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1. Dane osobowe

Imie i nazwisko: AGATA KRYCZYK-POPRAWA

2. Posiadane dyplomy i stopnie naukowe

2014 doktor nauk farmaceutycznych, specjalnosé: farmakokinetyka

rozprawa doktorska pt. ,Badanie kinetyki procesu eliminacji watrobowej DL76, nowego
piperydynowego antagonisty receptora Hs histaminowego u szczuréw ”

Zaktad Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum w Krakowie
Promotor — Prof. dr hab. Joanna Szymura-Oleksiak

2007 magister farmacji
praca magisterska pt. ,,Rdzne oblicza biologicznej roli glutationu”

Katedra Biochemii Lekarskiej
Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski Collegium Medicum w Krakowie
Promotor — Prof. dr hab. Lidia Wtodek

prawo wykonywania zawodu Farmaceuty

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

Miejsce zatrudnienia

Katedra Chemii Nieorganicznej i Analitycznej, Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytetu

Jagielloriskiego Collegium Medicum, ul. Medyczna 9, 30-688 Krakéw

Przebieg zatrudnienia

2014 - obecnie adiunkt w Zaktadzie Chemii Analitycznej Katedry Chemii Nieorganicznej
i Analitycznej, Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum w Krakowie

2008 - 2013 studia doktoranckie w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej, Wydziat
Farmaceutyczny Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie
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4. Omdwienie osiggniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy.

4.1. Tytut osiggniecia naukowego

OCENA WPLYWU CZYNNIKOW FIZYCZNYCH i CHEMICZNYCH NA STABILNOSC WYBRANYCH

SUBSTANCIJI CZYNNYCH ZAWARTYCH W LEKACH DERMATOLOGICZNYCH

4.2. Wykaz publikacji wchodzgcych w skfad osiggniecia naukowego

Podstawe osiggniecia naukowego w sktadanym wniosku w sprawie nadania stopnia doktora
habilitowanego stanowi powigzany tematycznie cykl pieciu publikacji oryginalnych [H-1 — H-5]
oraz jednej publikacji przeglagdowej [H-6] powstatych w latach 2016-2020.

W kazdej pracy stanowigcej podstawe osiggniecia naukowego jestem pierwszym autorem oraz
autorem korespondencyjnym.

Zadna z publikacji wchodzacych w sktad osiggniecia naukowego nie stanowita przedmiotu
innego postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego.

Sumaryczny wspotczynnik oddziatywania Impact Factor prac stanowigcych podstawe
osiggniecia naukowego [H-1 — H-6] wynosi IF = 17,695. taczna suma punktéw Ministerstwa
Nauki i Szkolnictwa Wyzszego wynosi MNiSW = 345.

Impact factor oraz punktacje Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego podano zgodnie z
rokiem opublikowania pracy. W przypadku prac opublikowanych w roku 2020 podano IF oraz
punktacje MNiSW dostepng w dniu ztozenia wniosku o wszczecie postepowania w sprawie
nadania stopnia doktora habilitowanego do Centralnej Komisji do Spraw Stopni i Tytutow.

Wyniki badan opublikowane w pracy [H-1] uzyskano dzieki finansowemu wsparciu
Narodowego Centrum Nauki — Miniatura 2, 2018/02/X/NZ7/01016, czas trwania— 2018/2019.
Kierownik: dr Agata Kryczyk-Poprawa

Tytut projektu: ,,Ocena wptywu promieniowania UV na fotostabilnos¢ retinoidéw stosowanych
na skére w obecnosci substancji promieniochronnych”

Wyniki badan opublikowane w pracach [H-2 — H-5] uzyskano dzieki finansowemu wsparciu
Programu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyiszego: ,Dotacja celowa dla mtodych
naukowcow oraz uczestnikdw studiow doktoranckich do 35 roku zycia”, K/DSC/003522, czas
trwania 2016-2018.

Kierownik: dr Agata Kryczyk

Tytut projektu: ,Badanie procesu fotokatalitycznej degradacji wybranych lekéw
przeciwgrzybiczych z uwzglednieniem kinetyki tego procesu oraz identyfikacja powstajgcych
fotoproduktow”
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Prace oryginalne

H-1

H-2

H-3

Kryczyk-Poprawa A, Zupké 1, Bérdi P, Zmudzki P, Popi6t J, Muszyriska B, Opoka W.
Photostability testing of a third-generation retinoid — tazarotene in the presence of UV
absorbers. Pharmaceutics, 2020, 12(9):899. doi.org/10.3390/pharmaceutics12090899

IF2010: 4,421; MNiSW: 100

Kryczyk-Poprawa A™*, Zmudzki P, Koczurkiewicz P, Pekala E, Hubicka U. Photostability of
terbinafine under UVA irradiation: The effect of UV absorbers. Photochemistry and
Photobiology, 2019, 95(4):911-923. doi.org/10.1111/php.13075

IFa019: 2,761; MNiSW: 70

Kryczyk A 7mudzki P, Koczurkiewicz P, Piotrowska J, Pekala E, Hubicka U. The impact of ZnO
and TiO, on the stability of clotrimazole under UVA irradiation: Identification of photocatalytic
degradation products and in vitro cytotoxicity assessment. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 2017, 145:283-292. doi.org/10.1016/j.jpba.2017.06.043

|F2017: 2,831, MNiSW: 35

Kryczyk A%, Zmudzki P, Hubicka U. Determination of bifonazole and identification of its
photocatalytic degradation products using UPLC-MS/MS. Biomedical Chromatography, 2017,
31(9). doi.org/10.1002/bmc.3955

|F2017: 1,688, MNiSW: 20

Kryczyk A™*), Zmudzki P, Hubicka U. Determination of itraconazole and its photodegradation
products with kinetic evaluation by ultra-performance liquid chromatography/tandem mass

spectrometry. Biomedical Chromatography, 2016, 30(11):1733-1743.
doi.org/10.1002/bmc.3747

|F2015: 1,613, MNiSW: 15

Praca przeglagdowa

H-6

Kryczyk-Poprawa A'*) Kwiecien A, Opoka W. Photostability of topical agents applied to the
skin: a review. Pharmaceutics, 2020, 12(1):10. doi.org/10.3390/pharmaceutics12010010

IF2019: 4,421; MNiSW: 100

(*) autor korespondencyjny
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Wyniki badan wchodzace w sktad osiggniecia naukowego zaprezentowatam na nastepujacych
konferencjach naukowych miedzynarodowych i krajowych:

Konferencje miedzynarodowe

Kryczyk-Poprawa A, Muszynska B, Opoka W.

Photostability of retinoids.

1st Hungarian-Polish Interdisciplinary Scientific Symposium, The pharmaceutical and biological
potential of natural origin substances, Szeged, Hungary, 26-27.09.2019

Kryczyk-Poprawa A, Figiriska J, Muszynska B, Opoka W.

Photostability of topical antifungal agents.
21st International Medical Esperanto Congress, HddmezGvésarhely, Hungary, 17-18.07.2020

Konferencje krajowe

Kryczyk A, Zmudzki P, Hubicka U.

Badanie kinetyki procesu fotodegradacji itrakonazlu oraz identyfikacja powstatych fotoproduktow
technikq UPLC/MS/MS.

Konferencja , Wspodfczesna analityka farmaceutyczna i biomedyczna w ochronie zdrowia", Poznan,
17-18.09.2015

Kryczyk A, Zmudzki P, Hubicka U.
Wptyw promieniowania UVA na stabilnos¢ klotrimazolu w obecnosci substancji promieniochronnych.
Konferencja ,,Nowoczesna Kosmetologia — od Nauki do Biznesu”, Krakéw, 28.05.2016

Kryczyk-Poprawa A, Piotrowska J, Berdys A, Opoka W.

Oznaczenie zawartosci wybranych pierwiastkéw w zelach zawierajgcych retinoidy.

Konferencja "Nowoczesne metody przygotowania préb i analizy wielopierwiastkowe] - Zastosowanie
technik sprzezonych z ICP-MS", Krakéw, 24.09.2019

Publikacje stanowigce podstawe osiggniecia naukowego powstaty we wspoétpracy z osrodkami
naukowo-badawczymi w kraju i za granica:

Department of Pharmacodynamics and Biopharmacy, University of Szeged, Hungary (Szegedi
Tudomanyegyetem, Gyodgyszerésztudomanyi Kar); Interdisciplinary Center for Natural Products,
University of Szeged, Hungary — Prof. dr hab. Istvdn Zupkd, Dean of Faculty of Pharmacy

Department of Pharmacodynamics and Biopharmacy, University of Szeged, Hungary (Szegedi
Tudomanyegyetem, Gydgyszerésztudomanyi Kar) — MSc Péter Bérdi
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Katedra Chemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski Collegium
Medicum w Krakowie — dr Pawet Zmudzki

Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum w Krakowie — Prof. dr hab. Bozena Muszyriska

Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellonski Collegium
Medicum w Krakowie — Prof. dr hab. Elzbieta Pekala, dr Paulina Koczurkiewicz-Adamczyk, mgr
Justyna Popiét

Do wniosku o wszczecie postepowania w sprawie nadania stopnia doktora habilitowanego dotaczono
oswiadczenia wspotautoréw prac okreslajgce merytoryczny wktad kazdego z nich w ich powstanie
(Zatqcznik 5).
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4.3.Prezentacja wynikow stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego

4.3.1. Wprowadzenie

W pracach badawczo-rozwojowych dotyczacych nowej substancji czynnej oraz produktu
leczniczego jako priorytetowe badania traktuje sie testy stabilnosci, ktére prowadzone s3 zgodnie
z wyznaczonymi standardami. Na terenie catej Unii Europejskiej obowigzujg wytyczne
Miedzynarodowej Rady Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktéw Leczniczych
Stosowanych u Ludzi (ang. The International Council on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use — ICH). Miedzynarodowe regulacje opublikowane
przez ICH zostaty podzielone na cztery obszary: jakos¢ (ang. Quality), bezpieczenstwo (ang. Safety),
skuteczno$¢ (ang. Efficacy) oraz obszar interdyscyplinarny (ang. Multidisciplinary). Wytyczne
odnosnie jakosci dotyczg badan stabilnosci nowych substancji i produktéw leczniczych oraz nowych
postaci dawkowania [1]. Zgodnie z wytycznymi badania fotostabilnosci sg od 1996 roku integralng
czescig badan stabilnosci substancji czynnych i preparatéw farmaceutycznych. Zasady
przeprowadzania badan fotostabilnosci zostaty opisane w przepisach ICH Q1B (ang. Photostability
Testing of New Drug Substances and Products) [2]. W wielu publikacjach podejmowany jest jednak
problem niewystarczajgco szczegdétowych wytycznych dotyczacych przeprowadzania tych badan [3-
7]. Nadrzedng rolg badan stabilnosci obejmujgcych testy fotostabilnosci jest dostarczenie cennych
wskazowek dla przemystu, w celu zapewnienia stabilnosci substancji czynnej leku podczas wszystkich
etapéw jego produkcji, pakowania, przechowywania oraz dystrybucji. Rezultaty uzyskane
w badaniach stabilnosci substancji i produktu leczniczego stanowig gwarancje, ze lek przechowywany
prawidtowo z uwzglednieniem warunkéw Srodowiskowych (swiatto, wilgotnos¢ i temperatura)
zachowa petng skutecznos$¢ przez ustalony na ich podstawie okres waznosci. Stabilno$¢ substancji
leczniczej gwarantuje jakos¢, skutecznosc i bezpieczeristwo stosowania leku przez pacjentéow [8-10].
Prowadzone sg réwniez badania stabilnosci produktéw leczniczych podczas ich uzywania przez
pacjenta (ang. in-use stability testing) majgce zapewni¢ odpowiedng jakos¢ produktow
w wielodawkowych pojemnikach po otwarciu przez wskazany okres czasu, o czym mozna przeczytaé
w dokumencie ang. The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products — Note For
Guidance On In-Use Stability Testing Of Human Medicinal Products [11]. Autorzy publikacji
naukowych zwracajg jednak uwage, iz wymienione wytyczne nie odnoszg sie do fotostabilnosci lekéw
po ich podaniu [4-7]. W cyklu publikacji dotyczgcych substancji czynnych wrazliwych na dziatanie
Swiatta: lekdw podawanych w iniekcjach [4], lekéw aplikowanych miejscowo [5] oraz lekéw do
stosowania doustnego [6], autorzy zaproponowali nowe procedury do oceny fotostabilnosci oraz
odpowiedniego oznakowania takich produktéw farmaceutycznych, co ma na celu zapewnienie
optymalnego ich stosowania przez pacjenta. W tym kontekscie na szczegdlng uwage zastuguje
kwestia zwigzana ze stabilnoscia lekéw dermatologicznych przeznaczonych do stosowania
zewnetrznego, gdyz sg one potencjalnie narazone na dziatanie Swiatfa. Promieniowanie UV moze
powodowac fotodegradacje substancji czynnej leku oraz oddziatywaé na trwatos¢ produktu

leczniczego, co ma wptyw na obnizenie lub wrecz utrate dziatania farmakologicznego, a to
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bezposrednio przektada sie na skutecznosé i bezpieczenstwo jego stosowania przez pacjenta.
Fotostabilnosé lekéw jest rowniez istotna ze wzgledu na jej zwigzek z reakcjami fototoksycznymi, czyli
fotodermatozami egzogennymi powstatymi po zadziataniu na skére okreslonej substancji chemicznej
i nastepnie jej ekspozycji na promieniowanie UV. Z tego wzgledu zaleca sie powigzanie testéw
fotostabilnosci z oceng fototoksycznosci powstajgcych produktéw degradacji z zastosowaniem
testéw in vitro. Do oceny fototoksycznosci wykorzystuje sie najczesciej linie komorkowe fibroblastéw
mysich Balb/c 3T3 [12]. Reakcje fotoalergiczne lub fototoksyczne moga by¢é wywotywane przez m.in.
antybiotyki, retinoidy, leki przeciwgrzybicze, niesteroidowe leki przeciwzapalne, czy substancje

promieniochronne, takie jak benzofenony, pochodne kwasu cynamonowego [12,13].

Choroby skéry sg jednymi z najczesciej wystepujacych schorzen u ludzi i mimo, ze czesto nie
zagrazajag bezposrednio zyciu pacjenta, mogg znaczgco obniza¢ poziom jakosci zycia chorego.
Tematyka fotostabilnosci lekéw dotyczy w szczegdlny sposéb substancji leczniczych przeznaczonych
do stosowania miejscowego w dermatologii, poniewaz aplikacja leku na powierzchnie skéry stwarza
duze prawdopodobienstwo jego ekspozycji na promieniowanie UV. Na podstawie dokonanego
przegladu pismiennictwa naukowego stwierdzono, ze sposréd wszystkich lekédw stosowanych
w dermatologii przedmiotem szczegdétowych badan fotostabilnosci juz w latach 60. i 70. XX wieku
byty glikokortykosteroidy, dlatego uwaza sie, ze podstawy wspodtczesnej fotochemii zwigzkéw
organicznych zostaty stworzone w duzej mierze w oparciu o uzyskane wyniki badan tej grupy lekéw
[14]. Dane zawarte w pismiennictwie naukowym dotyczg zardwno szczegétowej analizy
fotostabilnosci glikokortykosteroidow wraz z analizg struktur produktéw fotodegradacji i strategii ich
fotostabilizacji [15-21], jak i oceny potencjalnie fototoksycznego dziatania produktéw ich rozpadu
[22-24]. Takie kompleksowe podejscie do tematyki fotostabilnosci zostato zaimplementowane do
przeprowadzonych przeze mnie badan. W swietle doniesien literaturowych dotyczacych
fotostabilnosci substancji czynnych lekéw dermatologicznych przeznaczonych do stosowania
miejscowego, rozpoznano brak szczegétowych danych odnoszacych sie do substancji z grupy lekéw
przeciwgrzybiczych oraz retinoidédw. Substancje czynne tych grup lekéw obratam jako cel badan

stanowigcych podstawe osiggniecia naukowego.

