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1. Imie i nazwisko

Karolina Stoczynska (nazwisko rodowe Stachura)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej

2012, Luty

2006 — 2011

2006, Czerwiec

2001 — 2006

Uzyskanie tytutu doktora nauk farmaceutycznych

Specjalnos¢: biochemia kliniczna

Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Tytut pracy: Ocena wplywu wybranych zwigzkow o aktywnosci krqzeniowej
na parametry reologiczne i biochemiczne krwinek czerwonych

Opiekun naukowy: prof. dr hab. Henryk Marona

Studia doktoranckie
Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Uzyskanie tytulu magistra analityki medycznej

Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Tytut pracy: Wphw analogu strukturalnego karwedilolu - enancjomeru S
indololu na aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej i katalazy we krwi
ludzkiej

Opiekun naukowy: dr hab. n. med. Marek Stgpniewski, prof. UJ

Studia wyzsze

Kierunek: analityka medyczna

Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych
lub artystycznych

2015 — obecnie

2014 — 2015

Adiunkt
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Asystent
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakéw
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2010 — 2014 Asystent

Pracownia Chemii Kosmetycznej, Zaklad Chemii Bioorganicznej
Katedra Chemii Organicznej, Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakoéw

Przerwy w dzialalnosci naukowo-badawczej:

4.1.

okres przed doktoratem: 26.06.2009 r. - 30.09.2009 r. — nieobecnos¢ po urodzeniu dziecka
(studia doktoranckie)

okres po doktoracie: 05.03.2012 r. - 22.07.2012 r. — urlop macierzynski
23.07.2012 r. - 19.08.2012 r. — urlop macierzynski dodatkowy
01.06.2016 r. - 18.10.2016 r. — urlop macierzynski
19.10.2016 r. - 30.05.2017 r. — urlop rodzicielski
08.11.2017 r. - 27.03.2018 r. — urlop macierzynski
28.03.2018 r. - 06.11.2018 r. — urlop rodzicielski

Omowienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia
20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz.
478 z pozn. zm.). Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia
przedmiotowych osiagnieé, jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny
wklad w ich powstanie, w przypadku, gdy dane osiagnie¢cie jest dzielem
wspolautorskim, z uwzglednieniem mozliwosci wskazywania dorobku
z okresu calej kariery zawodowej

Osiagniecie naukowe stanowigce cykl powigzanych tematycznie artykulow
naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b ustawy

4.1.1. Tytul osiagniecia naukowego

Dobér i optymalizacja testow alternatywnych wykorzystywanych w ocenie
bezpieczenstwa nowych substancji o zdefiniowanej aktywnos$ci biologicznej

4.1.2. Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

H1 Sloczynska K*, Waszkielewicz AM, Marona H. Preliminary assessment of mutagenic

H2

and anti-mutagenic potential of some aminoalkanolic derivatives of xanthone by use of
the Vibrio harveyi assay. Mutation Research. Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis 2014, 768:8-13.

IF2014: 2,415; MEIN: 25

Stoczynska K*, Powroznik B, P¢kala E, Waszkielewicz AM. Antimutagenic compounds
and their possible mechanisms of action. Journal of Applied Genetics 2014, 55(2):273-
285.

IF2014: 1,477; MEIN: 20
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Stoczynska K*, Panczyk K, Waszkielewicz AM, Marona H, Pg¢kala E. In vitro
mutagenic, antimutagenic, and antioxidant activities evaluation and biotransformation of
some bioactive 4-substituted 1-(2-methoxyphenyl)piperazine derivatives. Journal of
Biochemical and Molecular Toxicology 2016, 30(12):593-601.

IF2016: 2,042; MEIN: 20

Sloczynska K*, Wojcik-Pszczota K, Canale V, Zmudzki P, Zajdel P, Pekala E.
Biotransformation  of  4-fluoro-N-(1-{2-[(propan-2-yl)phenoxy]ethyl}-8-azabicyclo
[3.2.1]octan-3-yl)-benzenesulfonamide, a novel potent 5-HT7 receptor antagonist with
antidepressant-like and anxiolytic properties: in vitro and in silico approach. Journal of
Biochemical and Molecular Toxicology 2018, 32(5):e22048.

IF2018: 2,965; MEIN: 20

Stoczynska K, Koczurkiewicz P*, Piska K, Powroznik B, Wojcik-Pszczota K, Klas$ K,
Wyszkowska-Kolatko M, Pekala E. Similar safety profile of the enantiomeric
N-aminoalkyl derivatives of trans-2-aminocyclohexan-1-ol demonstrating anticonvulsant
activity. Molecules 2019, 24(13):2505.

IF2019: 3,267; MEIN: 140

Popidt J, Piska K, Sloczynska K* Bien A, Zelaszczyk D, Gunia-Krzyzak A,
Koczurkiewicz P, Wojcik-Pszczota K, Marona H, Pekala E. Microbial biotransformation
of some novel hydantoin derivatives: perspectives for bioremediation of potential
sunscreen agents. Chemosphere 2019, 234:108-115.

IF2010: 5,778; MEIN: 140

Sloczynska K*, Gunia-Krzyzak A, Koczurkiewicz P, Wéjcik-Pszczota K, Zelaszczyk D,
Popidt J, Pekala E. Metabolic stability and its role in the discovery of new chemical
entities. Acta Pharmaceutica 2019, 69(3):345-361.

