonista Receptor 21 [125I]CCK-8s 

CCK2 (CCKB) Agonista Receptor 15 [125I]CCK-8s 

CCR2 Agonista Receptor 4 [125I]MCP-1 

CDK2 Inhibicja Kinaza 0 

ATP+Ulight-

CFFKNIVTPRTP

PPSQGK-amide 

Transporter cho-

liny (CHT1) 
Antagonista Transporter 5 

[3H]hemicholi-

nium-3 

Kanał Cl- Antagonista Kanał jonowy -7 [35S]TBPS 

COX1 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
49 

Arachidonic acid 

(3µM)+ADHP 

(25µM)/Diclo-

fenac 

COX2 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
82 

Arachidonic acid 

(3 µM)+ADHP 

(25 µM) /NS398 

CRF1 Agonista Receptor 5 [125I]sauvagine 

CysLT1 (LTD4) Agonista Receptor -10 [3H]LTD4 

D1 Antagonista Receptor -4 [3H]SCH 23390 
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D2S Agonista Receptor -15 [3H]7-OH-DPAT 

D3 Antagonista Receptor 2 
[3H]methylspipe-

rone 

Transporter dopa-

miny 
Antagonista Transporter 4 [3H]BTCP 

ẟ(DOP) Agonista Receptor -5 [3H]DADLE 

EP2 Agonista Receptor 2 [3H]PGE2 

ERK2 Inhibicja Kinaza -23 

ATP+Ulight-

CFFKNIVTPRTP

PP 

SQGK-amide/ 

staurosporine 

Estrogen Erα Agonista Receptor 7 [3H]Estradiol 

ETA Agonista Receptor -10 [125I]endothelin-1 

ETB Agonista Receptor -26 [125I]endothelin-1 

FLT-1 Kinaza Inhibicja Kinaza 17 
ATP+Ulight-TK 

peptide (100 nM) 

FP Agonista Receptor 6 [3H]PGF2α 

Fyn Kinaza Inhibicja Kinaza 21 

ATP+biotinyl-

βAβAβAYQAE-

ENTY-

DEYEN/PP1 

 

GABA transpor-

ter 
Antagonista Transporter -2 

[3H]GABA (+10 

µM isoguvacine) 

(+10 µM baclo-

fen) 

GABAA1 (h) (α1, 

β2, γ2) 
Agonista Receptor 12 [3H]muscimol 

GABAB(1b) Antagonista Receptor -5 [3H]CGP 54626 

Glukagon Agonista Receptor 3 [125I]glucagon 

Glycyna Antagonista Kanał jonowy -1 
[3H]MDL 

105,519 

GR Agonista Receptor -1 
[3H]dexametha-

sone 

Cyklaza guany-

lowa 
Efekt aktywatora  2 

GTP (10 µM) 

(100 µM SNP for 

control) 

H1 Antagonista Receptor -5 [3H]pyrilamine 

H2 Antagonista Receptor -37 [125I]APT 

H3 Agonista Receptor -6 
[3H]Nα-Mehista-

mine 

H4 Agonista Receptor -4 [3H]histamine 

Proteaza HIV-1 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
1 antranilyl-HIV 

Indukowalna 

NOS 
Inhibicja 

Enzym niebędący 

kinazą 
3 L-arginine 
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IP (PGI2) Agonista Receptor 17 [3H]iloprost 

IRK Inhibicja Kinaza 12 

ATP+Ulight-Poly 

GAT[EAY(1:1:1)

]n (50 nM)/ stau-

rosporine 

Kwas kainowy Agonista Kanał jonowy 26 [3H]kainic acid 

Kappa Agonista Receptor 3 [3H]U69593 

LXRβ  Agonista Receptor 49 [3H]T0901317 

Lyn A Kinaza Inhibicja Kinaza 53 

ATP+biotinyl- 

βAβAβ AKVEKI-

GEGTYGVV 

YK/staurosporine 

M1 Antagonista Receptor -4 [3H]pirenzepine 

M2 Antagonista Receptor -2 [3H]AF-DX 384 

M3 Antagonista Receptor -7 [3H]4-DAMP 

M4 Antagonista Receptor -5 [3H]4-DAMP 

MAO-A Antagonista 
Enzym niebędący 

kinazą 
35 [3H]Ro 41-1049 

MC1 Agonista Receptor -5 [125I]NDP-α-MSH 

MC3 Agonista Receptor -5 [125I]NDP-α-MSH 

MC4 Agonista Receptor -5 [125I]NDP-α-MSH 

MCH1 Agonista Receptor -12 
[125I][Phe13,Tyr19]