Lekami o szczegdlnym znaczeniu w terapii schorzen skory sg leki przeciwgrzybicze. W terapii
zakazen grzybiczych stosowane sg nastepujace grupy lekéw: pochodne azolowe doustne (itrakonazol)
oraz stosowane w leczeniu miejscowym (klotrimazol, bifonazol), pochodne alliloaminy (terbinafina),
pochodne morfoliny (amorolfina) oraz polienowe leki przeciwgrzybicze (nystatyna, amfoterycyna B).
Mechanizm dziatania najczesciej stosowanych lekdéw przeciwgrzybiczych przeznaczonych do
stosowania zewnetrznego — pochodnych azolowych i pochodnych alliloaminy — polega na hamowaniu
syntezy ergosterolu, sktadnika bton komodrkowych grzyba. Azole s3 inhibitorami 14-a-demetylazy
lanosterolu, zatem blokujg demetylacje lanosterolu do ergosterolu, natomiast alliloaminy hamuja
epoksydaze skwalenowg, co prowadzi do zahamowania syntezy ergosterolu. Terapie
powierzchniowych zakazen grzybiczych powodowanych przez dermatofity, grzyby drozdzopodobne
oraz grzyby plesniowe prowadzi sie miejscowo lub/i systemowo [25]. W 1967 roku do terapii grzybic

wprowadzono klotrimazol, co dato poczatek grupie lekow azolowych. Do lekéw tych zalicza sie

9
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pochodne imidazolu, ktdre stanowig obecnie najwiekszg grupe substancji przeciwgrzybiczych
o szerokim zastosowaniu w leczeniu miejscowych grzybic skéry, oraz pochodne triazolu — itrakonazol,
ktory byt pierwszym azolowym srodkiem przeciwgrzybiczym aktywnym przeciw gatunkom z rodzaju
Aspergillus [26]. Do grupy pochodnych alliloaminy zalicza sie terbinafine, ktéra stosowana jest
w leczeniu zakazen grzybiczych paznokci oraz skéry wywotanych przez dermatofity. Na podstawie
przegladu dostepnego pismiennictwa stwierdzono, ze w przypadku substancji czynnych lekéw
najczesciej stosowanych w terapii grzybic powierzchniowych, takich jak klotrimazol, bifonazol
i terbinafina brakuje informacji dotyczgcych ich fotostabilnosci. Prace zwigzane z tg tematyka
znacznie poszerzytyby wiedze o lekach przeciwgrzybiczych i potencjalnych produktach ich degradacji.
Do badan wybrano substancje czynne, takie jak klotrimazol, bifonazol oraz terbinafine, ktére
wchodzg w skfad lekow wydawanych w Polsce bez recepty, a zatem najtatwiej dostepnych dla
pacjenta i najczesciej stosowanych. Ponadto badaniom poddano rdéwniez itrakonazol, ktéry jest
w Polsce zarejestrowany jedynie w postaci kapsutek, natomiast w pisSmiennictwie naukowym
dostepne sg informacje o prowadzonych badaniach postaci farmaceutycznych o zastosowaniu

miejscowym zawierajgcych te substancje czynng [27,28].

Wsrdd lekéw odgrywajgcych kluczowa role w nowoczesnej terapii schorzen skéry sg pochodne
witaminy A. Retinoidy to grupa zwigzkéw stosowanych nie tylko w dermatologii, ale tez
w kosmetologii, a powszechno$é¢ ich stosowania wigze sie z faktem, iz wybrane retinoidy sg
substancjami czynnymi lekéw i produktéw kosmetycznych dostepnych bez recepty. W 1982 roku
pierwsza substancja z grupy retinoidéw — izotretynoina, zostata zatwierdzona do stosowania, co
stanowito przetom w leczeniu tradziku. Retinoidy podzielone zostaty na trzy generacje. | generacja to
zwigzki nie posiadajgce budowy aromatycznej (retinol, retinal, tretinoina i izotretinoina), Il generacja
to monoaromatyczne zwigzki syntetyczne (acytretyna, etretynian i motretynid), Ill generacja to
syntetyczne pochodne poliaromatyczne (adapalen, tazaroten i beksaroten). Retinoidy dziatajg
poprzez aktywacje receptordow znajdujacych sie w jadrze komérkowym, co prowadzi do ekspresji
odpowiednich gendéw. Wyrdznia sie dwie rodziny receptorow: RAR— receptory dla kwasu retinowego
oraz RXR- receptory retinoidowe X, a kazdy z nich ma dodatkowo trzy podtypy (o, B i y) [29].
Retinoidy pierwszej i drugiej generacji mogg wigzac sie z kilkoma rodzajami receptoréw, natomiast
retinoidy trzeciej generacji charakteryzuje wieksza specyficznosé receptorowa. Retinoidy stosowane
sg miejscowo w leczeniu tradziku pospolitego (tretynoina, izotretynoina i adapalen), w leczeniu
tuszczycy (tazaroten) oraz w terapii skérnego chtoniaka T-komdrkowego (beksaroten). Ponadto
tazaroten zostat zarejestrowany do leczenia tradziku pospolitego w USA, natomiast w Europie jest
zarejestrowany jedynie do leczenia tuszczycy, a stosowany pozarejestracyjnie (ang. off-label)
w leczeniu trgdziku. Retinoidy trzeciej generacji na skutek modyfikacji struktury chemicznej wykazuja
wiekszg lipofilowosc¢ i fotostabilno$¢ oraz w mniejszym stopniu podrazniajg skore w poréwnaniu do
pierwszej generacji. Retinoidy s3 grupg zwigzkéw bardzo zréinicowang pod wzgledem
fotostabilnosci. Retinoidy pierwszej generacji, takie jak tretynoina i izotretynoina zostaty wnikliwie
przebadane pod wzgledem fotostabilnosci. Ulegajg one izomeryzacji pod wptywem promieniowania

UV, ponadto sg niestabilne termicznie i podatne na utlenienie, co spowodowane jest obecnoscig
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sprzezonych wigzan podwaéjnych w czasteczce. Wyniki badan dotyczacych fotostabilnosci retinoidéw
pierwszej generacji, jak i metod ich fotostabilizacji zostaty przedstawione w licznych publikacjach [30-
36]. Sposrdd retinoiddow Il generacji powszechne zastosowanie w dermatologii znajdujg adapalen
i tazaroten. Retinoidy te sg uznawane za fotostabilne. Badania fotostabilnosci tazarotenu, retinoidu
o poliaromatycznej budowie, wykazaty, ze nie ulegat on degradacji zaréwno w obecnosci swiatta, jak
i zastosowanego czynnika utleniajgcego. Nie zaobserwowano statystycznie istotnych zmian stezenia
tazarotenu po naswietlaniu prébek promieniowaniem UVA i UVB, a ilos¢ produktow degradacji byta
minimalna, dzieki czemu mozna go stosowac¢ w potgczeniu z fototerapig w leczeniu tuszczycy [37].
Adapalen réwniez jest chemicznie i fizycznie stabilny. Ocena fotostabilnosci tretinoiny i adapalenu
w obecnosci nadtlenku benzoilu przeprowadzona przez Martin i wspdt. wykazata, ze degradacja
tretynoiny po 2 h naswietlania w warunkach eksperymentu wynosita ponad 50%, a po 24 h az 95%,
natomiast adapalen pozostawat stabilny w warunkach eksperymentu [38]. Obie substancje byty
trwate przy braku ekspozycji na promieniowanie UV+VIS. Adapalen jest pochodng kwasu
naftalenokarboksylowego, a na jego unikatowe wtasciwosci wptywa grupa amantadynowa, ktéra
warunkuje m.in. powinowactwo do odpowiednich receptoréow jadrowych oraz lipofilowos$é [39,40].
Sztywna konformacja czasteczki determinuje selektywnosé wigzania z receptorami retinoidowymi.
Adapalen ma odmienng budowe od pozostatych retinoiddw tej grupy, ale na podstawie podobnego
mechanizmu dziatania zaliczany jest do retinoidéw Ill generacji. Zalezno$¢ pomiedzy strukturg

adapalenu, a jego wtasciwosciami przedstawiono na Rys. 1.
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Rysunek 1. Zaleznos$¢ pomiedzy strukturg adapalenu, a jego wtasciwosciami [39].

W oparciu o powyzsze dane literaturowe dotyczace fotostabilnosci retinoidéw przygotowatam

wniosek w ramach konkursu Narodowego Centrum Nauki - Miniatura 2. Ze wzgledu na to, ze

11



AUTOREFERAT Agata Kryczyk-Poprawa

retinoidy pierwszej generacji zostaty juz szczegétowo przebadane, badania nakierowatam na ocene
fotostabilnosci retinoidéw 1l generacji. W badaniach wstepnych przeprowadzonych w ramach
projektu Miniatura 2 wykazatam, ze adapalen pozostawat stabilny w warunkach eksperymentu,

dlatego w dalszych pracach skupitam sie gtdwnie na ocenie procesu fotodegradacji tazarotenu.

Wedtug Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego (Nr 1223/2009) w Unii Europejskiej
zarejestrowanych jest 28 substancji promieniochronnych, ktére moga by¢ stosowane w kosmetykach
[41]. W USA substancje promieniochronne stosowane w kosmetykach podlegajg regulacjom
produktédw leczniczych wydawanych bez recepty lekarskiej [42]. Substancje promieniochronne
stosowane w kosmetykach ochronnych zostaty podzielone na dwie grupy: filtry UV fizyczne (tlenek
cynku i ditlenek tytanu) oraz filtry UV chemiczne. Tlenek cynku zostat umieszczony na liscie substancji
promieniochronnych dozwolonych do stosowania w kosmetykach chronigcych przed
promieniowaniem stonecznym w 2016 roku na mocy zatgcznika VI Dyrektywy Unijnej (ang. Annex VI
of Regulation (EC) No. 1223/2009) [41]. Zaréwno ZnO jak i TiO, zostaty zatwierdzone przez Komisje
Europejska jako filtry UV réwniez w formie nanoczastek. Wsréd filtréow chemicznych wyrdznia sie
m.in. pochodne kwasu 4-aminobenzoesowego (PABA), benzofenony, salicylany, pochodne kamfory
oraz pochodne kwasu cynamonowego. W ochronie przeciwstonecznej niezwykle istotne jest
zagwarantowanie szerokiego spectrum ochrony skéry w zakresie promieniowania UVA (320 — 400
nm) oraz UVB (290 — 320 nm). Z tego wzgledu preparaty ochronne zawierajg czesto kombinacje
filtrow zapewniajacych pokrycie catego pozgdanego spektrum. Przyktadem jest tgczenie ditlenku
tytanu, ktéry stanowi ochrone przed UVA 1l (320-340 nm) i UVB oraz tlenku cynku chronigcego
gtéwnie przed promieniowaniem w zakresie UVA [43,44]. Ze wzgledu na swoje witasciwosci filtry
fizyczne sg czesto wykorzystywane w kosmetykach o wysokich faktorach w maksymalnym
dopuszczalnym stezeniu 25% (w/w). Nalezy zwrdci¢ uwage na fakt, iz tlenki te sg powszechnie
znanymi potprzewodnikami stosowanymi jako katalizatory i jedynie zastosowanie ich w formie
powlekanej gwarantuje zredukowanie ich wtasciwosci fotokatalitycznych. Ditlenek tytanu stosowany
jest w formie powlekanej (np. krzemionka, tlenkiem glinu) o dopuszczalnej aktywnos¢
fotokatalitycznej 10% aktywnosci w poréwnaniu do standardu czyli formy niepowlekanej [45]. Tlenek
cynku jest dopuszczony do stosowania w preparatach ochronnych w postaci powlekanej
i niepowlekanej. Ditlenek tytanu i tlenek cynku znajdujg sie w sktadzie wielu kosmetykéw, a takze

lekéw (masci, tabletek, kapsutek).

Dokonany w ostatnich latach postep w dziedzinie fotochemii i fotobiologii przyczynit sie do
lepszego zrozumienia mechanizmow i konsekwencji oddziatywania promieniowania ultrafioletowego.
Ogromne zainteresowanie naukowcéw tematem fotokatalizy w ciggu ostatniej dekady zaowocowato
licznymi doniesienia naukowymi dotyczacymi jej mechanizmdéw, nowych mozliwosci oraz
potencjalnego zastosowania m.in. w medycynie (terapia fotodynamiczna, sterylizacja), oczyszczaniu
Srodowiska i uzdatnianiu wody, czy tez w licznych sektorach przemystu. Fotokataliza jest definiowana
jako zmiana w szybkosci reakcji chemicznej, jak rdéwniez jej zainicjowanie, w obecnosci
fotokatalizatora na skutek dziatania promieniowania UV, VIS lub IR [46]. W przypadku zastosowania

fotokatalizatorow TiO, oraz ZnO, o wzglednie wysokiej aktywnosci, proces degradacji najczesciej
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zachodzi w warunkach heterogenicznych w obecnosci promieniowania UV. TiO, oraz ZnO wykazujg
optymalny zakres fotoaktywnosci przy dtugosci fali ponizej 400 nm i miesci sie on w zakresie UV
Swiatta stonecznego. Mechanizm dziatania fotokatlizatora oparty jest na absorbcji kwantu
promieniowania o energii rownej badz wiekszej od energii pasma wzbronionego, ktéra dla odmiany
polimorficznej TiO, anataz wynosi 3,2 eV, a dla ZnO 3,1 eV, czego konsekwencjg jest wzbudzenie
elektronu pasma walencyjnego do pasma przewodnictwa i powstanie pary: luka tzw. dziura
elektronowa (h*) w pasmie walencyjnym oraz wzbudzony elektron. Prowadzi to do zainicjowania
reakcji utleniania i redukcji, wynikiem ktdrych moze by¢ generowanie rodnikdw hydroksylowych
("OH), anionorodnikéw ponadtlenkowych (0,"), ktére sa prawdopodobnie gtéwnymi czynnikami
utleniajgcymi. Rodniki hydroksylowe, posiadajg wysoki potencjat oksydacyjny (2,8V), znacznie wyiszy
od innych czynnikow utleniajgcych np. ozonu (2,07V), reagujg nieselektywnie powodujgc degradacje
substratéow do zwigzkéw prostszych. Ponadto luki elektronowe (h*) s3 odpowiedzialne za
powstawanie kationorodnikdw organicznych, ktére powstajg poprzez utlenianie substancji
zaadsorbowanych na powierzchni katalizatora [47-49]. Fotokatalityczna degradacja moze prowadzi¢
ostatecznie do mineralizacji substancji organicznych. Na efektywnos¢ procesu fotodegradacji
substancji czynnej leku mogg wiec wywieraé wptyw substancje pomocnicze lub wspdtobecne.
Jednoczesnie wiadomo, ze mozna modyfikowa¢ fotostabilnos¢ substancji poprzez rézne strategie np.
enkapsulacje, dodatek antyoksydantow czy substancji promieniochronnych [50-53]. Z tego wzgledu
rozwazania nad fotostabilnoscig substancji czynnych lekdw stosowanych w dermatologii bedacych
przedmiotem badan prowadzono z uwzglednieniem wptywu substancji, takich jak tlenek cynku
i ditlenek tytanu, jak réwniez substancji promieniochronnych z grupy organicznych filtrow UV. Na
przebieg procesu fotodegradacji w sposoéb zréznicowany wptywa réwniez obecnos¢ jondw metali [54-
56]. Ze wzgledu na dane wskazujgce na wzrost wydajnosci procesu fotokatalitycznego w obecnosci
jonow Fe(lll) ocenie poddano uktad zawierajgcy jednoczesnie fotokatalizator — tlenek tytanu(IV) oraz
jony zelaza(lll) [57,59].
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4.3.2. Cel naukowo-badawczy

W nowoczesnym podejsciu do badan fotostabilnosci stosuje sie kompleksowg analize
stabilnosci substancji czynnych w warunkach promieniowania UV wraz z oceng potencjalnych
interakcji ze sktadnikami wspétobecnymi i oceng cytotoksycznosci produktdw degradacji, gdyz
w wyniku reakcji chemicznych indukowanych promieniowaniem UV mogg powstawac niestabilne,
wysoce reaktywne produkty o nieznanej aktywnosci i toksycznosci. Celem badan sktadajgcych sie na
przedstawione osiggniecie habilitacyjne byta ocena fotostabilnosci wybranych substancji czynnych
z grupy lekéw przeciwgrzybiczych i retinoidéw przeznaczonych gtéwnie do stosowania zewnetrznego
w leczeniu schorzen skéry z uwzglednieniem wptywu substancji wspétobecnych. Opisane badania
zostaty poprzedzone opracowaniem i zwalidowaniem metod analitycznych stuzacych do oznaczania
badanych zwigzkéw technikg UHPLC. Kompleksowe spojrzenie na prezentowang tematyke badan
wymagato rowniez identyfikacji struktur produktéw powstajgcych podczas fotodegradacji badanych

substancji czynnych oraz oceny ich potencjalnej cytotoksycznosci.
Szczegdtowe cele prac oryginalnych obejmuja:

e opracowanie i walidacje oryginalnych metod UHPLC/MS/MS do analizy ilosciowej wszystkich
badanych substancji czynnych (tazaroten, terbinafina, klotrimazol, bifonazol, itrakonazol)
w obecnosci produktéw rozktadu [H-1, H-2, H-3, H-4, H-5]

e ocene fotostabilnosci wybranych substancji czynnych w prébkach zawierajgcych sama
substancje czynng, jak rowniez w obecnosci jondw metali [H-5] oraz tlenku cynku lub/i ditlenku
tytanu [H-1, H-2, H-3, H-4, H-5]

e okreslenie wptywu substancji promieniochronnych na fotostabilnos¢ substancji badanych
obecnych w roztworach, gotowych produktach leczniczych lub przygotowanych formulacjach
w warunkach promieniowania UVA [H-2, H-3, H-4] lub UV [H-1]

e wyznaczenia parametrow kinetycznych dotyczgcych procesu fotodegradacji wybranych
substancji czynnych lekdw oraz ocene wptywu substancji wspotobecnych na efektywnosé tego
procesu [H-2, H-3, H-4, H-5]

e zaproponowanie prawdopodobnych struktur produktéw degradacji wyzej wymienionych
badanych substancji [H-1, H-2, H-3, H-4, H-5]

e pozyskanie wiedzy na temat poprawy stabilnosci substancji czynnych lekéw w okreslonych
potgczeniach z substancjami wspétobecnymi [H-1, H-2]

e ocene cytotoksycznosci produktéw fotodegradacji badanych substancji w oparciu o test MTT
z zastosowaniem komorek ludzkich fibroblastow (BJ) ATCCTMCRL-2522 [H-2, H-3]

e ocena witasciwosci cytotoksycznych tazarotenu i produktow jego fotodegradacji w stosunku do
komoérek nowotworowych estrogenoniezaleznego raka piersi (MDA-MB-231), raka szyjki
macicy (Hela) oraz raka jajnika (A2780) [H-1].
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4.3.3. Wyniki badan i dyskusja

H-1. Photostability Testing of a Third-Generation Retinoid—Tazarotene in the Presence of UV
Absorbers. Pharmaceutics 2020, 12: 899

Retinoidy przeznaczone do stosowania miejscowego sg lekami pierwszego rzutu w terapii
tradziku pospolitego (tac. acne vulgaris) [60,61]. W USA Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA)
zatwierdzita cztery retinoidy przeznaczone do stosowania miejscowego w leczeniu tradziku:
adapalen, tazaroten i tretynoine oraz w 2019 roku trifaroten [60,62]. Tazaroten (ester etylowy kwasu
6[-(4,4-dimetylotiochroman-6-ylo)-etinylo]-nikotynowego) jest retinoidem 1] generacji
zarejestrowanym w Polsce w leczeniu przewlektej tuszczycy plackowatej, zajmujgcej nie wiecej niz
10% powierzchni ciata, ale stosowany jest pozarejestracyjnie rowniez w leczeniu trgdziku. Pomimo, iz
lek ten jest powszechnie uwazany za fotostabilny, z dokonanego przeglagdu pismiennictwa wynika

jednak brak szczegétowej analizy dotyczacej jego fotostabilnosci.