IF2010: 1,375; MEIN: 40

Sloczynska K*, Popiot J, Gunia-Krzyzak A, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Zmudzki P,
Pekala E. Evaluation of two novel hydantoin derivatives using reconstructed human skin
model Episkin™: perspectives for application as potential sunscreen agents. Molecules
2022, 27(6):1850.

IF2022: 4,927; MEIN: 140

* autor korespondencyjny

Sumaryczny wspoétczynnik wplywu (Impact Factor, IF) publikacji stanowigcych podstawe

habilitacji wynosi 24,246, odpowiadajaca mu suma punktéw Ministerstwa Edukacji i Nauki
(MEIN) to 545 punkty.
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W publikacjach H1-H4, H7 i H8 jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem,

w publikacji H5 jestem pierwszym autorem, natomiast w publikacji H6 jestem autorem

korespondencyjnym.

Wszystkie badania biologiczne opisane w pracach H4, H5, H6, H8 i czes$¢ badan opisanych

w pracy H3 zostaly wykonane w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej Wydziatu

Farmaceutycznego UJ CM, natomiast badania opisane w pracy H1 i czgs¢ badan opisanych

w pracy H3 zostaly zrealizowane w Zakladzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii

Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM w trakcie zatrudnienia w tej jednostce.

Badania finansowano z nast¢pujacych zrodet:

1.

Projekt pt.. Ocena dziatania muta- | antymutagennego wybranych zwiqgzkow aktywnych
w uktadzie krqzeniowym oraz osrodkowym uktadzie nerwowym, nr K/IDSC/000801, czas trwania:
2012 — 2013, finansowany przez UJ CM ze srodkow MNiSW w ramach dotacji celowej na rozwoj
Miodych naukowcoéw. Kierownik: dr Karolina Stoczynska.

Projekt pt.. Wstepna ocena  metodamiin  Vitro profilu  aktywnosci  mutagennej
oraz antymutagennej wybranych zwigzkéw o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej,
nr K/DSC/001967, czas trwania: 2014 — 2015, finansowany przez UJ CM ze $rodkéw MNiSW
w ramach dotacji celowej na rozwo6j mtodych naukowcow. Kierownik: dr Karolina Stoczynska.
Projekt pt. Badania genotoksycznosci i metabolizmu zwigzkéw o zdefiniowanej aktywnosci
w OUN z wykorzystaniem modeli in vitro, nr K/DSC/003534, czas trwania: 2016 — 2017,
finansowany przez U] CM ze srodkow MNiSW w ramach dotacji na rozwdj miodych
naukowcow. Kierownik: dr Karolina Stoczynska.

Projekt pt.: Biotransformacja in silico oraz in vitro nowych polgczen chemicznych o potencjalnej
aktywnosci biologicznej, nr K/IDSC/005332, czas trwania: 2018, finansowany przez UJ CM
ze $rodkow MNiSW w ramach dotacji celowej na rozwo6j mlodych naukowcow. Kierownik:
dr Karolina Stoczynska.

Projekt pt.: Modele komorkowe w ocenie wybranych parametrow ADMETox nowych zwigzkow
o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej, nr K/IZDS/005488, czas trwania: 2015 — 2017, projekt
statutowy finansowany przez UJ CM. Kierownik: prof. dr hab. Elzbieta Pekala.

Projekt pt.: Badania biologiczne in vitro nowych zwigzkow aktywnych o potencjalnym
zastosowaniu farmakologicznym, nr K/ZDS/007826, czas trwania: 2018, projekt statutowy
finansowany przez UJ CM. Kierownik: prof. dr hab. Elzbieta Pe¢kala.

Projekt pt.: Nowoczesna fotoprotekcja - opracowanie skutecznych i bezpiecznych filtrow UV

w grupach pochodnych arylidenohydantoiny i kwasu cynamonowego,
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nr 2016/21/B/NZ7/01756, czas trwania: 2017 — 2021, finansowany przez Narodowe Centrum
Nauki. Kierownik: prof. dr hab. Elzbieta P¢kala.

4.1.3. Prezentacja wynikow stanowigcych podstawe habilitacji

4.1.3.1. Wprowadzenie

Jednym z istotnych wyzwan stojacych obecnie przed przemystem farmaceutycznym jest
odrzucenie obiecujacego potencjalnego kandydata na lek, ze wzgledu na nieprzewidziane
dzialania niepozadane wykryte podczas przedklinicznych badan bezpieczenstwa zwierzat
oraz badan klinicznych. Taka sytuacja powoduje znaczne wydtuzenie czasu opracowania
nowego, skutecznego leku, zwicksza koszty tego procesu i stanowi gldéwng przyczyne
niepowodzenia w procesie badawczo-rozwojowym produktu leczniczego. Podobny problem
dotyczy sektora kosmetycznego i sytuacji, w ktorej potencjalny surowiec kosmetyczny
wykazuje nie opisane na wczes$niejszych etapach prac badawczych niekorzystne dzialanie,

uniemozliwiajgce zastosowanie w produktach kosmetycznych.