-MCH 

MMP-1 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
10 

DNP-Pro-Cha-

Gly-Cys(Me)-

His-AlaLys(n-

Me-Abz)-NH2 

MMP-2 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
56 NFF-2 

MMP-9 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
72 NFF-2 

Motylina Agonista Receptor -2 [125I]motilin 

MT1 (ML1A) Agonista Receptor 20 
[125I]2-iodomela-

tonin 

MT3 (ML2) Agonista Receptor 86 
[125I]2-iodomela-

tonin 

Mięsniowy recep-

tor typu nikotyno-

wego 

Antagonista Receptor -20 
[125I]α-bungaro-

toxin 

Neuronalny re-

ceptor α4β2 
Agonista Receptor 5 [3H]cytisine 

Kanał Na+ Antagonista Kanał jonowy -11 
[3H]batrachoto 

xin 

NK1 Agonista Receptor 11 
[125I]-Substance P 

LYS3 

NK2 Agonista Receptor -2 [125I]NKA 
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NMDA Antagonista Kanał jonowy 11 [3H]CGP 39653 

NOP (ORL1) Agonista Receptor 11 [3H]nociceptin 

Transporter nore-

pinefryny 
Antagonista Transporter -1 [3H]nisoxetine 

p38α Kinaza Inhibicja Kinaza -50 

ATP + Ulight-

CFFKNIVTPRTP

PP SQGK-amide/ 

SB202190 

PAF Agonista Receptor -20 [3H]C18-PAF 

PCP Antagonista Kanał jonowy -3 [3H]TCP 

PDE2A1 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
5 

[3H]cAMP+ 

cAMP 

PDE3B Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
11 

[3H]cAMP+ 

cAMP 

PDE4D2 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
38 

[3H]cAMP+ 

cAMP 

PDE5 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
48 

[3H]cAMP+ 

cAMP 

PDE6 Inhibicja 
Enzym niebędący 

kinazą 
30 

[3H]cAMP+ 

cAMP 

PPARγ Agonista Receptor 21 [3H]rosiglitazone 

RARα Agonista Receptor -16 
9-cis-Retinoic 

Acid [11,12-3H] 

sigma Agonista Receptor 3 [3H]DTG 

Kanał SKCa Antagonista Kanał jonowy 4 [125I]apamin 

sst1 Agonista Receptor 2 
[125I]Tyr11soma-

tostatin-1 4 

sst4 Agonista Receptor -23 
[125I]Tyr11soma-

tostatin-1 4 

TNF-α Agonista Receptor 2 [125I]TNF-α 

UT Agonista Receptor -9 [125I]urotensin-II 

V1a Agonista Receptor -11 [3H]AVP 

V2 Agonista Receptor -2 [3H]AVP 

VPAC1 Agonista Receptor -13 [125I]VIP 

Oksydaza ksanty-

nowa 
Inhibicja 

Enzym niebędący 

kinazą 
92 hypoxanthine 

Y1 Agonista Receptor 8 [125I]peptide YY 

ZAP70 Kinaza Inhibicja Kinaza 4 

ATP+biotinyl- 

βAβAβ 

ADEEEYFIPP/sta

urosporine 

α1A Antagonista Receptor 2 [3H]prazosin 

α1B Antagonista Receptor -3 [3H]prazosin 

α2A Antagonista Receptor -5 [3H]RX 821002 
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ZAŁĄCZNIKI 

α2B Antagonista Receptor -2 [3H]RX 821002 

α2C Antagonista Receptor 1 [3H]RX 821002 

β1 Agonista Receptor -5 
[3H](-)CGP 

12177 

β2 Antagonista Receptor -5 
[3H](-)CGP 

12177 

β3 Antagonista Receptor -25 
[125I] Cyanopin-

dolol 
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OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ 

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ 
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OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ 

 