W niniejszej pracy podjeto prébe oceny fotostabilnosci tazarotenu w roztworze etanolowym
uwzgledniajgc réwniez obecnos¢ nanoczastek ditlenku tytanu i tlenku cynku oraz substancji
promieniochronnych z grupy pochodnych benzofenondéw (benzofenon-1, benzofenon-2, benzofenon-
3 (oksybenzon), benzofenon-4 (sulisobenzon)). Ponadto w badaniach wykorzystano
butylometoksydibenzoilometan (nazwa handlowa avobenzone) — jeden z najpopularniejszych filtrow
UVA, ktdry ze wzgledu na znaczna fotodegradacje pod wptywem promieniowania UV jest stosowany
w potgczeniu z innym filtrem UV o dziataniu fotostabilizujgcym - oktokrylenem. Badanie
fotostabilnosci przeprowadzono w aparacie do przyspieszonych badan starzeniowych SUNTEST CPS+
(Niemcy), wyposazonym w optyczny filtr odcinajgcy promieniowanie o dtugosci fal krotszych niz 290
nm i filtr blokowy IR do neutralizacji efektéw termicznych. Catkowita dawka promieniowania UV
wynosita 218 kJ/m?. Zastosowanie komory umozliwito symulowanie naturalnego $wiatta stonecznego
dziatajgcego na zewnatrz pomieszczen. Oznaczenie ilosciowe tazarotenu w obecnosci produktéw
jego degradacji przeprowadzono technikg UHPLC/MS/MS. Metode zwalidowano w zakresie
selektywnosci, liniowosci, granicy wykrywalnosci i oznaczalnosci, doktadnosci oraz precyzji,
a otrzymane wyniki zostaty poddane ocenie statystycznej. Opracowana metoda spetnia kryteria

walidacji dla metod analitycznych.

Tazaroten w obecnosci tlenku cynku lub/i ditlenku tytanu w warunkach promieniowania UV
ulegat fotokatalitycznej degradacji. Dzieki zastosowaniu spektrometrii mas ustalono prawdopodobne
struktury jedenastu produktdéw degradacji tazarotenu. Stwierdzono, ze proces degradacji dotyczyt
przede wszystkim fragmentu 4,4-dimetylo-3,4-dihydro-2H-tiopiranu. Na proces utleniania najbardziej
podatne byty grupy metylowe oraz atom siarki. Utlenianie grup metylowych doprowadzito do
powstania produktéw degradacji - TP-1 — TP-5, TP-7, TP-9 i TP-10, natomiast utlenienie atomu siarki

do reszty sulfotlenku i sulfonu zaobserwowano w produktach degradacji TP-1 — TP-8. Eliminacje
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ugrupowania estrowego opisano tylko dla produktu TP-11. Produkty TP-6 i TP-8 pojawiaty sie jako
pierwsze i dominowaty pod wzgledem ilosciowym. TP-6 zostat wczesniej opisany jako hipotetyczny
produkt utleniania tazarotenu nadtlenkiem wodoru oraz jego fotolizy [63], ponadto produkty TP-6
i TP-8 zostaty opisane jako produkty degradacji tazarotenu powstajgce w warunkach stresowych [64].
W badaniach fotostabilnosci tazarotenu w obecnosci organicznych filtréw UV wykazano, iz
w warunkach eksperymentu tazaroten pozostawat stabilny we wszystkich analizowanych
przypadkach, z wyjgtkiem dodatku benzofenonu-4. Na chromatogramach zarejestrowanych dla
probek zawierajgcych tazaroten i benzofenon-4 po naswietlaniu promieniowaniem UV
zaobserwowano dwa dodatkowe piki, ktorym na widmie masowym odpowiadat m/z=412,18 (TP-1)
oraz m/z=368,18 (TP-6). Nie zaobserwowano degradacji tazarotenu w prdbkach dark control, co
wskazuje na stabilno$¢ tazarotenu w przypadku braku dziatania promieniowania UV. Dla wszystkich
potencjalnych produktéw degradacji tazarotenu wykonano réwniez analize toksycznosci metods in
silico oceniajac ryzyko toksycznosci pod wzgledem mutagennosci, kancerogennosci, teratogennosci
oraz wiasciwosci draznigcych skére przy uzyciu programu OSIRIS Property Explorer [65]. Piec
produktéw degradacji: TP-2, TP-3, TP-4, TP-7 i TP-8 moze wykazywac potencjalne dziatanie

teratogenne, jeden — TP-10 dziatanie draznigce na skore.

W badaniach przedklinicznych wykazano, ze tazaroten hamuje wzrost réznych linii ludzkich
komodrek nowotworowych m.in. raka szyjki macicy i piersi [61], dlatego ocene wtasciwosci
cytotoksycznych produktow degradacji tazarotenu przeprowadzono testem MTT w stosunku do
komérek nowotworowych estrogenoniezaleznego raka piersi (MDA-MB-231), raka szyjki macicy
(HelLa) oraz raka jajnika (A2780). Na Rys. 2 przedstawiono zmiany zdolnosci do podziatéw
komaorkowych (stopien proliferacji) hodowli komérkowych poddanych dziataniu tazarotenu po jego
fotokatalitycznej degradacji. Zastosowano roztwor tazarotenu w trzech stezeniach: 3, 10 i 30 uM oraz
trzy czasy naswietlania (TO — prdba kontrolna, T1 — 0,5 h naswietlania, T2 — 1 h naswietlaniai T3 -2 h
naswietlania). Dziatanie antyproliferacyjne zalezne od czasu i stezenia wykazano dla linii
komaorkowych raka jajnika (A2780) i piersi (MDA-MB-231). W przypadku komérek A2780 wykazano
znaczne zahamowanie proliferacji przy stezeniu 30 uM tazarotenu (préba kontrolna, bez
naswietlania). W przypadku komoérek Hela zaobserwowano zalezne od stezenia dziatanie
antyproliferacyjne tazarotenu bez naswietlania, ktére po 0,5h, 1h oraz 2h napromieniowywania
ulegato zmniejszeniu. Dla linii komérkowych A2780 i MDA-MB-231 roztwory T3 skuteczniej
hamowaty proliferacje komérek w poréwnaniu do T1 i T2, co wskazuje na powstawanie podczas
naswietlania roztworu tazarotenu produktéw fotokatalitycznej degradacji o silniejszych
wiasciwosciach antyproliferacyjnych od leku wyjsciowego. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, iz w efekcie fotodegradacji mogg powstaé produkty o nieznanej toksycznosci. Ponadto
produkty fotodegradacji moga réznic sie lipofilowoscig i masg czasteczkowg od substancji czynnej

leku, a te wtasciwosci mogg wptywac na ich przenikanie przez skére.
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Rysunek 2. Zmiany stopienia proliferacji dla nowotworowych linii HelLa, A2780 i MDA-MB-231 pod wptywem
roztwordw zawierajgcych tazaroten w trzech stezeniach poczgtkowych: 3, 10 i 30 uM, po réznych czasach ich
naswietlania (TO — préba kontrolna, T1 — 0,5 h naswietlania, T2 — 1 h naswietlania i T3 — 2 h naswietlania).
* p <0,05, ** p <0,01 i *** p <0,001

H-2. Photostability of Terbinafine Under UVA Irradiation: The Effect of UV Absorbers. Photochem
Photobiol. 2019, 95(4): 911-923

Kontynuacjg tematyki zwigzanej z wptywem substancji promieniochronnych na fotostabilnos¢
substancji czynnych lekéw byta ocena stabilnosci terbinafiny w warunkach promieniowania UVA
w obecnosci nanoczgstek TiO, i/lub ZnO, butylometoksydibenzoilometanu (avobenzone), 3-(4-
metylobenzylideno)kamfory, oktokrylenu, benzofenonu-1 oraz benzofenonu-2. Promieniowanie UVA
(320 - 400 nm) jest sktadowg promieniowania ultrafioletowego obok promieniowania UVB (280 - 320
nm) oraz UVC (100 - 280 nm). Promieniowanie UVA stanowi 95% promieniowania ultrafioletowego,
ktore dociera do powierzchni ziemi, jest obecne przez caty rok, i ma istotne znaczenie, gdyz przenika
az do warstwy skéry wtasciwej. Badania fotostabilnosci terbinafiny przeprowadzono w komorze
klimatycznej do testow stabilnos$ci z oswietleniem zgodnym z wytycznymi Miedzynarodowej Rady
Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi —

promieniowanie UVA o zakresie dtugosci fali od 320 do 400 nm, z maksimum przy 365 nm,
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wilgotno$¢ 60% i temperatura 25°C. Natezenie promieniowania bylo mierzone przy uzyciu

radiometru.

Chlorowodorek terbinafiny jest syntetycznym lekiem z grupy alliloamin, ktéry ze wzgledu na
swoje szerokie spektrum dziatania jest powszechnie stosowany w leczeniu dermatofitoz
wywotywanych przez rodzaje Trichophyton, Microsporum | Epidermophyton [66]. Terbinafina jest
stosowana doustnie lub miejscowo w monoterapii, jak réwniez w terapii skojarzonej z doustnymi
lekami przeciwgrzybiczymi. Pozorna objeto$é¢ dystrybucji dla terbinafiny wynosi ponad 20 L kg™, co
jest zwigzane m.in. z akumulacjg leku w skorze, paznokciach i tkance ttuszczowej, oraz wysokim
stezeniem leku w warstwie rogowe] naskdrka, ktore utrzymuje sie do kilku tygodni po zakoriczeniu
leczenia [66,67]. Ze wzgledu na liczne doniesienia o zwigzku terbinafiny z nadwrazliwoscig na swiatto
stoneczne, indukcjg podostrej skérnej postaci tocznia rumieniowatego (SCLE), pokrzywki wyzwalanej
przez promieniowanie UVB, zwigzek ten wybrano do badan fotostabilnosci [68,69]. Badania
przeprowadzono w roztworze etanolowym oraz przygotowanych formulacjach (lanolina 0,5 g; kwas
stearynowy 0,4 g; parafina 0,95 g; glikol propylenowy 0,52 g; trietanolamina 0,1 g; woda destylowana
7,43 g) zawierajacych terbinafine (10 mg g*) z dodatkiem badanych substancji promieniochronnych
(1 %, w/w) lub ZnO lub/i TiO, (5 %, w/w).

Badanie fotostabilnosci zostato poprzedzone opracowaniem, walidacjg i oceng statystyczng
metody UHPLC/MS/MS oznaczania terbinafiny w obecnosci produktéow jej degradacji. Ponadto
sprawdzono selektywnos¢ metody w stosunku do zastosowanych substancji promieniochronnych

oraz sktadnikéw formulacji zaréwno przed i po naswietlaniu promieniowaniem UVA.

Do opisu kinetyki procesu fotokatalitycznej degradacji w obecnosci katalizatoréw, takich jak
nanoczastki TiO, lub ZnO pod wptywem promieniowania UV zastosowanie znajduje model
Langmuira-Hinshelwooda. W rozcieficzonych roztworach stopien pokrycia substratem powierzchni
katalizatora jest niewielki, zatem w tym przypadku kinetyke reakcji opisuje sie zgodnie z kinetyka
pseudo-pierwszego rzedu [58]. Fotokatalityczna degradacja terbinafiny w roztworze etanolowym
przebiegata wedtug ww. kinetyki. Obliczone wartosci statych szybkosci procesu fotodegradacji
terbinafiny byty zalezne od poczatkowego stezenia tej substancji badanej. Czas potowicznej
przemiany wynosit 19,86 h oraz 32,08 h odpowiednio dla stezenia poczatkowego terbinafiny 0,05 mg

mL'i0,1 mgmL™.

Terbinafina w roztworze etanolowym pozostawata stabilna po 24 h zaréwno w warunkach
dziatania promieniowania UVA jak réwniez w prdobkach dark control. Badana substancja ulegata
degradacji jedynie w przypadku obecnosci ZnO, TiO,, ZnO/TiO, lub oktokrylenu po naswietlaniu
promieniowaniem UVA. Analogiczne badania przeprowadzono dla sporzadzonych formulacji
zawierajgcych terbinafine lub terbinafine wraz z substancjami promieniochronnymi, ktore
rozprowadzano na kwarcowych ptytkach w postaci warstwy 2 mg cm?, a nastepnie poddano
naswietlaniu promieniowaniem UVA przez 6 godzin. Terbinafina w opisanych warunkach

eksperymentu ulegta czesciowej degradacji pod wptywem promieniowania UVA. Na Rys. 3
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przedstawiono zawartosci terbinafiny w przygotowanych formulacjach oznaczone po

przeprowadzonym eksperymencie.
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Rysunek 3. Zawartos¢ terbinafiny w przygotowanych formulacjach zawierajgcych badang substancje i wybrane
substancje promieniochronne, rozprowadzonych na szkietkach kwarcowych (2 mg ¢cm’) oznaczona po 6
godzinach naswietlania promieniowaniem UVA w komorze klimatycznej oraz w prdébkach dark control,

wyrazona jako procent jej ilosci poczgtkowe;.

Ze wzgledu na obserwowang degradacje badanej substancji przeprowadzono analize
statystyczng otrzymanych wynikéw. Wykazano rdznice istotne statystycznie (p<0,05) w trwatosci
badanego zwigzku w zaleznosci od zastosowanej substancji promieniochronnej. Trzy zwigzki:
benzofenon-1, benzofenon-2  oraz  3-(4-metylobenzylideno)kamfora  wykazaty  dziatanie
fotostabilizujgce, w ich obecnosci fotodegradacja substancji czynnej w przygotowanej formulacji byta
znaczgco mniejsza w poréwnaniu do préby kontrolnej (terbinafiny bez dodatku substancji
promieniochronnej). W pozostatych przypadkach zastosowane substancje promieniochronne

pozostawaty bez wptywu na stopien fotodegradacji terbinafiny.

Zaproponowano dziewieé¢ prawdopodobnych struktur produktéw fotokatalitycznej degradacji
terbinafiny w roztworze etanolowym, ktére oznaczono TP-1 — TP-9 (Tabela 1 przedstawiona w pracy
H-2). Dwie dodatkowe struktury zostaty opisane w przypadku degradacji badanej substancji w
przygotowanej formulacji (TP-11, TP-12) w warunkach eksperymentu. Proces fotokatalitycznej
degradacji terbinafiny przebiegat gtéwnie poprzez utrate tancucha bocznego (E)-N,6,6-trimetylo-2-
hepten-4-yn-1-aminy (TP-4) na drodze oksydacyjnej deaminacji, co prowadzito do powstania 1-
metylo-aminometylo-naftalenu (TP-2) lub 1-naftalenometanolu (TP-1). Ponadto powstat izomer - Z-

terbinafina — produkt TP-6 .
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Wykonano réwniez badanie cytotoksycznosci roztwordw terbinafiny poddanych dziataniu
promieniowania UVA w obecnosci TiO, z zastosowaniem badan in vitro na podstawie oceny
zywotnosci  komorek ludzkich fibroblastéow (BJ) ATCCTMCRL-2522. Przeprowadzona ocena

statystyczna wynikéw testu MTT wskazuje na brak réznic w zywotnosci komérek analizowanej linii.