W S$wietle powyzszych faktow oraz wobec restrykcyjnych wymagan dotyczacych
bezpieczenstwa stawianych nowym lekom przez agencje rejestrujace, podjeto powszechna
dyskusj¢ o koniecznos$ci wezesnej oceny bezpieczenstwa nowych substancji o potencjale

terapeutycznym w celu usprawnienia procesu rozwoju nowych lekow.

4.1.3.1.1. Ocena bezpieczenstwa substancji o potencjalnym dzialaniu terapeutycznym

Ztozony proces w trakcie ktorego dochodzi do odkrycia 1 opracowania nowej substancji
leczniczej (research and development, R&D), oprocz wysitku niezliczonych naukowcoéw
wymaga olbrzymich naktadow finansowych i1 czasu. Ogo6lnie mozna wyrdzni¢ cztery
najbardziej kluczowe etapy tego procesu, takie jak: wczesna faza wstepna (early discovery),
pozna faza wstegpna (late discovery), faza przedkliniczna (preclinical) 1 faza kliniczna (clinical).
Badania przedkliniczne dostarczaja waznych danych dotyczacych farmakodynamiki
i parametrow ADME-Tox (absorption, distribution, metabolism, excretion, and toxicity)

czasteczki (Rycina 1) [1].
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p d Zdefiniowanie ) Modyfikacja Faza Faza i
. r'm el Wybl?r | optymalizacja rzedkliniczna kliniczna ialkaiEds Yprowadzenic
odkryciem terapeutycznego / t2W- hitU gubstancji aktywnej do obrotu

)

i, peztre

Rycina 1. Kluczowe etapy w badaniach nad nowym lekiem (opracowano na podstawie [2]).

Skuteczno$¢ kandydata na lek jest niezbedna, ale moze okazaé si¢ niewystarczajagcym
czynnikiem, ktory zapewni sukces potencjalnej substancji leczniczej. Jako dwie gléwne
przyczyny prowadzace do zaprzestania prac nad nowym lekiem, bedacym juz na etapie badan
przedklinicznych lub klinicznych, podaje si¢ niewystarczajaca skuteczno$¢ oraz dzialanie
toksyczne substancji [3, 4]. Przestanki te mogg stanowi¢ o niepowodzeniu leku takze juz
po wprowadzeniu na rynek. Szacuje si¢, ze jedynie 1 sposrdd puli 10 000 molekut, ktore zostaty
objete badaniami R&D stanie si¢ lekiem dostgpnym na rynku farmaceutycznym [5]. Zatem
kluczowym jest, aby substancje wykazujace efekty toksyczne byly identyfikowane
na wczesnych etapach badan nad kandydatem na lek, co znaczenie skrociloby czas
oraz obnizyloby koszty opracowania nowego leku. Aby osiggna¢ te cele, badania
bezpieczenstwa powinny by¢ realizowane rownolegle do badan optymalizujacych korzystne
dzialanie kandydata [6-9]. Wyniki badan z zakresu oceny bezpieczenstwa sag wymagane przez
agencje rejestrujace (Food and Drug Administration, European Medicines Agency) nie tylko
do rejestracji i dopuszczenia substancji do obrotu, ale rowniez do zatwierdzenia badan
klinicznych lekéw oraz produktow higieny osobistej [2].

Z uwagi na fakt, ze badania bezpieczenstwa odnosza si¢ do catego szeregu niekorzystnych
efektow biologicznych, pelna ocena dzialania toksycznego danej substancji chemicznej jest
procesem zlozonym, opartym o zréznicowane mechanizmy. Stad tez starajac si¢ uwzglednié
roézne rodzaje toksycznosci, w badaniach in vivo, in vitro oraz in silico identyfikuje si¢
tzw. punkty koncowe (endpoints). Wsrod istotnych punktow koncowych wymieni¢ nalezy
m.in. dzialanie genotoksyczne, mutagenne, kancerogenne, teratogenne, hepatotoksyczne,
kardiotoksyczne oraz draznigce. Rownie istotne pozostajg badania in vitro pozwalajace

na ocen¢ punktow koncowych niektorych parametrow ADME-Tox [5, 7, 10].
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4.1.3.1.2. Metody alternatywne w ocenie bezpieczenstwa substancji

Testy oceny bezpieczenstwa prowadzone na zwierzetach (modele in vivo) opierajg si¢
na zalozeniu, ze z uwagi na podobienstwa w fizjologii miedzy zwierz¢tami i ludzmi
obserwowany u tych organizméw efekt biologiczny moze by¢ zblizony. Badania
wykorzystujace modele zwierzgce sg jednak pracochtonne, czasochtonne, kosztowne i budza
watpliwos$ci natury etycznej. Bez watpienia nie mogg rowniez zosta¢ wykorzystane do badan
przesiewowych lekow, czy tez rzeszy substancji wytwarzanych przez przemyst chemiczny [2].