W przeprowadzonych badaniach wykazano rdznice w fotostabilnosci terbinafiny w roztworze
i przygotowanej formulacji, jak réwniez wykazano wptyw substancji wspétobecnych (substancji

promieniochronnych) na jej trwatos¢.

H-3. The impact of ZnO and TiO, on the stability of clotrimazole under UVA irradiation:
Identification of photocatalytic degradation products and in vitro cytotoxicity assessment.
J Pharm Biomed Anal. 2017, 145: 283-292

Klotrimazol (1-[(2-chlorofenylo)- difenylometylo]-1H- -imidazol), to lek z grupy pochodnych
azolowych o szerokim spectrum dziatania przeciwgrzybiczego, stosowany w terapii m.in. zakazen
skory dermatofitami (rodzaje Trichophyton spp., Epidermophyton spp., Microsporum spp.),
drozdzakami (rodzaj Candida spp. i Malassezia furfur) oraz grzybami plesniowymi (Aspergillus spp.).
Najnowsze doniesienia dotyczg badan potencjalnego zastosowania tego leku w terapii anemii
sierpowatej, malarii, choroby beri-beri i raka [70]. Klotrimazol zostat sklasyfikowany jako substancja
niebezpieczna w rozumieniu Rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) Nr 1272/2008
(E.C, 2008a): ) zagrozenie krotkotrwate dla srodowiska wodnego H400 — dziata bardzo toksycznie na
organizmy wodne, Il) H410 — stwarzajgce zagrozenie dla Srodowiska wodnego — zagrozenie
przewlekte, III) H302 — toksycznos¢ ostra (droga pokarmowa), kategoria zagrozenia 4 [71]. Klotrimazol
nie jest podatny na fotolize, a ze wzgledu na jego znaczng trwatos¢ w srodowisku (czas potowicznego
rozpadu wynosi ponad 60 dni), badania procesu fotokatalitycznej degradacji tego leku sg istotne
rowniez w kontekscie rozwazan nad usuwaniem zanieczyszczen organicznych, w tym lekéw, ze
Srodowiska naturalnego szczegdlnie metodami przyjaznymi dla srodowiska, czyli m.in. technologiami

zaawansowanego utleniania [72,73].

Badania fotodegradacji klotrimazolu przeprowadzono w roztworze metanolowym oraz buforze
fosforanowym o réznych wartosciach pH (niskie wartosci pH otrzymano poprzez dodatek kwasu
fosforowego(V)), w obecnosci nanoczgstek ZnO i TiO, w komorze klimatycznej do testow stabilnosci
z oswietleniem zgodnym z wytycznymi Miedzynarodowej Rady Harmonizacji Wymagan Technicznych
dla Rejestracji Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi — promieniowanie UVA, temperatura
25°C i wilgotno$¢ 60%. Badania poprzedzono opracowaniem i zwalidowaniem metody oznaczania

klotrimazolu w obecnosci produktéw jego degradacji technikg UHPLC/MS/MS.

Realizacja celu badan wigzata sie z oceng wptywu pH roztworu oraz rodzaju rozpuszczalnika na

szybko$¢ procesu fotokatalitycznej degradacji substancji badanej. Klotrimazol to staba zasada,
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wystepuje w formie zjonizowanej przy niskich wartosciach pH, dlatego do badan wybrano roztwory
o pH 2; 3; 3,5 oraz 4,5. Wptyw pH roztworu, w ktdrym zachodzi reakcja fotokatalitycznej degradacji
jest jednak bardzo ztozony, gdyz dotyczy on zaréwno wtasciwosci powierzchniowych katalizatora np.
TiO,, jak i tadunku substancji, co znajduje odzwierciedlenie w warto$ci statej szybkosci reakcji. Z tego
powodu powinien on by¢ rozpatrywany indywidualnie dla kazdego zwigzku. Fotodegradacja
klotrimazolu w metanolu oraz w roztworze buforu fosforanowego w obecnosci TiO,/ZnO
w warunkach promieniowania UVA przebiegata zgodnie z kinetykg pseudo-pierwszego rzedu. Wraz ze
wzrostem pH warto$¢ statej szybkosci reakcji malata, przyjmujac warto$é¢ 0,1014 h™ dla pH=2 oraz
0,0123 h™ dla pH=4,5. Obliczony czas potowicznej przemiany wynosit 6,84 h dla roztworu o pH 2, oraz
56,35 h dla buforu o pH 4,5, co wskazuje na spadek podatnosci klotrimazolu na fotodegradacje pod
wptywem promieniowania UVA wraz ze wzrostem wartosci pH roztworu. Uzyskane wyniki obrazujgce
zalezno$¢ stabilnosci substancji czynnej od wartosci pH majg bardzo istotne znaczenie przy
opracowywaniu formulacji lekdw, co w przypadku klotrimazolu zostato potwierdzone w badaniach
Bachhav i wspét. [78].

Zaproponowano czternascie prawdopodobnych struktur produktéw degradacji (Tabela 1
przedstawiona w pracy H-3). Proces fotokatalitycznej degradacji przebiegat poprzez hydroksylacje
pierscienia fenylu oraz fragmentu imidazolowego. Hydroksylacja pierscienia imidazolu prowadzita do
jego otwarcia (CP-9) i ostatecznie utraty ugrupowania imidazolu (CP-5 i CP-14). Dwa z czternastu
produktow fotokatalitycznej degradacji klotrimazolu zostaty wczesniej wymienione w Farmakopei
Europejskiej jako zanieczyszczenia A (CP-5, (2-chlorofenylo) difenylometanol) i E (CP-13, (2-
chlorofenylo) fenylometanon) [74]. Produkt degradacji CP-5 zostat réwniez opisany w badaniach
stabilnosci klotrimazolu przeprowadzonych przez Hajkova i wspot. oraz w badaniach degradacji
klotrimazolu pod wptywem promieniowania jonizujacego [75,76]. Struktury (CP-5), (CP-13) i (CP-14)
zostaty opisane w badaniach farmakokinetyki tego zwigzku jako metabolity [77]. Po raz pierwszy

zaproponowano jedenascie struktur produktéw fotodegradacji klotrimazolu.

Testy cytotoksycznosci MTT przeprowadzone na linii komérkowej ludzkich fibroblastéw (BJ)
ATCC™ CRL-2522 nie wykazaty réznic istotnych statystycznie w zywotnosci komérek poddanych
dziataniu badanych roztworéw kontrolnych (klotrimazol, klotrimazol+TiO,/ZnO) oraz roztworéw po

ekspozycji na promieniowania UVA (klotrimazol, TiO,/ZnO, klotrimazol+TiO,/Zn0O) (p<0,05).

H-4. Determination of bifonazole and identification of its photocatalytic degradation products
using UPLC-MS/MS. Biomed Chromatogr. 2017, 31(9)

Nadrzednym celem badan zaprezentowanych w tej pracy byta ocena aktywnosci
fotochemicznej ZnO i TiO, w stosunku do bifonazolu w warunkach promieniowania UVA.

W badaniach zastosowano dwa rodzaje tlenku cynku: 1) tlenek cynku, proszek o czystosci
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farmakopealnej, 1l) tlenek cynku RonaCare®, opracowany i stosowany jako sktadnik aktywny

kosmetykoéw, oraz ditlenek tytanu, anataz, nanoczastki < 25 nm.

TiO, oraz ZnO to najbardziej popularne podtprzewodniki stosowane w fotokatalizie
heterogenicznej. Waznymi czynnikami wptywajacymi na efektywnos$é procesu fotodegradacji
w uktadzie heterogenicznym s3: rozmiar czgstek fotokatalizatora i jego stezenie. W ramach badan
procesu fotodegradacji bifonazolu uwzgledniono ocene wptywu stezenia katalizatora (TiO, oraz ZnO)
oraz substancji badanej na wydajno$é tego procesu, poddajgc analizie stezenie bifonazolu po
zakonczonym naswietlaniu. Nie stwierdzono degradacji bifonazolu w prébkach kontrolnych, jak
rowniez po 24 h naswietlania promieniowaniem UVA w roztworze metanolowym w warunkach
eksperymentu. Bifonazol wykazat wysokg fotostabilno$é, co mogto byé spowodowane ekspozycjy
jedynie na promieniowanie w zakresie UVA, podczas gdy na zarejestrowanych widmach maksimum
absorpcji bifonazolu jest ponizej 300 nm (Auax=293 nm). Analogiczne proébki zawierajgce badang
substancje oraz TiO,, ZnO, TiO,/ZnO lub RonaCare® ZnO w réznych stezeniach poddano 24 h
ekspozycji na promieniowanie UVA w komorze klimatycznej, temp. 25°C, wilgotno$¢ 60%, rejestrujgc
produkty degradacji na chromatogramach. W prébkach dark control nie zaobserwowano rozktadu
bifonazolu w warunkach eksperymentu. Obserwowana degradacja bifonazolu byta wiec
spowodowana jedynie fotokatalizg, a zatem efektywnos$¢ degradacji bifonazolu mozna przyjgé jako
miare aktywnosci fotokatalizatorow. Rozktad bifonazolu zaobserwowano w zawiesinach
zawierajgcych tlenek cynku oraz RonaCare® ZnO, natomiast badana substancja pozostawata stabilna
w obecnosci TiO, (rozktad w wynosit okoto 0,6%). Wzrost aktywnosci fotokatalitycznej mozna uzyskaé
poprzez potgczenie dwdch rdznych fotokatalizatoréw o réznych pasmach walencyjnych i pasmach
przewodnictwa [79]. Zastosowanie potgczenia TiO,/ZnO w sposéb zdecydowany wptyneto na
przyspieszenie rozktadu bifonazolu. Proces fotokatalitycznej degradacji bifonazolu przebiegat zgodnie
z kinetykg dla reakcji pseudo-pierwszego rzedu, a na podstawie obliczonych parametréow
kinetycznych wykazano wzrost rozktadu badanego zwigzku wraz ze wzrastajgcym stezeniem

fotokatalizatorow.

Badania poprzedzono opracowaniem i zwalidowaniem metody oznaczania bifonazolu
w obecnosci produktéw jego fotokatalitycznej degradacji technikg UHPLC/MS/MS. Na podstawie
analizy widm masowych zaproponowano dziesie¢ produktéw fotodegradacji bifonazolu (BP-1 — BP-
10) (Rys. 4). Proces fotokatalitycznej degradacji bifonazolu przebiegat gtéwnie na drodze
hydroksylacji grupy metanotriylowej i/lub sgsiednich pierscieni fenylowych oraz rozpadu pierscienia
imidazolu, a dalsze utlenianie doprowadzito do powstania odpowiednich ketondw — produkty BP-9
i BP-10 . W przypadku produktéw BP-4 i BP-5 doszto do rozpadu pierscienia imidazolu z pdzniejszg
cyklizacja.
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Rysunek 4. Prawdopodobne struktury produktow fotokatalitycznej degradacji bifonazolu.

H-5. Determination of itraconazole and its photodegradation products with kinetic evaluation by
ultra-performance liquid chromatography/tandem mass spectrometry. Biomed Chromatogr. 2016,
30(11): 1733-1743.

Itrakonazol  (1-(Butan-2-ylo)-4-[4-(4-{[(2S,4R)-2-(2,4-dichlorofenylo)-2-[(1H-1,2,4-triazol-1-ilo)
metylo]-1,3-dioksolan-4-ylo]-metoksy}fenylo)piperazyn-1-ylo]-4,5-dihydro-1H-1,2,4-triazol-5-on)  to
syntetyczny lek przeciwgrzybiczy o szerokim spektrum dziatania. Zajmuje wazne miejsce w terapii
przeciwgrzybiczej i okazat sie skuteczny w leczeniu histoplazmozy, blastomikozy, sporotrychozy,
kokcydioidomikozy i niektérych postaci aspergilozy [80]. Wykazano potencjalne dziatanie
przeciwnowotworowe itrakonazolu, wskazuje na to dziatanie przeciwangiogenne i zdolno$¢ do
hamowania szlaku sygnatowego Hedgehog [81]. Ponadto itrakonazol moze dziata¢ synergistycznie
z szeregiem innych lekéw w celu wzmocnienia ich dziatania przeciwnowotworowego [82]. Itrakonazol

jest lipofilowy (log Ko/w = 5,66 przy pH 8,1), dlatego osigga najwyzsze stezenia w tkance ttuszczowej,
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skorze i paznokciach [83,84]. Itrakonazol jest uwazany za lek fotostabilny, ale moze powodowac
nadwrazliwo$s¢ na sSwiatto stoneczne [85]. Nardi i wspdt. zbadali wifasciwosci fotochemiczne
itrakonazolu wykazujac jego niestabilnos¢ pod wptywem promieniowania UVB, degradacja na drodze
dehalogenacji powodowata powstanie ugrupowania 2,4-dichlorofenylowego, gtéwnie w pozycji orto
[86].

W omawianej pracy ocenie poddano wptyw promieniowania UVA na stabilnos¢ tej substancji,
wykorzystujagc dodatkowo TiO,, ZnO oraz sole zelaza(lll). Fotakataliza moze by¢ prowadzona
w warunkach heterogenicznych na granicy faz (np. TiO,, ZnO) lub homogenicznych (np. rozpuszczalne
sole zelaza(lll)). W badaniach przeprowadzonych na sulfonamidach Adamek i wspdt. wykazali wysoka
aktywnos¢ dla mieszaniny Tio,/Fe* [87]. Roztwory itrakonazolu o poczatkowych stezeniach 0,1 lub
1 mg mL" zostaty poddane dziataniu promieniowania UVA, w celu oceny wptywu stezenia substratu
na stopien jego degradacji. Itrakonazol pozostawat stabilny w prébach dark control, ale ulegat
fotolizie pod wptywem promieniowania UVA. Obliczone parametry kinetyczne, state szybkosci reakcji
o wartoéciach 0,0813 h™ i 0,0675 h™ oraz czasu potowicznej przemiany tos 8,52 h i 10,27 h,
odpowiednio dla stezenia roztworu 0,1 mg mL" oraz 1 mg mL" wskazujg na szybszy rozkfad
itrakonazolu w roztworze o nizszym jego stezeniu. W kolejnym etapie przebadano aktywnosc
fotochemiczg nastepujgcych substancji: TiO,, FeCl; oraz TiO,/FeCl;. Obecno$é¢ TiO,, FeCl; lub
TiO,/FeCl; zwiekszata wydajno$é procesu fotodegradacji itrakonazolu. Wartosc¢ statej szybkosci reakcji
rozktadu zalezata od rodzaju katalizatora, a aktywnosé fotokatalityczna zmieniata sie w nastepujacy
sposdb: FeCl; > TiO,/FeCl; > TiO,. W obecnosci TiO, po 24 h naswietlania promieniowaniem UVA
73,32% itrakonazolu ulegto rozktadowi. W prébach dark control badana substancja pozostata
stabilna. Proces rozktadu itrakonazolu przebiegat najszybciej w obecnosci jondw Fe(lll). W tescie dark
control dla 1 mM FeCl; wykazano nieznaczng degradacje itrakonazolu w warunkach eksperymentu.
W kolejnym etapie potaczono TiO, oraz Fe** w nastepujacych kombinacjach TiO,/Fe®": 0,25 g L'/1,0
mM oraz 1 g L''/1,0 mM. Wzrost stezenia TiO, przy stalym stezeniu jonéw zelaza(lll) powoduje

obnizenie efektywnosci degradacji itrakonazolu w warunkach naswietlania promieniowaniem UVA.

Identyfikacje produktow rozpadu itrakonazolu wykonano na podstawie analizy MS/MS.
Zaproponowano siedem prawdopodobnych struktur dla powstajgcych produktéw fotodegradacji
itrakonazolu (IP-1 — IP-7). Gtéwny produkt fotolizy IP-2 (tz = 3,20 min) oraz gtéwny produkt
fotodegradacji w obecnosci Fe(lll) IP-3 (tg = 4,79 min) powstaty prawdopodobnie na wskutek
rozerwania wigzania C-N. Kolejne dwa produkty byly wynikiem utraty chloru w pierscieniu
fenylowym, w pozycji orto (IP-6) lub w pozycji para (IP-5). Produkt IP-7 0 m/z=669,3 powstat poprzez

utrate czgsteczki chlorowodoru z czasteczki zwigzku wyjsciowego.
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H-6. Photostability of Topical Agents Applied to the Skin: A Review. Pharmaceutics. 2020, 12(1).

Praca przeglagdowa

Realizacja badan fotostabilnosci zostata poprzedzona przeglagdem pismiennictwa naukowego
celem usystematyzowania wiedzy o warunkach badan fotostabilnosci substancji czynnych lekéw
przeznaczonych do stosowania zewnetrznego w dermatologii oraz zweryfikowania potencjalnych
grup lekdw nieprzebadanych w tym kontekscie. Konsekwencjg przeprowadzonego studium danych
pismiennictwa byto zakwalifikowanie substancji czynnych z grupy lekéw przeciwgrzybiczych
i retinoidéw 1l generacji do badan fotostabilnosci, jak rdwniez powstanie publikacji przeglagdowej
dotyczacej fotostabilnosci lekéw przeznaczonych do stosowania zewnetrznego w dermatologii.
Zgodnie z mojg dotychczasowg wiedzg jest to jedyna praca, w ktérej podjeto probe
usystematyzowania danych dotyczacych fotostabilnosci lekow stosowanych miejscowo na skoére.
Produkty lecznicze stosowane miejscowo na skdére mogg wywotywaé efekt lokalny (kremy, zele,
masci, emulsje, zawiesiny, roztwory) lub ogdlnoustrojowy np. systemy transdermalnego dostarczania
lekow. W prezentowanej pracy przeglagdowej pogrupowano informacje dotyczacych fotostabilnosci
lekéw stosowanych na skdére w celu uzyskania efektu miejscowego. Szczegétowo omdwiono
najwazniejsze grupy lekéw stosowanych miejscowo, takie jak glikokortykosteroidy, retinoidy, leki
przeciwgrzybicze, niesteroidowe leki przeciwzapalne oraz wybrane filtry UV. Do publikacji wtgczono
substancje promieniochronne, ze wzgledu na to ze Amerykanska Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (FDA)
klasyfikuje produkty przeciwstoneczne jako leki OTC, w Europie natomiast podlegajg one regulacjom
prawnym dotyczagcym kosmetykdéw. Nalezy zaznaczyé, iz wykazy substancji promieniochronnych
dopuszczonych do obrotu w Unii Europejskiej i w Stanach Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej rézniag
sie i s ciggle uaktualniane. Ze wzgledu na to, ze ochrona przeciwstoneczna jest zwigzana
z fotostabilnoscig substancji promieniochronnych oraz, ze sg one stosowanie w wysokich stezeniach
na duzg powierzchnie ciafta, badania ich fotostabilnosci wigzg sie z ogromnym zainteresowaniem
naukowcow. Wstepny przeglad aktualnego pisSmiennictwa w bazie PubMed na podstawie
wyszukiwania: fraza fotostabilnos¢ i leki oraz fraza fotodegradacja i leki wskazuje na rosngce
zainteresowanie badaniami wptywu promieniowania UV na stabilnos¢ lekow (Rys. 5). Analiza danych
literaturowych zawezona do poszczegdlnych grup lekéw: glikokortykosteroidy, przeciwgrzybicze,
retinoidy, niesteroidowe leki przeciwzapalne oraz substancje promieniochronne wskazuje na
najwiekszy udziat badan nad fotostabilnoscig wifasnie substancji promieniochronnych zwanych

rowniez filtrami UV oraz produktéw w sktad ktérych wchodzg (Rys. 6).
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Rysunek 5. Liczba rekordéw uzyskana podczas przeglagdu dostepnego pismiennictwa dla stéw kluczowych
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Rysunek 6. Procentowy udziat badan fotodegradacji poszczegdlnych grup lekow na podstawie liczby rekordow

uzyskanych podczas przeglagdu dostepnego pismiennictwa (2008-2018, PubMed).

Dokonano przeglagdu ponad stu czterdziestu prac powigzanych z tematem badan
fotostabilnosci lekow przeznaczonych do stosowania miejscowego przede wszystkim w schorzeniach
dermatologicznych. Preparaty przeznaczone do stosowania na skdre to gtownie potstate (masci,
kremy, zele) lub ptynne (roztwory, emulsje, zawiesiny) postaci leku. W wytycznych ICH Q1B podano
informacje, iz testowanie niektdrych produktéw, takich jak ptyny infuzyjne czy kremy moze byc
przeprowadzone réwniez w celu poprawy fotostabilnosci podczas ich uzytkowania. Zakres tych badan
powinien zaleze¢ od zaleconego sposobu stosowania leku przez pacjenta, ale nie zostaty
przedstawione konkretne wytyczne lecz pojawia sie wskazanie, iz badania majg by¢ przeprowadzone
wedtug uznania wnioskodawcy [2]. Ponadto do badan fotostabilnosci pétstatych produktow

leczniczych muszg by¢ stosowane inne metody ekspozycji prébki na Zzrédto promieniowania, niz
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w przypadku najczesciej badanych postaci dawkowania statych lub ptynnych. Z tego wzgledu w pracy
przedstawiono szczegétowe informacje o metodach stosowanych do przeprowadzania badan
fotostabilnosci potstatych postaci dawkowania. W opisie uwzgledniono sposéb ich przygotowania do
badan, stezenie substancji czynnej, role substancji wspdtobecnych, procedury ekspozycji prébki na
promieniowanie, jak réwniez rodzaj zrddta promieniowania oraz warunki naswietlania (rodzaj
promieniowania, odlegtos¢ od zrédfa promieniowania, czas naswietlania, dawka). Takie badania s3
konieczne ze wzgledu na mozliwe rdznice w fotostabilnosci substancji czynnej zawartej w produkcie
leczniczym w porédwnaniu do samej substancji czynnej leku. Ponadto przedstawiono strategie
wykorzystywane w poprawie fotostabilnosci substancji czynnych w gotowych postaciach leku,
sposrod ktorych najwieksze znaczenie majg m.in.: rodzaj formulacji, uzyte substancje absorbujgce
promieniowanie UV, pigmenty, przeciwutleniacze, kompleksy inkluzyjne z cyklodekstrynami,
inkorporacja leku w nosniki (liposomy, etosomy, niosomy, mikroemulsje), zastosowanie
nanotechnologii oraz kombinacja réznych technik (Tabela 3 przedstawiona w pracy H-6). Badania
fotostabilnosci wymagajg réwniez uwzglednienia aspektu cytotoksycznosci ifototoksycznosci
powstajgcych produktéw degradacji, co jest zwigzane z bezpieczenstwem iskutecznoscig
farmakoterapii. W pracy nawigzano zatem do problematyki fotodermatoz egzogennych
wywotywanych przez leki. Ekspozycja na $swiatto stoneczne moze wywotac reakcje nadwrazliwosci,
ktére sg klasyfikowane jako reakcje fototoksyczne lub reakcje fotoalergiczne. Nadwrazliwo$é na
Swiatto jest wynikiem skojarzonego dziatania dwodch czynnikow: Swiatta (promieniowanie
ultrafioletowe lub widzialne) i leku (podanie ogdlnoustrojowe lub miejscowe). Wywotywana jest ona
gtéwnie przez promieniowanie UVA, ktére wnika w gtebsze warstwy skory [88]. Za reakcje
nadwrazliwosci na $wiatto odpowiada wiele lekéw stosowanych w dermatologii m.in. niektére
antybiotyki, retinoidy, leki przeciwgrzybicze, substancje promieniochronne. Fototoksycznosc¢ to ostra
reakcja zapalna spowodowana uszkodzeniem zainicjowanym przez reaktywne form tlenu, ktore
powodujg oksydacyjne uszkodzenie DNA, lipidow i biatek. Ze wzgledu na obecnos¢ chromoforéw
w strukturze leku, jego czasteczki absorbujg promieniowanie UV, ktére moze powodowaé zmiany
w strukturze lub generowaé wolne rodniki. Substancja aktywna leku po jego aplikacji na skére moze
wiec by¢ wystawiona na dziatanie promieniowania UV. Reakcje fotoalergiczne sg rzadkie, niezalezne
od dawki i pojawiajg sie po pewnym czasie od ekspozycji na promieniowanie, najczesciej po uptywie
24-48 godzin od ekspozycji na hapten i promieniowanie UV. Lek lub produkty jego degradacji dziatajg
jak hapteny, wywotujac odpowiedz immunologiczng. Niezwykle istotna jest wiec ocena
fototoksycznosci substancji czynnej oraz jej potencjalnych produktéw degradacji. Ocene potencjatu
fototoksycznego przeprowadza sie zgodnie z zaakceptowanym przez Unie Europejskg protokotem
badania fototoksycznosci na fibroblastach mysich — zwalidowany test wychwytu czerwieni obojetnej
(ang. 3T3 Neutral Red Uptake Phototoxicity Assay) opierajgcym sie na poréwnaniu cytotoksycznosci
substancji czynnej leku poddanej naswietlaniu promieniowaniem UVA/VIS oraz bez jego dziatania.
Niniejsza praca miata na celu podkreslenie, ze leki przeznaczone do stosowania miejscowego na

skore, w przeciwienstwie do innych postaci dawkowania, moga ulegaé fotodegradacji rdwniez po ich
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zastosowaniu. Dlatego bardzo wazine jest okreslenie ich wrazliwosci na promieniowanie UV

w warunkach ich stosowania przez pacjenta.

4.3.4. Podsumowanie

Najwazniejsze efekty badan przeprowadzonych w ramach realizacji osiggniecia naukowego

bedacego podstawg ubiegania sie o nadanie stopnia doktora habilitowanego:

e opracowane i zwalidowane zgodnie z wymaganiami Miedzynarodowej Rady Harmonizacji
Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi, nowe
metody analityczne umozliwity oznaczenie badanych substancji: tazarotenu, terbinafiny,
klotrimazolu, bifonazolu i itrakonazolu technikg UHPLC/MS/MS w obecnosci produktow ich
degradacji, a zastosowanie techniki o bardzo wysokiej czutosci umozliwito wykrycie
zanieczyszczen wystepujgcych rowniez w niskich stezeniach

e bazujgc na wynikach analizy UHPLC/MS/MS zaproponowano struktury nowych produktow
rozktadu badanych substancji z grupy lekéw przeciwgrzybiczych i retinoidéw oraz mozliwe
kierunki ich fotodegradacji

e wyznaczono wartosci parametréw kinetycznych reakcji fotodegradacji badanych substancji
oraz wykazano wptyw nastepujacych czynnikdw na ich fotostabilno$¢: stezenie i rodzaj
zastosowanego fotokatalizatora, pH, rodzaj zastosowanego rozpuszczalnika, postaé
farmaceutyczna, substancje wspoétobecne, takie jak jony metali, TiO,, ZnO oraz substancje
promieniochronne (benzofenon-1, benzofenon-2, benzofenon-3 (oksybenzon), benzofenone-4
(sulisobenzon), butylometoksydibenzoilometan, 3-(4-metylobenzylideno)kamfora, oktokrylen)

e substancje absorbujgce promieniowanie UV moga zwieksza¢ fotostabilnos¢ substancji
czynnych lekdw, co wykazano dla terbinafiny i benzofenonu-1, benzofenonu-2 oraz 3-(4-
metylobenzylideno)kamfory w warunkach eksperymentu

e substancje promieniochronne mogg przyspieszac¢ przebieg procesu fotodegradacji substancji
czynnej leku, co zaobserwowano dla tazarotenu w obecnosci benzofenonu-4 w warunkach
eksperymentu

e oceniajac cytotoksycznos¢ roztworu tazarotenu po fotokatalitycznej degradacji przy uzyciu
testu MTT w stosunku do komérek nowotworowych: estrogenoniezaleznego raka piersi (MDA-
MB-231), raka szyjki macicy (Hela) oraz raka jajnika (A2780) wykazano, ze roztwdr zawierajgcy
produkty fotodegradacji tazarotenu posiada silniejsze wtasciwosci antyproliferacyjne od leku
wyjsciowego w stosunku do linii komdrkowych A2780 i MDA-MB-231, co dowodzi znaczenia
badan, w ktérych analizie poddaje sie cytotoksycznosé produktow degradacji lekéw

o w testach cytotoksycznosci MTT przeprowadzonych na linii komdrkowej ludzkich fibroblastéw
(BJ) ATCCTM CRL-2522 dla terbinafiny i klotrimazolu nie wykazano rdznic istotnych
statystycznie w zywotnosci komadrek poddanych dziataniu badanych roztworéw kontrolnych
oraz roztwordw po ekspozycji na promieniowanie UVA, co wskazuje na brak cytotoksycznosci

wobec analizowanej linii komdrkowej.

28



AUTOREFERAT Agata Kryczyk-Poprawa

Przeprowadzono kompleksowg ocene fotostabilnosci substancji z grupy lekéw
przeciwgrzybiczych wykazujgc ich zréznicowang podatnos¢ na fotodegradacje. Dzieki uzyskanym
rezultatom badan poszerzono réwniez dotychczasowg wiedze na temat wptywu promieniowania
UVA i UVB na fotostabilnosc¢ retinoiddw Il generacji przy uwzglednieniu wptywu obecnos$ci substancji
promieniochronnych. Wyniki zrealizowanych badan majg charakter nowatorski i zostaty
opublikowane na tamach wiodacych czasopism w dziedzinie chemii analitycznej inauk

farmaceutycznych.

Waznym kierunkiem moich badan nie ujetym w ramach prezentowanego osiggniecia
naukowego, a bedacym dopetnieniem przeprowadzonej oceny fotokatalitycznej degradacji lekéw
przeciwgrzybiczych byfa analiza ich biodegradacji. Leki przedostajace sie do srodowiska naturalnego,
jak i ich metabolity, moga stanowi¢ powazne zagrozenie dla ekosysteméw, dlatego badania z zakresu
mechanizméw i efektywnosci procesu ich remediacji sg potrzebne [89-92]. W tym aspekcie na
szczegblng uwage zastugujg leki przeciwgrzybicze, ze wzgledu na swojg trwatos¢ i potencjalnie
negatywne oddziatywanie na réine ekosystemy. Problem zanieczyszczenia Srodowiska lekami jest
powszechny, a jednym ze stosowanych rozwigzan sg uktady fotokatalityczne oparte na TiO,. Jednak
staba rozpuszczalnos¢ lekéw przeciwgrzybiczych w wodzie warunkuje konieczno$é poszukiwania
alternatywnych metod ich remediacji. Jedng z metod bioremediacji jest mykoremediacja, ktdra
opiera sie na wykorzystaniu grzybéw do usuwania zanieczyszczen ze S$Srodowiska. W ramach
przeprowadzonych badanin dokonano oceny procesu bioremediacji powszechnie stosowanych lekéw
przeciwgrzybiczych, takich jak klotrimazol, bifonazol oraz terbinafina z zastosowaniem kultur in vitro
Lentinula edodes, a nastepnie zidentyfikowano prawdopodobne produkty ich biodegradacji oraz
poréwnano wptyw postaci leku na efektywno$¢ tego procesu (Zatgeznik 4 11/4/A: publikacja O-2; O-
8).
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5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Moja dziatalno$¢ naukowo-badawcza jest zwigzana z badaniami nad rozwojem lekéw, takimi
jak ocena profilu farmakokinetycznego, badania ex vivo (model izolowanej perfundowanej watroby
szczura) oraz badania in vitro (wigzanie substancji do biatek osocza: albuminy wotowe] oraz kwasnej
a.-glikoproteiny technikg dializy réwnowagowej, stabilno$¢ mikrosomalna, stabilnos¢ wobec frakcji
S9), jak réwniez opracowywaniem i walidacja metod analitycznych, oceng stabilnosci substancji
czynnej oraz gotowej postaci farmaceutycznej z istotnym naciskiem na fotostabilnosc.
Interdyscyplinarny charakter moich zainteresowann naukowych wynika ze specyfiki badan
prowadzonych przeze mnie w trakcie studidw doktoranckich w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji
Fizycznej Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum w Krakowie pod kierownictwem Prof. dr
hab. Joanny Szymury-Oleksiak oraz w obecnym miejscu zatrudnienia w Zaktadzie Chemii Analitycznej
Katedry Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Uniwersytetu Jagielloiskiego Collegium Medicum

w Krakowie pod kierownictwem Prof. dr hab. Wtodzimierza Opoki.

5.1. Dziatalno$¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora nauk

farmaceutycznych

Studia na kierunku farmacja na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu Jagielloriskiego
Collegium Medicum w Krakowie ukonczytam w roku 2007. Prace magisterskg pt. ,Rdzne oblicza
biologicznej roli glutationu” wykonatam w Katedrze Biochemii Lekarskiej Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie pod opiekg naukowg Prof. dr. hab. Lidii Wtodek.
W 2007 roku zostata opublikowana praca pod tym samym tytutem, jak réwniez artykut przeglagdowy
pt. , Transferazy glutationowe — bioaktywacja S-koniugatow glutationu z udziatem B-liazy” (Zatgcznik
4 11/4/C: publikacja P-3, P-4).