Modele in vitro stanowig cenng alternatywe dla badan prowadzonych w warunkach in vivo
i nalezg do wysokowydajnych narzedzi badan przesiewowych. W ostatnich latach
w prawodawstwie europejskim obserwuje si¢ rosngce zainteresowanie opracowaniem
i walidacjg metod alternatywnych stuzacych ocenie bezpieczenstwa substancji chemicznych.
Metody alternatywne to metody zgodne z zasada 3R (replacement, reduction, refinement),
majaca na celu zastgpienie i ograniczenie wykorzystywania zwierzat w eksperymentach
oraz udoskonalenie metod badawczych z udziatem zwierzat. Zasada 3R, stanowigca fundament
etycznej dopuszczalnosci do§wiadczen na modelu zwierzecym, zostata sformulowana przez
Russella i Burcha w 1959 r. [11]. Na rozw6j metod alternatywnych wplyw miala takze
Dyrektywa Parlamentu Europejskiego 1 Rady ,,w sprawie ochrony zwierzat wykorzystywanych
do celéw naukowych” [12].

Modele in vitro stanowig podstawowe narz¢dzia badawcze wykorzystywane we wstepnej
ocenie bezpieczenstwa nowo syntezowanych polaczen chemicznych. Niewatpliwg zaletg tych
badan s3: relatywnie niski koszt, powtarzalno$¢ oraz mozliwos¢ uzyskania wynikow w niezbyt
odleglym czasie. Dzigki temu testowaniu mozna poddawac cate biblioteki zwigzkow,
dokonujac selekcji pod wzgledem mozliwosci wystapienia niekorzystnego efektu koncowego.

Badania in vitro najczgsciej opieraja si¢ na wykorzystaniu hodowli komorkowych, w tym
komorek mikroorganizméw; hodowli tkankowych; enzymow; czy frakcji subkomorkowych
pozyskanych z homogenatu tkankowego. Hodowle komorkowe to popularne narzedzia
badawcze, umozliwiajace oszacowanie zdolnosci nowo syntezowanych lekéw do wywierania
okreslonego efektu terapeutycznego badz toksycznego, jak réwniez mozliwosci przenikania
barier biologicznych czy aktywacji szlakow sygnatowych [4, 13].

Pracom badawczym prowadzonym w warunkach in vitro czgsto towarzysza analizy
in silico, pozwalajace na ewaluacj¢ duzej liczby molekut w bardzo krétkim czasie. Badania
te wykorzystuja programy komputerowe oraz techniki symulacyjne 1 mogg stanowic

dopetnienie badan in vitro oraz in vivo [14, 15]. Ponadto, unikalng zaleta metod obliczeniowych
10
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jest mozliwo$¢ przewidywania niekorzystnego dziatania lub metabolizmu tych struktur
chemicznych, ktore jeszcze nie zostaly zsyntezowane [16]. Wykorzystanie modelowania
komputerowego w badaniach bezpieczenstwa kandydatéw na lek umozliwia identyfikacj¢ tych
aktywnosci substancji, ktore powinny by¢ poddane bardziej szczegdtowej analizie w badaniach
in vitro oraz in vivo [17].

Metody in vitro i in silico nie sg doskonate i nie oddajg w pelni ztozono$ci i mnogosci
proceséw zachodzacych w organizmach zywych, stanowig jednak cenng alternatywe
dla badan na modelu zwierzecym i pozwalaja na stosunkowo szybkie i tanie badania
przesiewowe, ktoére moga zosta¢ wykorzystane na etapie badan przedklinicznych nowych

substancji leczniczych i na wczesnych etapach badan potencjalnych surowcoéw kosmetycznych.

4.1.3.1.3. Wybrane punkty koncowe w badaniach nad bezpieczenstwem substancji
Mutagennos$¢ i genotoksyczno$¢

Ocena wlasciwosci mutagennych i genotoksycznych to obowigzkowy etap postepowania
zwigzanego z wprowadzaniem do badan klinicznych kandydatow na lek. Badania te dotycza
indukcji kancerogenezy oraz mozliwo$ci wystapienia wad dziedzicznych [18]. Warto
podkresli¢, ze rzeczywista ocena dzialania rakotwodrczego substancji moze by¢ szacowana
jedynie w dhugotrwalych badaniach na zwierzgtach, ktére prowadzone sa w dalszych fazach

badan nad nowym lekiem.

We wstepnej ocenie dziatania mutagennego 1 genotoksycznego substancji sigga si¢ po testy
in vitro wykorzystujace modele komorkowe, ktorych Zrodlem sg bakterie, grzyby, owady
oraz ssaki. Testy te umozliwiaja wykrycie uszkodzen DNA, mutacji genowych lub aberracji
chromosomowych bedacych efektem ekspozycji na czynnik toksyczny [19]. Swiatowym
standardem w tej dziedzinie jest test Amesa (test Salmonella, test rewersji mutacji
w komorkach bakteryjnych), oparty o indukcje¢ przez czynnik mutagenny mutacji powrotnych
w operonie his zmodyfikowanych genetycznie szczepéw Salmonella typhimurium [20, 21].
Na podobnych zatozeniach opiera si¢ test Vibrio harveyi, wykorzystujacy morskie bakterie
wrazliwe na neomycyne [22-24].

Test mikrojadrowy in vitro w komorkach ssakow to narzedzie oceny genotoksycznosci,
umozliwiajace detekcje czynnikdw aneugenicznych oraz klastogennych. W cytoplazmie
komorek znajdujacych si¢ w interfazie analizuje si¢ obecno$¢ mikrojader — struktur

powstajacych w wyniku nieprawidtowosci, ktére towarzysza podzialowi komorki [25, 26].
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Do innych testéw wykorzystywanych w ocenie dzialania mutagennego i genotoksycznego
substancji zaliczamy m.in. testy mutacji genowych oraz aberracji chromosomowych
w komorkach ssakow, test kometowy i SOS-Chromotest [27-32].