Po otrzymaniu dyplomu i tytutu magistra farmacji w roku 2007 podjetam prace w aptece
ogoélnodostepnej, ktérg w latach 2008-2014 kontynuowatam w niepetnym wymiarze czasu pracy.
W roku 2008 rozpoczetam studia doktoranckie w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej
Uniwersytetu Jagielloniskiego Collegium Medicum w Krakowie. Prace doktorskg wykonywatam pod
kierunkiem Prof. dr hab. Joanny Szymury-Oleksiak. Badania prowadzone w ramach mojej pracy
doktorskiej dotyczyty farmakokinetyki nowego piperydynowego antagonisty receptora
Hs histaminowego o roboczej nazwie DL76. Zwigzek zostat zsyntetyzowany przez dr hab. Dorote
tazewska w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Uniwersytetu Jagielloriskiego
Collegium Medicum pod kierownictwem Prof. dr hab. Katarzyny Kie¢-Kononowicz. Podczas studiéw
doktoranckich zdobytam doswiadczenie w pracy laboratoryjnej oraz w prowadzeniu badan
z udziatem zwierzat laboratoryjnych. Moje prace eksperymentalne wymagaty ode mnie zapoznania
sie z badaniami in vivo — ocena profilu farmakokinetycznego badanego zwigzku w surowicy krwi

szczura po jednorazowym podaniu dozylnym, badaniami ex vivo — ocena metabolizmu watrobowego
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badanego zwigzku w medium perfundujagcym Krebs-Henseleit Buffer bez dodatku biatka oraz
zawierajgcym albumine wotowg z zastosowaniem modelu izolowanej perfundowanej watroby
szczura (aparat do perfuzji HSE-HA Perfusion System PS—-1, Hugo Sachs Electronik Harvard
Apparatus), badania in vitro — ocena metabolizmu badanego zwigzku z zastosowaniem mikrosoméw
watrobowych, ocena procesu wigzania badanego zwigzku z biatkami krwi (albuming oraz kwasna
oy-glikoproteing) technikg dializy réwnowagowej (Fast Micro-Equillibrium Dialysis, Harvard
Apparatus). Prezentacja uzyskanych wynikdéw zwigzana byta z obliczeniem frakcji wolnej i zwigzanej
leku, wyznaczeniem parametrow wigzania badanego zwigzku z biatkami, oceng kinetyki reakcji
enzymatycznych, wyznaczaniem parametrow farmakokinetycznych, takich jak klirens catkowity
i watrobowy oraz obliczeniami statystycznymi. Oznaczenia ilosciowe badanego zwigzku wykonatam
z zastosowaniem techniki HPLC/MS/MS. W ramach prowadzonych badan zapoznatam sie réwniez
z technika spektrofotometrii UV-VIS, technikg pozyskiwania i otrzymywania izolowanej frakgcji
mikrosomalnej i cytozolowej watroby szczura (wirowanie rdznicowe) oraz obstugg programéw
Statistica, Mathematica, WinNonlin oraz GraphPad Prism. W latach akademickich 2008/09 oraz
2011/12 otrzymywatam stypendium dla najlepszych doktorantéw Wydziatu Farmaceutycznego
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum. Na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,Badanie
kinetyki procesu eliminacji watrobowej DL76 nowego piperydynowego antagonisty receptora
Hs histaminowego u szczurédw” w 2014 roku uchwatg Rady Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie zostat mi nadany dyplom i stopiert naukowy doktora

nauk farmaceutycznych w specjalnosci farmakokinetyka.

Swojg wiedze poszerzatam poprzez udziat w licznych konferencjach. W trakcie studiéw
doktoranckich bratam udziat w szesciu konferencjach krajowych (jedno wystgpienie ustne, piec
w formie plakatéw naukowych) (Zatgcznik 4 11/7/B: K-15; K-16; K-17; K-18; K-19; K-20) oraz w dwdch
konferencjach miedzynarodowych (Zatqcznik 4 11/7/A: Z-23; Z-24). Ponadto bratam udziat w kursach,
szkoleniach i seminariach poszerzajgcych moje umiejetnosci w zakresie technik analitycznych
(Zatgcznik 4 11/11/B: $-15 — S-29). Ze wzgledu na posiadane prawo wykonywania zawodu farmaceuty
uczestniczytam réwniez w kursach organizowanych w ramach ciggtych szkolen farmaceutéw
zatrudnionych w aptekach i hurtowniach farmaceutycznych, m.in. w projekcie , Opracowanie
i wdrozenie programéw ksztaftcenia z zakresu medycyny i farmacji metody e-learningu na
Uniwersytecie Medycznym w todzi” (Zatgcznik 4 1l/11/B: S-16 — S-22, S-28, $-29 ). Doswiadczenie
zdobywatam réwniez poprzez udziat w badaniach prowadzonych w ramach pieciu prac magisterskich
dotyczacych zagadnien zwigzanych z realizacjag tematyki mojej pracy doktorskiej, ktorych
promotorem byta Prof. dr hab. Joanna Szymura-Oleksiak. Wyniki przeprowadzonych przeze mnie
badann dotyczagcych oceny procesu wigzania zwigzku DL76  (1-[3-(tertbutylofenoksy)
propylo]piperydyna) z albuming technikg dializy réwnowagowej zostaty opublikowane w pracy
oryginalnej (Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja O-15). Na realizacje powyzszych badan uzyskatam w roku
2011 wsparcie finansowe z Uniwersytetu Jagielloiskiego Collegium Medicum ze S$rodkéw
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w ramach dotacji celowej na rozwdj mtodych naukowcéw

(projekt pt. ,Badanie klirensu wewnetrznego zwigzku DL76, antagonisty receptora H; histaminowego
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u szczuréw”, K/DSC/000259, kierownik projektu). Na prowadzone badania uzyskano zgode | Lokalnej
Komisji Etycznej do spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Krakowie (Uchwata nr 34/2009 z dnia 26
marca 2009 r.).

Po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora nauk farmaceutycznych wyniki badan zwigzanych
zoceng farmakokinetyki zwigzku DL76 zostaty opublikowane w dwdch pracach oryginalnych
(Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja 0-6, O-14).

5.2. Dziatalnos¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk

farmaceutycznych z uwzglednieniem informacji o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowa

realizowang w wiecej niz jednej uczelni lub instytucji naukowej, w szczegolnosci zagranicznej

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych w roku 2014 zostatam zatrudniona na
stanowisku adiunkta w Zaktadzie Chemii Analitycznej Katedry Chemii Nieorganicznej i Analitycznej
pod kierownictwem Prof. dr hab. Jana Krzeka. Od momentu zatrudnienia w Katedrze moja aktywnos¢
naukowa byta zwigzana z badaniami fotostabilnosci substancji czynnych z grupy lekéw
przeciwgrzybiczych, w ktdre wprowadzita mnie dr hab. Urszula Hubicka, obecny kierownik Zaktadu
Chemii Analitycznej. Badania nad fotostabilnoscig substancji czynnych lekéw oraz gotowych
produktéw leczniczych, podobnie jak badania stabilnosci sg niezwykle istotne z punktu widzenia
skutecznej i bezpiecznej terapii farmakologicznej. Poszerzytam wiec swojg wiedze o zasady
przeprowadzania testéw fotostabilnosci zgodnie z rekomendacjami Miedzynarodowej Rady
Harmonizacji Wymagan Technicznych dla Rejestracji Produktéw Leczniczych Stosowanych u Ludzi
(ICH). W ramach prowadzonych badan zapoznatam sie z zagadnieniami fotolizy oraz fotokatalizy
z wykorzystaniem tlenku tytanu(lV) i tlenku cynku(ll). Szczegdlnie interesujace byty dla mnie
zagadnienia wptywu substancji wspdtobecnych na proces fotodegradacji substancji czynnych lekéw
ze szczegllnym uwzglednieniem substancji promieniochronnych oraz tematyka poprawy
fotostabilnosci analizowanych substancji. Badania prowadzitam z wykorzystaniem gotowych postaci
lekéw, jak réwniez odpowiednio przygotowanych formulacji. Wspdlnym punktem badan
prowadzonych przez mnie podczas doktoratu i w aktualnym miejscu mojego zatrudnienia byta ocena
kinetyki zachodzacych proceséw. Poznane wczesniej prawidtowosci farmakokinetyczne zwigzane
z procesami ADME utatwity mi analize kinetyki reakcji chemicznych. Wszystkie dziatania dotyczace
oceny fotostabilnoséi badanych substancji czynnych lekéw zostaty poprzedzone opracowaniem oraz
wykonang przeze mnie walidacjg metod analitycznych zgodnie z wytycznymi ICH. Zastosowanie
techniki UHPLC/MS/MS do analizy iloSciowe] oraz ustalenia struktury powstajgcych produktow
degradacji byto mozliwe dzieki wspétpracy z dr Pawtem Zmudzkim z Katedry Chemii Farmaceutycznej
Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM. Zastosowanie nowoczesnej techniki analitycznej dato gwarancje
wykrycia zanieczyszczen powstatych w procesie fotodegradacji na bardzo niskim poziomie stezen.
Powstajace produkty fotodegradacji badanej substancji czynnej, analogicznie jak metabolity leku

w organizmie cztowieka, mogg nie posiada¢ dziatania farmakologicznego, wykazywac dziatanie
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zblizone lub korzystniejsze od zastosowanej substancji czy tez dziatanie toksyczne. Szeroko
stosowanym sposobem okreslenia ewentualnego dziatania cytotoksycznego nieznanej substancji na
wybrane do badan linie komérkowe jest test MTT. Ocena cytotoksycznosci produktow
fotokatalitycznej degradacji badanych lekéw przeciwgrzybiczych zostata przeprowadzona
z wykorzystaniem linii komérkowej fibroblastow ludzkich (BJ) ATCC™ CRL — 2522 dzieki wspdtpracy
zdr Pauling Koczurkiewicz-Adamczyk z Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej UJ CM. Omdwione
badania prowadzitam w ramach projektu dofinansowanego z dotacji dla mtodych naukowcéw
w ramach dotacji celowej MNiSW w latach 2016-2018, ktérego bytam kierownikiem. Zrealizowany
projekt zaowocowat 4 publikacjami o tgcznym IF=8.853 [H-2,H-3,H-4,H-5] oraz doniesieniami
konferencyjnymi (Zatgcznik 4 11/7/A: Z-14; Zatgcznik 4 11/7/B: K-13, K-14).

Szczegodlnie zainteresowatam sie tematyka fotostabilnosci lekow w aspekcie praktycznym (ang.
in-use photostability). Leki dermatologiczne aplikowane s3 miejscowo na skdre, co warunkuje duze
prawdopodobienstwo narazenia na dziatanie promieniowania UVA i UVB. Z tego wzgledu w swoich
pracach skupitam sie na ocenie fotostabilnosci lekdw przeznaczonych do stosowania zewnetrznego.
Nader intersujaca byta dla mnie kwestia wptywu filtrow UV fizycznych i chemicznych, ktére zostaty
dopuszczone do stosowania w produktach kosmetycznych na terenie Europy i USA na fotostabilnos¢
lekéw. W roku 2018 ztozytam wniosek w konkursie Narodowego Centrum Nauki Miniatura 2
pt. ,Ocena wptywu promieniowania UV na fotostabilnos¢ retinoidéw stosowanych na skére
w obecnosci substancji promieniochronnych” i otrzymatam finansowanie na pojedyncze dziatanie
naukowe stuzgce realizacji badan podstawowych. Przeglad pismiennictwa naukowego dokonany
w celu przygotowania wniosku oraz jego realizacji zaowocowat publikacjg przeglagdowa dotyczaca
fotostabilnosci lekéw dermatologicznych przeznaczonych do stosowania zewnetrznego [H-6].
Efektem zrealizowanego projektu sg 2 publikacje o tgcznym IF=8.842 [H-1,H-6] oraz aktywny udziat
w konferencjach krajowych i miedzynarodowych (Zatqcznik 4 11/7/A: Z-3, Z-8, Z-12, Z-15; Zalgcznik 4
1l/7/B: K-1, K-6 ). Podczas pracy nad projektem nawigzatam wspdtprace naukowa z Dziekanem
Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu w Szeged na Wegrzech, Kierownikiem Katedry
Farmakodynamiki i Biofarmacji (Szegedi Tudomdanyegyetem, Gyodgyszerésztudomanyi Kar,
Gyodgyszerhatastani és Biofarmaciai Intézet), Prof. dr hab. Istvanem Zupkd. Wyniki wspdlnych badan
dotyczacych fotostabilnosci tazarotenu zostaty juz opublikowane [H-1]. Obecnie trwajg prace nad
publikacjg dotyczaca drugiego retinoidu — beksarotenu, ktdre zostaty poszerzone o nowe zagadnienia
naukowe, wykraczajgce poza zatozenia projektu finansowanego przez NCN — Miniatura 2. Rezultatem
prowadzonych we wspdtpracy z Wydziatem Farmaceutycznym Uniwersytetu w Szeged badan nad
beksarotenem jest dotychczas doniesienie zaprezentowane podczas konferencji miedzynarodowe;j
(Zatgcznik 4 11/7/A: Z-12).

Moja wspétpraca miedzynarodowa rozpoczeta sie w roku 2018, kiedy w ramach programu
CEEPUS (Srodkowoeuropejski Program Wymiany Uniwersyteckiej) dzieki wspotpracy Prof. dr hab.
Wtodzimierza Opoki i Prof. dr hab. Bozeny Muszynskiej z Prof. dr hab. Jozsefem Gal otrzymatam
zaproszenie na staz naukowy, ktéry odbytam na Wydziale Inzynierii Uniwersytetu w Szeged, Wegry

(Szegedi Tudomanyegyetem, Mérnoki Kar). Podczas pobytu miatam zaszczyt wygtosi¢ wyktad
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plenarny pt.” Mycoremediation — biotechnological and environmental aspects for safety of humans
and animals” na konferencji International Conference on Science, Technology, Engineering and
Economy (ICOSTE 2018) obok takich osobistosci jak Dr Matthias Sunder, Senior Menager, Henkel AG
and Csaba Havasi, Director, Linamar Hungary. Celem mojej wizyty byto tez nawigzanie kontaktéw
i wspotpracy naukowej z Wydziatem Farmaceutycznym Uniwersytetu w Szeged (Szegedi
Tudomanyegyetem, Gyodgyszerésztudomdnyi Kar). W roku 2019 ponownie odbytam staz na
Uniwersytecie w Szeged (Szegedi Tudomanyegyetem, Mérnoki Kar) korzystajgc z programu CEEPUS.
W tym samym czasie w ramach wspoétpracy miedzy Uniwersytetem Jagielloriskim Collegium Medicum
w Krakowie a Uniwersytetem w Szeged odbyto sie sympozjum , 1st Hungarian-Polish Interdisciplinary
Scientific Symposium on the pharmaceutical and biological potential of natural origin substances”,
podczas ktérego przedstawitam dwie prezentacje ustane pt.” Photostability of retinoids” oraz “The
potential of edible mushrooms in drugs’ remediation”. W roku 2020 odbytam konsultacje naukowo-
badawcze na Wpydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu w Szeged zwigzane z badaniami nad
retinoidem Ill generacji — tazarotenem, ktdre poprzedzaty opublikowanie pracy [H-1]. W trakcie
mojego pobytu wzietam udziat w konferencji hybrydowej 21st International Medical Esperanto
Congress “Covid-19 Pandemic: History, Current Status and Consequences” w Hdédmez6vasarhely
gdzie zaprezentowatam wyniki wspdlnie zrealizowanych badan fotostabilnosci beksarotenu
(Zatgcznik 4 11/7/A: Z-12). Bratam réwniez udziat w konferencji online zorganizowanej we wspotpracy
m.in. z Wydziatem Farmaceutycznym Uniwersytetu w Szeged — 3rd International Conference of

Pharmaceutical and Medical Sciences, 24-26 wrzesnia 2020, Krakéw, Martin, Szeged.

Moje horyzonty naukowe zostaly poszerzone dzieki wspdtpracy z Prof. dr hab. Bozeng
Muszynska i dr hab. Katarzyng Sutkowska-Ziajg z Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum. Pierwsza wspdlna publikacja dotyczyta
wykorzystania kultur mycelialnych jako modelu do badan zwigzanych z remediacjg metali ciezkich —
kadmu i otowiu (Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja O-11). Przeanalizowano potencjat do remediacji
metali ciezkich przez biomase z kultur mycelialnych: Imleria badia — podgrzybek brunatny, Laetiporus
sulphureus — i6tciak siarkowy oraz Agaricus bisporus — pieczarka dwuzarodnikowa. Mdj udziat
w przeprowadzonym eksperymencie polegat na analizie ilosciowej jonéw Cd(ll) i Pb(ll)
w zmineralizowanym materiale technikg absorpcyjnej spektrometrii atomowej oraz ocenie
statystycznej otrzymanych wynikéw. Na podstawie otrzymanych wynikéw wykazano duzy potencjat
mykoremediacji, jako techniki do oczyszczania gleby z metali ciezkich. Ponadto bratam udziat
w oznaczaniu zawartosci fizjologicznie aktywnych pierwiastkow w rdéinych czesciach owocnikow
Agaricus bisporus oraz metabolitow wtdrnych m.in. lowastatyny w owocnikach i kulturach in vitro
grzybéw wielkoowocnikowych (Zatqcznik 4 11/4/A: publikacja O-3). Badajac proces fotodegradacji
lekdw nie mogtam poming¢ aspektu ich loséw w Srodowisku, dlatego zainteresowatam sie tematyka
zanieczyszczenia $rodowiska przez leki oraz badaniami z zakresu ich bioremediacji. Korzystajac
z uzyskanego doswiadczenia w pracach z wykorzystaniem kultur in vitro grzybéw
wielkoowocnikowych, w badaniach nad biodegradacjg lekdw przeciwgrzybiczych zastosowatam

proces mykoremediacji, ktéry opiera sie na wykorzystaniu grzybéw do usuwania zanieczyszczen ze
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Srodowiska (gleby). W ramach prowadzonych badan nastepujgce substancje czynne: klotrimazol,
bifonazol i terbinafina zostaty przebadane pod wzgledem efektywnosci procesu ich mykoremediacji
z uwzglednieniem wptywu postaci leku na zdolnos¢ remediacji przez biomase z kultur mycelialnych.
Na przeprowadzone badania pozyskatam finansowanie z Programu Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego , Dotacja na utrzymanie potencjatu badawczego Wydziatéw UJ CM (N42/DBS/000030, czas
trwania 2019-2020). Wyniki przeprowadzonych badan zostaty zawarte w 2 publikacjach oryginalnych
o tacznym IF=3.596 i przedstawione w formie wystgpien ustnych na konferencjach

miedzynarodowych, jak rowniez w formie posteréw (Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja O-2, O-8).