Zwiazki chemiczne pozbawione aktywno$ci mutagennej niejednokrotnie analizuje si¢
w kierunku dzialania antymutagennego. Ta korzystna aktywnos$¢ biologiczna moze zostac¢
wykorzystana jako komponenta dziatania chemoprewencyjnego [33-35]. Testy oceniajace
dziatanie antymutagenne stanowig najczesciej modyfikacje testow mutagennosci, a organizm

testowy eksponowany jest zard6wno na badang substancje, jak i na mutagen [27].
Dzialanie cytotoksyczne

Testy cytotoksycznosci oparte o hodowle komorkowe in vitro stanowig kluczowy element
wczesnych etapéw badan nad rozwojem nowego leku. Zgodnie z definicja w odniesieniu
do systemow hodowli komérkowych in vitro, substancja cytotoksyczna zaktoca przyczepnosc
komorek, znaczaco zmienia morfologi¢, niekorzystnie wpltywa na tempo wzrostu lub powoduje

smier¢ komorek [36, 37].

Badania cytotoksycznosci in vitro prowadzone sg zazwyczaj w oparciu o tradycyjne,
dwuwymiarowe, jednowarstwowe hodowle komodrek na plaskich powierzchniach [13].
Na etapie badan przedklinicznych gléwnymi kierunkami badan potencjalnych przysztych
lekow sg: ocena hepatotoksycznosci, kardiotoksycznosci oraz neurotoksycznosci [13].
Odpowiedziag komorek na kontakt z substancja o charakterze cytotoksycznym jest spadek
zywotnosci, ktory oceniany jest m.in. za pomocg testu MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide). W teécie mitochondrialna dehydrogenaza bursztynianowa
obecna w zywych komorkach, redukuje z6itg sol tetrazolowg do nierozpuszczalnego formazanu
[37-39].

Hepatotoksycznos$¢ to jedna z najczgstszych przyczyn niepowodzenia podczas rozwoju
nowych potencjalnych lekéw, jak rowniez powoddéw wycofania dostgpnych na rynku
farmaceutykow z obrotu [40]. Watroba z uwagi na udziat w procesie detoksykacji
ksenobiotykéw jest szczegdlnie narazona na toksyczne dziatanie lekow. Popularne metody
oceny hepatotoksyczno$ci bazujg przede wszystkim na wyizolowanych komorkach watroby
(hodowle pierwotne), komorkach watroby hodowanych wspoélnie z innymi typami komorek
oraz watrobowych ustabilizowanych liniach komoérkowych [13, 40]. W badaniach si¢ga si¢
najczesciej po watrobowe linie komoérkowe wywodzace si¢ z tkanki nowotworowej takie jak:

HepG2, Huh-7, HepaRG oraz Hep3B [41, 42].
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Metabolizm (biotransformacja)

Ocena przemian metabolicznych (biotransformacji) kandydata na lek stanowi istotny
etap badan przedklinicznych. Pozwala odpowiedzie¢ na pytania dotyczace stabilnosci
metabolicznej substancji (wyznaczenie parametréw takich jak m.in. czas poéltrwania
oraz klirens wewngtrzny), jak rowniez powstajacych metabolitéw. Wiedza z zakresu
metabolizmu czgsteczki jest niezbedna w celu poznania indywidualnej odpowiedzi organizmu
na dang substancje¢ oraz przewidywania interakcji lekowych. Szybkie tempo biotransformacji
skraca czas ekspozycji na aktywny zwigzek macierzysty i moze prowadzi¢ do powstawania
aktywnych, nieaktywnych lub toksycznych (m.in. wykazujacych dziatanie mutagenne
lub kancerogenne) zwigzkéw potomnych. Z drugiej strony, wysoka trwato$¢ metaboliczna

moze sprzyjac¢ niepozadanym interakcjom lekowym i wystgpieniu efektow toksycznych [10].

W ostatnim czasie badania nad biotransformacja in vitro ksenobiotykoéw, w tym
potencjalnych lekow zyskaty na znaczeniu, gdyz pozwalaja m.in. wyselekcjonowaé
do dalszych badan in vivo optymalny model zwierzecy. Podstawowe narzedzia badawcze
w badaniach biotransformacji in vitro to: systemy komodrkowe (izolowane hepatocyty,
homogenat watroby, skrawki watroby), subkomorkowe frakcje watrobowe (mikrosomalna,
cytozolowa, S9), enzymy rekombinowane — systemy ekspresji cytochromow P450 (system
bazujacy na komorkach ssaczych, systemy z wykorzystaniem bakulowirusow, ekspresja
w komorkach drozdzy i bakterii) oraz modele mikrobiologiczne (grzyby i bakterie) [10,
43-49].

Uzupehieniem metod in vitro sa przewidujace metabolizm czasteczki narzgdzia in silico
takie jak MetaSite, MetabolExpert, Meteor Nexus czy Admet Predictor. Oprogramowania
identyfikuja w analizowanej strukturze chemicznej najbardziej prawdopodobne miejsca
metabolizmu, przewiduja struktury potencjalnych metabolitow oraz pozwalaja na wytypowanie
izoform CYP450 zaangazowanych w metabolizm [50-52].