W ramach wspodtpracy Prof. dr hab. Wtodzimierza Opoki z Prof. dr hab. Gabrielem Nowakiem
z Zaktadu Neurobiologii Pracowni Neurobiologii Pierwiastkéw Sladowych Instytutu Farmakologii
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie prowadzitam oznaczenie cynku w materiale klinicznym
pochodzgcym od osdb chorujgcych na depresje i samobdjcéw z zastosowaniem woltamperometrii
stripingowej (Zatqcznik 4 1l/4/A: publikacja 0-13). Ze wzgledu na dziatalnos¢ Prof. dr hab.
Witodzimierza Opoki w Ogodlnopolskiej Sekcji ds. Sfatszowanych Lekéw i Produktéw Leczniczych przy
Zarzadzie Gtownym PTFarm zainteresowatam sie rolg farmaceuty w kontroli suplementéw diety
w celu zapewnienia ich jakosci oraz bezpieczenstwa stosowania. Wspétuczestniczytam w badaniach
dotyczacych oceny sktadu suplementéw diety, ktorych celem bylo oznaczenie zawartosci cynku,
zelaza, manganu, sodu i potasu w wybranych odzywkach stosowanych przez osoby uprawiajgce sport
z zastosowaniem techniki absorpcyjnej spektrometrii atomowej. Wyniki przeprowadzonych badan
zostaly zaprezentowane na konferencji oraz opublikowane (Zatgcznik 4 1I/4/A: publikacja O-4;
Zatgcznik 4 11/7/B: K-5). Ponadto bratam udziat w realizacji eksperymentalnych prac magisterskich
dotyczacych oznaczenia cynku i chromu w preparatach pochodzenia naturalnego wspomagajacych
terapie cukrzycy oraz w oznaczaniu cynku w wybranych preparatach dziatajgcych ochronnie na skére.
Ze wzgledu na to, ze jestem z wyksztatcenia farmaceutka, dziatalnos¢ naukowa zwigzana
z zapewnieniem jakosci produktdw leczniczych, suplementéw diety i kosmetykdw jest dla mnie
szczegOlnie wazna. Dziatalno$¢ naukowa staram sie tgczy¢ z aktywnoscia organizacyjng, totez naleze
do Okregowej Izby Aptekarskiej w Krakowie oraz do Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, gdzie

petnie funkcje sekretarza Zarzadu Oddziatu Krakow.

Praca w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej pozwolita mi na doskonalenie warsztatu
pracy z zakresu przeprowadzania analizy probek materiatu biologicznego (tkanki pochodzgce od
zwierzat i ludzi, grzyby wielkoowocnikowe oraz mycelium z kultur in vitro), lekdw, suplementéw diety
oraz prébek Srodowiskowych, poczynajgc od ich pobrania, poprzez ich przygotowanie (w tym
mineralizacje) oraz oznaczenie nastepujagcymi metodami analitycznymi: woltamperometria
stripingowa, spektrofotometria UV-VIS, chromatografia cieczowa oraz absorpcyjna spektrometria
atomowa. Bratam udziat w licznych szkoleniach, kursach i seminariach w tym zakresie (Zatgcznik 4
11/11/B: S-9 - §-11, §-15, S-23, S-24, S-26 ). Ponadto zainteresowatam sie oceng statystyczng wynikow
badan i swoje umiejetnosci doskonalitam m.in. podczas warsztatow statystycznych
przeprowadzonych przez Zaktad Bioinformatyki i Telemedycyny UJ CM w Krakowie w wymiarze 32

godzin dydaktycznych (Zatgcznik 4 11/11/B: S-14). Swojg wiedze dotyczacg prowadzenia badan na
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zwierzetach laboratoryjnych, ktérg nabytam podczas wykonywania eksperymentéw w ramach
doktoratu uaktualniatam poprzez szkolenia, m.in. otrzymatam certyfikat PoILASA, ktdéry uprawnia do
planowania i wykonywania doswiadczen na zwierzetach doswiadczalnych zgodnie z nowg ustawg

dotyczacy doswiadczen na zwierzetach laboratoryjnych (Zatqcznik 4 11/11/B: $-12).

Obecnie we wspodtpracy z Prof. dr hab. Istvdnem Zupkd (Szegedi Tudomanyegyetem,
Gyogyszerésztudomanyi Kar) oraz dr Pawtem Zmudzkim z Katedry Chemii Farmaceutycznej U CM
kontynuuje badania zwigzane z fotostabilnoscig i cytotoksycznoscig retinoidow Il generacji, ktére
rozpoczetam w ramach grantu Miniatura 2. Realizowane prace dotyczg oceny fotostabilnosci
beksarotenu — retinoidu przeznaczonego do leczenia zmian skdrnych w zaawansowanym stadium
chtoniaka skérnego T-komdrkowego oraz witasciwosci cytotoksycznych produktéw jego degradacji.
Planuje réwniez przeprowadzenie oceny fotostabilnosci trifarotenu, retinoidu zarejestrowanego
w pazdzierniki 2019 roku w Stanach Zjednoczonych Ameryki Pétnocnej do miejscowego leczenia
tradziku pospolitego twarzy i/lub tutowia. Ponadto w ramach moich obecnych zainteresowan
naukowych sg badania fotostabilnosci substancji promieniochronnych dopuszczonych do stosowania

na terenie Unii Europejskiej.

W zwigzku z pandemig COVID-19 w biezgcym roku zainteresowatam sie tematyky Srodkéw
dezynfekujgcych skutecznych wobec wirusa SARS-CoV-2. Wspdlnie z Prof. dr hab. Jolantg Pytko-
Poloficzyk oraz lek. dent. Magdaleng Stawarz-Janeczko z Zaktadu Stomatologii Zintegrowanej
Instytutu Stomatologii Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum w Krakowie, Prof. dr hab.
Bozeng Muszynska z Katedry i Zaktadu Botaniki Farmaceutycznej oraz Prof. dr hab. Wtodzimierzem
Opoka dokonano analizy informacji naukowych dotyczgcych srodkéw dezynfekujgcych stosowanych
w gabinetach stomatologicznych w celu zminimalizowania rozprzestrzeniania sie wirusa SARS-CoV-2.
Dotychczas zaprezentowano cztery doniesienia konferencyjne (Zatgcznik 4 1l/7/A: Z-10, Z-11, Z-13;
Zatqcznik 4 11/7/B: K-3) oraz przygotowano manuskrypt, ktéry zostat zaakceptowany przez European
Journal of Dentistry.
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5.3. Podsumowanie catego dorobku naukowego

Aktualnie mdj caty dorobek naukowy zawiera 25 artykutéw oryginalnych i przeglagdowych,
z ktérych 21 to prace anglojezyczne w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym z impact factorem
(IF). taczna liczba doniesien i komunikatéw zjazdowych wynosi 45, w tym streszczenia zjazdowe
zagraniczne — 23, streszczenia zjazdowe polskie o zasiegu miedzynarodowym — 2, streszczenia
zjazdowe polskie — 20. Wygtositam jeden wyktad plenarny oraz pie¢ prezentacji ustnych na
konferencjach miedzynarodowych. Sumaryczny wspétczynnik oddziatywania IF publikacji
recenzowanych wynosi 44.372. taczna wartos¢ punktacji MNiSW wynosi 1131. Catkowita liczba
cytowan (Web of Science Core Collection) wynosi 67, a indeks Hirscha (Web of Science Core

Collection) jest réwny 6.

Wykaz publikacji oryginalnych z IF, po uzyskaniu stopnia doktora (innych niz stanowigce podstawe
habilitacji):

1. Podkowa A, Kryczyk-Poprawa A, Opoka W, Muszyniska B. Culinary medicinal mushrooms: a review
of organic compounds and bioelements with antioxidant activity. Eur Food Res Technol. 2020.
do0i:10.1007/s00217-020-03646-1

IF=2,366 MNiSW =70 pkt

2. Kryczyk-Poprawa A, Piotrowska J, Zmudzki P, Opoka W, MuszyAska B. Feasibility of the use of
Lentinula edodes mycelium in terbinafine remediation. 3 Biotech. 2020;10(4):184.
doi: 10.1007/s13205-020-02177-6.

IF=1,798 MNIiSW = 70 pkt

3. Kafta K, Kryczyk-Poprawa A, Rzewinska A, Muszyriska B. Fruiting bodies of selected edible
mushrooms as a potential source of lovastatin. Eur Food Res Technol. 2020;246:713-722.
https://doi.org/10.1007/s00217-020-03435-w

IF=2,366 MNiSW =70 pkt

4. Opoka W, Kryczyk-Poprawa A, Studzinska M, Piotrowska J, Muszyriska B. The comparison of trace
elements content with labels on dietary supplements used by athletes. Acta Pol. Pharm. 2020;77(4):.
563-570.

IF=0,456 MNIiSW =40 pkt

5. Opoka W, Kryczyk A, Krakowska A, Piotrowska J, Gdula-Argasinska J, Kata K, Linek M, Muszynska B.
The evaluation of effect of selected metal ions on the efficiency of passive and active transport of
imipramine. Psychiatr Pol. 2019;53(5):1169-1179. doi: 10.12740/PP/92301.

IF=1,190 MNiSW =40 pkt

6. Hubicka U, Krzek J, Zmudzki P, Zuromska-Witek B, Motyl D, Kryczyk A. Determination of
fluconazole and its oxidation products with kinetic evaluation under potassium permanganate
treatment in acidic solutions by ultraperformance liquid chromatography-tandem mass spectrometr.
Acta Pol. Pharm. 2019;76(1):19-27.

IF=0,456 MNIiSW =40 pkt
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7. Kryczyk-Poprawa A, Szafarz M, Polak A, tazewska D, Ku$ K, Opoka W, Szymura-Oleksiak J.
Determination of in vitro metabolism of a new non-imidazole histamine H3 receptor antagonist 1-[3-
(4-tert-butylphenoxy) propyl]piperidine. Acta Pol. Pharm 2019;76(5):877-884.

IF=0,456 MNiSW =40 pkt

8. Popidt J, Gunia-Krzyzak A, Piska K, Zelaszczyk D, Koczurkiewicz P, Stoczyriska K, Wojcik-Pszczota K,
Krupa A, Kryczyk-Poprawa A, Zestawska E, Nitek W, Zmudzki P, Marona H, Pekala E. Discovery of
Novel UV-Filters with Favorable Safety Profiles in the 5-Arylideneimidazolidine-2,4-dione Derivatives
Group. Molecules. 2019;24(12):2321. doi: 10.3390/molecules24122321.

IF=3,267 MNiSW = 100 pkt

9. Kryczyk-Poprawa A, Zmudzki P, Maslanka A, Piotrowska J, Opoka W, Muszyriska B.
Mycoremediation of azole antifungal agents using in vitro cultures of Lentinula edodes. 3 Biotech.
2019;9(6):207. doi: 10.1007/s13205-019-1733-5.

IF=1,798 MNiSW =70 pkt

10. Opoka W, Piotrowska J, Krakowski A, Kryczyk A, Satat K, Zygmunt M, Librowski T, Muszyriska B.
Effect of selected drugs on zinc accumulation in teeth of laboratory animals. Pharmacol Rep.
2018;70(4):684-687. doi: 10.1016/j.pharep.2018.02.006.

IF=2,761 MNIiSW = 25 pkt

11. Kryczyk A, Piotrowska J, Sito M, Sulkowska-Ziaja K, Dobosz K, Opoka W, Muszyrnska B.
Remediation capacity of Cd and Pb ions by mycelia of Imleria badia, Laetiporus sulphureus, and
Agaricus bisporus in vitro cultures. J Environ Sci Health B. 2017;52(9):617-622. doi:
10.1080/03601234.2017.1330068.

IF=1,273 MNiSW = 20 pkt

12. Muszynska B, Piotrowska J, Krakowska A, Gruba A, Kata K, Sutkowska-Ziaja K, Kryczyk A, Opoka
W. Study of physiologically active components in different parts of fruiting bodies of varieties of
Agaricus bisporus (white mushroom). Eur Food Res Technol. 2017;243(12):2135-2145.
doi.org/10.1007/s00217-017-2914-2

IF=1,919 MNiSW =30 pkt

13. Rafalo-Ulinska A, Piotrowska J, Kryczyk A, Opoka W, Sowa-Kucma M, Misztak P, Rajkowska G,
Stockmeier CA, Datka W, Nowak G, Szewczyk B. Zinc transporters protein level in postmortem brain
of depressed subjects and suicide victims. J Psychiatr Res. 2016;83:220-229. doi:
10.1016/j.jpsychires.2016.09.008.

IF=4,183 MNIiSW =40 pkt

14. Szafarz M, Kryczyk A, Lazewska D, Kiec-Kononowicz K, Wyska E. Pharmacokinetics and tissue

distribution of the new non-imidazole histamine H3 receptor antagonist 1-[3-(4-tert-butylphenoxy)

propyl]piperidine in rats. Xenobiotica. 2015;45(10):912-20. doi: 10.3109/00498254.2015.1025117.
IF=1,723 MNIiSW = 20 pkt

Przebyte szkolenia i kursy po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk farmaceutycznych

Warsztaty dydaktyczne Ars Docendi — rozwdéj kompetencji dydaktycznych kadry Uniwersytetu
Jagiellonskiego pt. ,Etykieta nauczyciela akademickiego”, Krakéw, 2019/2020
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Kurs obstugi programu Origin — graficzna wizualizacja danych oraz podstawy analizy danych
w srodowisku programu, Krakéw, 18-19.09.2019

Kurs w ramach projektu ZintegrUJ Kompleksowy Program Rozwoju Uniwersytetu Jagielloriskiego pt.
,Twoj student z niepetnosprawnoscig”, Krakéw, 9.05.2019

Kurs w ramach projektu Ars Docendi — rozwdj kompetencji dydaktycznych kadry Uniwersytetu
lagiellonskiego pt. ,Wtasnos¢ intelektualna”, Krakéw, 2018/2019

»Tydzien jakosci ksztatcenia” na Uniwersytecie Jagielloriskim, Krakéw, 8-12.04.2019

Warsztaty dydaktyczne Ars Docendi — rozwdj kompetencji dydaktycznych kadry Uniwersytetu
Jagiellonskiego pt. ,Emisja gtosu”, Krakéw, 2018/2019

Kurs obstugi programu CorelDraw — rozwigzania graficzne w dydaktyce — kurs podstawowy, Projekt
POWER "Ars Docendi — rozwdéj kompetencji dydaktycznych kadry Uniwersytetu Jagiellonskiego",
Krakéw, 10-11.05.2018

Warsztaty dydaktyczne Ars Docendi — rozwdj kompetencji dydaktycznych kadry Uniwersytetu
Jagiellonskiego — “Teaching in University Science Laboratories (Developing Best Practice)”, kurs
online autoryzowany przez University of Amsterdam, 29.11.2017-31.01.2018

Badania kliniczne produktéw leczniczych w ujeciu praktycznym, Zaktad Farmakologii Klinicznej
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum, Krakéw, 13-14.02.2017

Kurs dobrej praktyki klinicznej (ICH GCP) dla badaczy i zespotéw badawczych, Matopolski Osrodek
Medycyny Translacyjnej Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum oraz Szpital Uniwersytecki
w Krakowie, Krakéw, 8.10.2016

Metody monitorowania proceséw i optymalizacji reakcji chemicznych, Mettler-Toledo, Krakdw,
17.05.2016

Szkolenie Polskiego Towarzystwa Nauk o Zwierzetach Laboratoryjnych, 14-18.09.2015, zakres:

1. Szkolenie dla oséb odpowiedzialnych za planowanie procedur i doswiadczen oraz za ich
przeprowadzanie

2. Szkolenie dla 0séb wykonujgcych procedury

3. Szkolenie dla oséb usmiercajgcych zwierzeta wykorzystywane w procedurach.

Zafatszowane leki i wyroby medyczne, Studium Ksztatcenia Podyplomowego Wydziatu
Farmaceutycznego, Uniwersytet Jagielloniski Collegium Medicum, Krakéw, 18.06.2015

V Warsztaty Statystyczne, Spotkania warsztatowe, Zaktad Bioinformatyki i Telemedycyny Uniwersytet
Jagiellonski Collegium Medicum, Krakéw, 06.2015

Recenzje prac naukowych

Jestem recenzentem prac naukowych publikowanych w czasopismach, takich jak:

Journal of Cleaner Production (IF=7,246)

Chemical Research in Toxicology (IF=3,184)

Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis (IF=3,209)
3 Biotech (1,798)

Journal of Chromatographic Science (IF=1,280)
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Genes (IF=3,759)

Catalysts (IF=3,520)

Materials (IF=3,057)

Processes (IF=2,753)

Coatings (IF=2,436)

Medicina Internacia Revuo (Index Copernicus)

Staze naukowe

W ramach srodkowoeuropejskiego programu wymiany akademickiej CEEPUS dwukrotnie otrzymatam

stypendium i odbytam staz:

e 24-30.10.2018 - staz na Woydziale Inzynierii Uniwersytetu w Szeged, Wegry (Szegedi
Tudomanyegyetem, Mérnoki Kar). Podczas pobytu poprowadzitam nastepujgce wyktady:
»Environmental biotechnology”, ,Sun protection” and , Bioremediation and biodegradation of
drugs”. Na zaproszenie organizatoréw konferencji International Conference on Science,
Technology, Engineering and Economy (ICOSTEE 2018), Faculty of Engineering, University of
Szeged, Hungary wygtositam wykfad plenarny pt. “Mycoremediation - biotechnological and
environmental aspects for safety of humans and animals”.

e 23-27.09.2019 - staz na Woydziale Inzynierii Uniwersytetu w Szeged, Wegry (Szegedi
Tudomanyegyetem, Mérnoki Kar). Podczas pobytu nawigzatam wspotprace naukowo-badawcza
z Prof. dr hab. Istvanem Zupkd, Dziekanem Wydziatu Farmaceutycznym Uniwersytetu w Szeged
(Szegedi Tudomanyegyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar).

e 16-19.07.2020 — konsultacje naukowo-badawcze na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu

w Szeged, Wegry (Szegedi Tudomanyegyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar).