Modele mikrobiologiczne znalazty zastosowanie nie tylko jako narzedzie w badaniach
metabolizmu lekow. Z uwagi na zdolnos$¢ niektorych grzybow do biodegradacji zanieczyszczen
takich jak farmaceutyki, wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne, barwniki tekstylne
czy estrogeny, organizmy te moga zosta¢ wykorzystane w procesach bioremediacji [53-58].
Tego typu dziatanie zmniejsza ryzyko biokumulacji toksycznych substancji i ich metabolitow

w Srodowisku naturalnym.
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4.1.3.2. Zalozenia i cel pracy

Badania nad bezpieczenstwem nowych substancji o potencjalnym dziataniu
terapeutycznym to kluczowy etap w dlugotrwalym procesie opracowania nowego leku.
Im szybciej zostang wykazane ewentualne dziatania niepozadane kandydata na lek, tym
mnigjsze naktady finansowe i czasowe zostang poniesione. Takze dla branzy kosmetycznej
istotna jest ocena bezpieczenstwa stosowania nowych surowcow kosmetycznych. Istnieje
zatem potrzeba poszukiwania i optymalizacji metod i narzedzi badawczych, pozwalajacych
na identyfikacje¢ substancji wykazujacych niekorzystne efekty biologiczne na mozliwie
wczesnych etapach badan nad kandydatem na lek/ surowiec kosmetyczny [59]. Szeroka gama
prostych 1 szybkich testow, umozliwiajacych wstepng oceng¢ potencjalnych mutagendw,
kancerogendow czy substancji cytotoksycznych, opartych o modele in vitro oraz techniki
in silico to alternatywa dla badan in vivo prowadzonych przy uzyciu modeli zwierzecych.
Metody alternatywne obejmujg procedury zgodne z zasada 3R, majaca na celu zastgpienie,
ograniczenie i udoskonalenie metod wykorzystujacych zwierzeta w eksperymentach.

W oparciu o przedstawione zatozenia, celem przeprowadzonych przeze mnie prac byl
dobor i optymalizacja testow alternatywnych oceniajacych bezpieczenstwo nowych
substancji o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej.

Badania bezpieczenstwa prowadzono w nastgpujacych obszarach:

¢ mutagennosc¢ i genotoksycznos¢,

biotransformacja i stabilno$¢ metaboliczna,

fototoksycznos¢, dzialanie draznigce i przenikanie przez naskorek,

bezpieczenstwo Srodowiskowe.
W pierwszej kolejnosci badaniami objeto nowo zsyntezowane zwiazki chemiczne
0 ustalonej aktywnosci w osSrodkowym ukladzie nerwowym. Do prac wyselekcjonowano:

e aminoalkanolowe pochodne ksantonu oraz trans-2-aminocykloheksan-1-olu, ktorych
aktywnos$¢ przeciwdrgawkowa zostata potwierdzona w badaniach farmakologicznych
in vivo przeprowadzonych w ramach programu poszukiwania nowych lekow
przeciwpadaczkowych (Antiepileptic Drug Development Program) w Narodowym
Instytucie Zdrowia (National Institutes of Health, Bethesda, Rockville, MD, USA),

e pochodne 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny o udowodnionej w badaniach in vivo

aktywnosci przeciwdepresyjnej,
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e arylosulfonamidowa pochodna aryloksyalkiloamin  wykazujaca  potencjal
terapeutyczny w leczeniu afektywnych schorzen typu depresyjnego i lgkowego,
co wykazaty badania na zwierzgtach.

Druga grupe badanych zwigzkow stanowily nowe polaczenia chemiczne o charakterze
potencjalnych surowcow kosmetycznych. Badaniami obj¢to:

e pochodne hydantoiny wykazujace aktywnos¢ fotoprotekcyjng potwierdzong badaniami

in vitro.

4.1.3.3. Wyniki badan i dyskusja

H1 Sloczynska K, Waszkielewicz AM, Marona H. Preliminary assessment of mutagenic
and anti-mutagenic potential of some aminoalkanolic derivatives of xanthone by use
of the Vibrio harveyi assay. Mutation Research. Genetic Toxicology and Environmental
Mutagenesis 2014, 768:8-13.

Celem badan podj¢tych w publikacji H1 byta ocena in vitro dziatania mutagennego
I antymutagennego czterech aminoalkanolowych pochodnych ksantonu (I-1V) wykazujacych
dziatanie przeciwdrgawkowe. Tytulowe zwigzki zostaly zaprojektowane i zsyntezowane
w Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych Wydziatu Farmaceutycznego
UJ CM [60-62], a nastgpnie poddane badaniom farmakologicznym w kierunku aktywnosci
przeciwdrgawkowej w ramach programu poszukiwania nowych lekow przeciwpadaczkowych
w Narodowym Instytucie Zdrowia w USA.

Jako model badawczy w pracy wykorzystano bakterie Vibrio harveyi wrazliwe
na neomycyne. Test mutagennosci V. harveyi zostal opracowany do detekcji zanieczyszczen
mutagennych srodowiska [23, 63-65], z czasem jednak znalazt zastosowanie takze w ocenie
dziatania muta- i antymutagennego zwigzkow chemicznych [66-69]. W pracy H1
wykorzystano cztery szczepy testowe V. harveyi (BB7, BB7M, BB7X i BB7XM) o odmienngj
wrazliwo$ci na dziatanie mutagendéw, umozliwiajace identyfikacje szerokiego spektrum
czynnikoéw modyfikujacych struktur¢ DNA.

W wyniku przeprowadzonych doswiadczen wykazano, ze zwiagzki I-1V nie powodowaty
statystycznie istotnego wzrostu $redniej liczby kolonii rewertantow wzgledem proby kontrolne;
wobec wszystkich testowanych szczepow (Rycina 2). Ponadto udowodniono, ze zwiazki IlI
tj. (R,S)-N-metylo-1-amino-2-propanolowa pochodna 6-metoksyksantonu i IV tj. (R)-N-
metylo-2-amino-1-butanolowa pochodna 7-chloroksantonu (1V) odznaczaja si¢ wysoka
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(> 40%) inhibicja dziatania mutagennego N-tlenku-4-nitrochinoliny (NQ) dla szczepow BB7M
i BB7XM. Zwiazek IV hamowal dziatanie NQ na poziomie 69% (BB7XM) i 49% (BB7M),
natomiast wskazniki inhibicji dla zwigzku I1I wyniosty 47% (BB7M) i 42% (BB7XM) (Rycina
3).
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Rycina 2. Aktywno$¢ mutagenna zwigzkow [-IV w tescie Vibrio harveyi. C — proba kontrolna bez mutagenu, NQ
— proba z N-tlenkiem-4-nitrochinoliny. Wyniki przedstawiono jako $rednia + odchylenie standardowe, (*) roznica
statystycznie istotna w stosunku do proby z NQ, (#) roznica statystycznie istotna w stosunku do proby kontrolnej,
p <0.05.
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Rycina 3. Aktywnos¢ antymutagenna zwigzkow I-IV w tescie Vibrio harveyi. Wyniki wyrazono jako % inhibicji
mutagenu wzorcowego N-tlenku-4-nitrochinoliny.
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Podsumowujac, wyselekcjonowane aktywne biologicznie aminoalkanolowe pochodne
ksantonu nie wykazaly efektu mutagennego w tescie Vibrio harveyi, moga zatem zosta¢
wiaczone do dalszych badan na modelach in vivo. Ponadto, dwa z badanych zwigzkow (111
11V) odznaczaty si¢ dziataniem antymutagennym, przypuszczalnie zwigzanym z bezposrednim
efektem ochronnym wobec DNA. Doniesienia literaturowe potwierdzaja aktywno$é
przeciwnowotworowa niektorych pochodnych ksantonu. Warto podkresli¢, ze praca stanowi
kolejny przyktad wykorzystania testu Vibrio harveyi w ocenie dzialania mutagennego

I antymutagennego substancji o potencjalnym dziataniu terapeutycznym.

H2 Sloczynska K, Powroznik B, P¢kala E, Waszkielewicz AM. Antimutagenic compounds
and their possible mechanisms of action. Journal of Applied Genetics 2014, 55(2):273-
285.

Z uwagi na realizowane prace badawcze z zakresu oceny dziatania antymutagennego
zwiazkow chemicznych, w pracy przegladowej H2 w oparciu o dane literaturowe zebrano
informacje dotyczace potencjalnych mechanizmow dziatania antymutagenéw. Omodwiono
takze narzedzia badawcze stosowane w ocenie dziatania mutagennego i antymutagennego
substancji.

Wedhug Novick i Szilard [70] termin ,,antymutagen” odnosi si¢ do substancji (czynnikow)
wykazujacych zdolno$¢ do zmniejszania tempa lub czestotliwosci powstawania indukowanych
lub spontanicznych mutacji. Istniejg rézne systemy klasyfikacji antymutagenow, w tym podziat
na naturalne i syntetyczne, czy desmutageny i bioantymutageny. Desmutageny dziataja
pozakomorkowo, inaktywuja czynniki mutagenne zanim dotra one do DNA, natomiast
bioantymutageny sg aktywne wewnatrz komorki 1 uczestnicza w procesach naprawczych
w sytuacji, kiedy doszto juz do uszkodzenia materiatu genetycznego.

Uwzgledniajagc mechanizm dziatania, wérdéd antymutagendw mozemy wyr6znic: zwiazki
o aktywnos$ci antyoksydacyjnej, substancje hamujgce aktywacje mutagendow, czynniki
blokujace oraz substancje, ktorych mechanizm dziatania jest zlozony. Przyktadowe

mechanizmy dziatania antymutagenow przedstawia Rycina 4.
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Rycina 4. Mechanizmy dziatania zwigzkow o aktywnosci antymutagenne;j.