W marcu 2011 odbytam staz w Zaktadzie Farmakokinetyki i Metabolizmu Lekdéw Instytutu
Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie pod opieka Prof. dr hab. Wtadystawy Daniel w celu
nauki technik pozyskiwania mikrosoméw i otrzymywania izolowanej frakcji mikrosomalnej

i cytozolowej watroby szczura (wirowanie réznicowe).

Udziat w projektach badawczych

Kierownik projektu: Narodowe Centrum Nauki — Miniatura 2, ,,Ocena wptywu promieniowania UV
na fotostabilnos¢ retinoidéw stosowanych na skére w obecnosci substancji promieniochronnych”,
Narodowe Centrum Nauki — Miniatura 2, 2018/02/X/NZ7/01016, 2018-2019.

Kierownik Projektu: Program Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego , Dotacja na utrzymanie
potencjatu badawczego Wydziatéw UJ CM, tzw. ,Projekty statutowe”, ,,Mykoremediacja wybranych
lekdw przeciwgrzybiczych”, N42/DBS/000030, 2019-2020.

Kierownik projektu: Projekt finansowany z dotacji dla mtodych naukowcédw w ramach dotacji

celowej MNiSW , Badanie procesu fotokatalitycznej degradacji wybranych lekow przeciwgrzybiczych
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z uwzglednieniem kinetyki tego procesu oraz identyfikacja powstajacych fotoproduktow”,
K/DSC/003522, 2016-2018.

Kierownik Projektu: Projekt finansowany z dotacji dla mtodych naukowcéw w ramach dotacji
celowej MNiSW, ,Badanie klirensu wewnetrznego zwigzku DL76, antagonisty receptora
Hs histaminowego u szczuréw”, K/DSC/000259, 2011.

Wspotpraca z jednostkami naukowymi w kraju i za granicg

e Department of Pharmacodynamics and Biopharmacy, University of Szeged, Hungary (Szegedi
Tudomanyegyetem, Gydgyszerésztudomanyi Kar); Interdisciplinary Center for Natural Products,
University of Szeged, Hungary — Prof. dr hab. Istvan Zupkd, Dean of Faculty of Pharmacy oraz
MSc Péter Bérdi

Wspdtpraca dotyczy realizacji projektu badawczego. Prowadzona jest ocena cytotoksycznosci
retinoidow Il generacji i ich produktéw fotodegradacji w stosunku do ludzkich linii komérek
nowotworowych estrogenoniezaleznego raka piersi (MDA-MB-231), raka szyjki macicy (Hela)

oraz raka jajnika (A2780) z zastosowaniem testu MTT.

W lipcu 2020 roku w ramach wspétpracy z Wydziatem Farmaceutycznym Uniwersytetu w Szeged

odbytam konsultacje naukowo-badawcze zwigzane z przygotowywang publikacjg [H-1].

Planowana jest dalsza wspodtpraca, z ktdrg zwigzana jest perspektywa wspélnych publikacji

w najblizszej przysztosci.

e Faculty of Engineering, University of Szeged, Hungary (Szegedi Tudomanyegyetem, Mérnoki Kar)
— Prof. dr hab. Gal Jézsef

Dwukrotnie odbytam staz:

1) 24-30.10.2018 roku, Program CEEPUS - stypendium krdotkoterminowe w ramach stazy
naukowych.
II) 23-27.09.2019 roku, Program CEEPUS — stypendium krétkoterminowe w ramach stazy
naukowych.

e Katedra i Zaktad Botaniki Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellorski
Collegium Medicum w Krakowie — Prof. dr hab. Bozena Muszynska, dr hab. Katarzyna

Sutkowska-Ziaja

Wspodtpraca dotyczy oceny zdolnosci remediacji ksenobiotykéw przez biomase z kultur
mycelialnych gatunkéw grzybow wielkoowocnikowych w warunkach in vitro. Ponadto badano
stopien akumulacji lekéw oraz zawarto$¢ biopierwiastkéw i bioaktywnych metabolitéw
w kulturach mycelialnych. Efektem wspétpracy sg doniesienia zjazdowe, publikacje oraz

wygtoszony przez mnie wyktad plenarny pt. ,Mycoremediation - Biotechnological and
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Environmental Aspects For Safety OF Humans and animals” (Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja O-11,
0-12, Zatgcznik 4 1l/7/A: Z-1, Z-4, Z-5, Z-7, Z-16, Z-18, Z-22).

Obecnie realizowany jest projekt ,Mykoremediacja wybranych lekéw przeciwgrzybiczych”,
N42/DBS/000030, 2019-2020, ktérego efektem sg dwie publikacje i doniesienia zjazdowe
(Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja O-2, O-8).

e Katedra Chemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagiellorski Collegium

Medicum w Krakowie — dr Pawet Zmudzki

Wspdtpraca dotyczy analizy technikg UHPLC/MS/MS oraz identyfikacji powstajgcych produktéw
fotodegradacji. Efektem wspodtpracy sg doniesienia konferencyjne oraz publikacje (Zafgcznik 4
1l/4/A: publikacja H-1, H-2, H-3, H-4, H-5, O-2, O-8).

e Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny, Uniwersytet Jagielloriski Collegium
Medicum w Krakowie — Prof. dr hab. Elzbieta Pekala, dr Paulina Koczurkiewicz-Adamczyk, mgr

Justyna Popiét

Wspdtpraca dotyczy badan cytotoksycznosci produktdw fotodegradacji lekdw z zastosowaniem

testu MTT. Efektem wspotpracy sg dwie publikacje oryginalne [H-2, H-3].

e Zaktadu Neurobiologii, Pracowni Neurobiologii Pierwiastkéw Sladowych Instytutu Farmakologii
Polskiej Akademii Nauk w Krakowie - Prof. dr hab. Gabriel Nowak

W ramach wspétpracy prowadzitam oznaczenie cynku w materiale klinicznym pochodzacym od
0s6b chorujgcych na depresje i samobdjcéw z zastosowaniem woltamperometrii stripingowej
(Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja O-13).

e Zaktad Stomatologii Zintegrowanej, Instytut Stomatologii Uniwersytetu Jagielloriskiego
Collegium Medicum w Krakowie - Prof. dr hab. Jolanta Pytko-Polonczyk, lek. dent. Magdalena

Stawarz-Janeczko

Celem wspotpracy jest usystematyzowanie wiedzy dotyczacej Srodkéw dezynfekujgcych
stosowanych w stomatologii skutecznych wobec wirusa SARS-CoV-2. Do chwili obecnej
zaprezentowano cztery doniesienia zjazdowe (Zatgcznik 4 1l/7/A: Z-10, Z-11, Z-13; Zatlqcznik 4
11/7/B: K-3) oraz przygotowano publikacje przegladows pt. , Disinfectants used in stomatology
and SARS-CoV-2 infection”, ktéra zostata przyjeta do European Journal of Dentistry

(MNiSW=100). Planowane sg réwniez projekty badawcze.

Dziatalnosé w towarzystwach naukowych

od 2008 Cztonek — Okregowa Izba Aptekarska w Krakowie
od 2016 Cztonek — Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne Oddziat Krakow
od 2018 Sekretarz — Polskie Towarzystwo Farmaceutyczne Odziat Krakéw
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6. Dziatalnos¢ dydaktyczna

Od wrzesnia 2014 jestem zatrudniona w Zaktadzie Chemii Analitycznej Katedry Chemii
Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium
Medicum na stanowisku adiunkta. Jestem zaangazowana w realizacje zaje¢ dydaktycznych (¢wiczenia
laboratoryjne i seminaria) z przedmiotéw Chemia ogdlna i nieorganiczna, Chemia analityczna oraz
Chemia instrumentalna na kierunkach farmacja i analityka medyczna. Uczestniczytam
w przygotowaniu nowego ¢wiczenia dla studentéw kierunku farmacja — ,Bromianometryczne
oznaczanie chlorowodorku chininy w substancji” co faczyto sie réwniez z opracowaniem
zamieszczonym w skrypcie “Wybrane ¢wiczenia z analizy wagowe] i miareczkowej”, ktérego jestem
wspotautorem (Zatgceznik 4 1l/2: M-1). Ponadto opracowatam i prowadze déwiczenie dotyczace
oznaczania cynku — ,Oznaczanie cynku w preparatach farmaceutycznych metodg absorpcyjnej
spektrometrii atomowej” w ramach przedmiotu chemia analityczna. Realizuje ¢wiczenia
z przedmiotéw Analiza instrumentalna oraz Chemia analityczna dla studentéw kierunkéw farmacja
i analityka medyczna oraz seminarium dotyczace technik przygotowywania prébek do analizy dla
studentéw kierunku analityka medyczna. Od roku akademickiego 2017/2018 biore udziat w realizacji
zaje¢ z przedmiotu Chemistry in pharmaceutical sciences dla kierunku Drug Discovery and
Development (2nd master's degree studies at Faculty of Pharmacy, Jagiellonian University — Medical
College). Opracowatam i prowadze ¢wiczenia dotyczace oznaczania pierwiastkow w suplementach
diety technikg absorpcyjnej spektrometrii atomowej (,Determination of zinc and lead in
pharmaceutical preparations by atomic absorption spectrometry”) oraz seminarium dotyczace

zastosowania metod spektroskopowych (,,Spectroscopic methods”).

Bytam opiekunem 4 prac magisterskich, ktérych promotorem byt Prof. dr hab. Wtodzimierz
Opoka oraz promotorem 3 prac magisterskich o tematyce zwigzanej ze stabilno$cig substancji
leczniczych przeznaczonych do stosowania zewnetrznego w dermatologii oraz fotostabilnoscig
retinoidow. Staratam sie zainteresowac studentéw realizowang tematyka prac magisterskich, jak
réwniez zachecic¢ ich do prezentowania wynikow podczas konferencji naukowych (Zatgcznik 4 11/7/A:
Z-14, Z-15; Zatqgcznik 4 11/7/B: K-2, K-6, K-8). Ponadto wyniki badari prowadzonych w ramach prac
magisterskich, ktorych bytam opiekunem lub promotorem stanowity podstawe pdzniejszych
publikacji (Zatgcznik 4 11/4/A: publikacja 0O-4, 0-9, 0-11). Powierzono mi réwniez recenzowanie
pieciu prac magisterskich realizowanych w Katedrze Chemii Nieorganicznej i Analitycznej Wydziatu

Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum.

Obecnie jestem koordynatorem dwoéch przedmiotéow fakultatywnych zaakceptowanych przez
Komisje Programowg na kierunku farmacja oraz analityka medyczna na Wydziale Farmaceutycznym
Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum. Opracowatam sylabus i zgtositam nowy przedmiot
fakultatywny dla kierunku farmacja Wydziatu Farmaceutycznego Uniwersytetu Jagiellonskiego
Collegium Medicum, ktéry zostat wprowadzony w roku akademickim 2017/2018 — "Choroby nie znaja
granic. Co farmaceuta powinien wiedzie¢ o zagrozeniach towarzyszacych egzotycznym podrézom?".

Fakultet zostat przygotowany we wspotpracy z Prof. dr hab. med. Aleksandrem Garlickim z Kliniki
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Choréb Zakaznych i Tropikalnych Uniwersytetu Jagiellofiskiego Collegium Medicum. Po modyfikacji
sylabusu fakultet zostat wprowadzony w roku akademickim 2018/2019 réwniez dla studentow
kierunku analityka medyczna. Fakultet ten jest realizowany we wspodtpracy z dr hab. n. med. Monika
Bociaga-Jasik i dr n. med. Anng Kalinowska-Nowak (Klinika Choréb Zakaznych i Tropikalnych
Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum) oraz mgr analityki medycznej Katarzyng Mastalska

(zaktad Mikrobiologii, Szpital Uniwersytecki w Krakowie).

Staram sie ciggle podnosi¢ swoje kompetencje dydaktyczne poprzez udziat w szkoleniach
oferowanych przez Uniwersytet Jagiellonski nauczycielom akademickim, m.in. w ramach projektu
LArs Docendi — rozwdj kompetencji dydaktycznych kadry U)” (Zatgcznik 4 11/11/B: S-1, S-2, S-4, $-6, S-
7, $-8). Uczestniczytam w kursach doskonalgcych moje umiejetnosci pracy z programami do obrébki
grafiki, ktére wykorzystywatam w trakcie przygotowywania seminariow dla studentéow oraz
prezentowania wynikéw badan (program Origin oraz CorelDraw). W 2018 roku ukonczytam kurs dla
nauczycieli prowadzacych zajecia laboratoryjne z chemii i biochemii pt. ,Teaching in University
Science Laboratories. Developing Best Practice”, realizowany w systemie mieszanym (spotkania
stacjonarne oraz na platformie Coursera). Kurs ten powstat dzieki wspétpracy Ars Docendi z European
Chemistry Thematic Network, Working group Lecturing Qualifications and Innovative Teaching
Methods i jest autoryzowany przez University of Amsterdam. Ukorniczytam roczny kurs jezyka
angielskiego ,Jezyk angielski specjalistyczny” przeznaczony dla osdéb realizujgcych zadania
dydaktyczne na rzecz Uniwersytetu Jagielloriskiego Collegium Medicum w ramach projektu ,,Pro bono
Collegii Medici Universitatis Jagiellonicae” w roku akademickim 2010/2011 (Zatgcznik 4 11/11/B: S-
25). Kazdego roku biore udziat w wyktadach i warsztatach organizowanych w ramach Tygodnia

Jakosci Ksztatcenia na Uniwersytecie Jagielloriskim.

7. Dziatalnos¢ organizacyjna

Od chwili zatrudnienia w Zaktadzie Chemii Analitycznej Katedry Chemii Nieorganicznej

i Analitycznej bratam udziat w organizacji czterech konferencji miedzynarodowych:

e 1st International Conference on Pharmaceutical and Medical Sciences, 22-24 lipca 2016 r.
Poprad, Stowacja — sekretarz komitetu organizacyjnego

e 2nd International Conference on Pharmaceutical and Medical Sciences, 21-23 wrzesnia 2018 r.
Poprad, Stowacja — cztonek komitetu organizacyjnego

e  21st International Medical Esperanto Congress “Covid-19 Pandemic: History, Current Status and
Consequences”, 17-18 lipca 2020, Hédmezbvasarhely, Wegry (zorganizowanej w sposéb
hybrydowy ze wzgledu na sytuacje epidemiologiczng) — sekretarz komitetu naukowego

e 3rd International Conference of Pharmaceutical and Medical Sciences, 24-26 wrzes$nia 2020,

Krakéw, Martin, Szeged — sekretarz komitetu naukowego
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