Dziatanie niektorych mutagenow wigze si¢ z wytwarzaniem reaktywnych form tlenu
(RFT), dlatego tez ich usuwanie stanowi wazng strategi¢ antymutagenezy. Badania
potwierdzaja, ze zwigzki o aktywnoS$ci antyoksydacyjnej poprzez eliminacj¢ RFT chronig
materiat genetyczny przed uszkodzeniami oksydacyjnymi mogacymi prowadzi¢ do mutacji.
Inne substancje z tej grupy wplywaja na aktywnos¢ enzymoéw antyoksydacyjnych oraz poziom
zredukowanego glutationu. W tej grupie antymutagenow znajduje si¢ m.in. kwas liponowy
oraz niektore organiczne zwiazki selenu.

Aby promutageny mogly sta¢ si¢ mutagenami i1 zadziata¢ uszkadzajaco wzgledem
materiatu genetycznego, niezbedna jest aktywacja metaboliczna, czgsto z udzialem enzymow
z rodziny cytochromu P450. Aktywno$¢ antymutagenna substancji moze zatem wynikac
z hamowania konwersji promutagenu do mutagenu. Takim dzialaniem charakteryzuja si¢
m.in. nowo syntezowane zwiazki heterocykliczne zawierajace azot i tlen.

Antymutageny nalezace do tzw. czynnikdéw blokujacych, takie jak m.in. cysteina i kwas
galusowy, chronig przed mutageneza chemiczng wchodzac w bezposrednig interakcje
z mutagenami zanim dojdzie do uszkodzenia DNA. Inne czynniki blokujace moga
uniemozliwia¢ mutagenowi potgczenie si¢ z materiatem genetycznym.

Wiele substancji o potencjale antymutagennym wykazuje ztozony mechanizm dziatania,
warunkujacy skuteczno$¢ oraz wysoka efektywnos¢ wzgledem roznorodnych mutagendw.
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Takim dziataniem odznaczaja si¢ m.in. niektore nowo syntezowane [-aminoketony,
heterocykliczne aminy aromatyczne, pochodne luteoliny, ksantony czy ekstrakty roslinne
(Acacia salicina, Mangifera indica L.).

Badania oceniajgce aktywnos$¢ antymutagenng substancji prowadzi si¢ w oparciu
o modyfikacje¢ standardowych testow mutagennosci (test Amesa, test Vibrio harveyi, SOS
chromotest). Istota modyfikacji jest jednoczesna ekspozycja organizmu testowego na badang
substancj¢ oraz na mutagen. W opracowaniu dokonano zestawienia zalet i wad wybranych
testow umozliwiajacych oszacowanie potencjatu antymutagennego substancji.

Dodatkowo w pracy omowiono strategie oceny dzialania mutagennego substancji,
ze zwrbdceniem szczegolnej uwagi na kolejne fazy badan i testy stosowane w poszczegdlnych
etapach. Zglebiono rowniez mechanizmy dziatania wybranych mutagenéw (m.in. azydek sodu,
9-aminoakrydyna, N-tlenek-4-nitrochinoliny), stosowanych w testach bezpieczenstwa.

Dokonany przeglad literatury dowodzi, zZe ro$nie zainteresowanie poszukiwaniem nowych
substancji wykazujacych potencjatl antymutagenny, ktéry moze by¢ wazng komponentg
dzialania chemoprewencyjnego. Zebrane pozycje piSmiennictwa stanowity cenng przestanke
do realizacji badan z zakresu oceny aktywnos$ci antymutagennej substancji (publikacje H3

I H5), a takze prob wyjasnienia mechanizmu dziatania tych zwigzkoéw (publikacja H3).

H3 Sloczynska K, Panczyk K, Waszkielewicz AM, Marona H, P¢kala E. In vitro
mutagenic, antimutagenic, and antioxidant activities evaluation and
biotransformation of some bioactive 4-substituted 1-(2-methoxyphenyl)piperazine
derivatives. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology 2016, 30(12):593-601.

Istota kolejnej publikacji — H3 byla ocena in vitro dziatania mutagennego
I antymutagennego szesciu (1-6) 4-podstawnych pochodnych 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny
o aktywnosci przeciwdepresyjnej [71]. Badane zwigzki zostaty zsyntezowane w Zaktadzie
Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.
W ramach pracy przeprowadzono rowniez badania in vitro szacujace zdolnos¢ potaczen 1-6
do usuwania wolnych rodnikéw oraz biotransformacje w modelach in vitro i in silico.

Jako narzedzie badawcze w ocenie dzialania muta- i antymutagennego wykorzystano test
Amesa (Salmonella). Zrealizowane prace wykazaty, ze zwigzki 1-6 nie powodowaly istotnego
zwigkszenia liczby rewertantow w odniesieniu do kontroli negatywnej w tescie bez
i z aktywacjg metaboliczng. Ponadto udowodniono, ze testowane zwigzki charakteryzujg sie

dziataniem antymutagennym (Tabela 1). Najbardziej korzystny efekt antymutagenny
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zaobserwowano dla zwigzku 1, ktory silnie hamowal dzialanie mutagenne azydku sodu
w przypadku pigciu (TA1535) i dwoch (TA100) stezen testowych. Zaobserwowano, ze zwigzki
posiadajace  1gcznik  1,3-propylowy  migdzy  grupg  fenoksylowg a  N-(2-
metoksyfenylo)piperazyna charakteryzujg si¢ silniejsza aktywnos$cig antymutagenng niz
pochodne z lacznikiem etoksyetylowym. Udowodniono, ze efekt antymutagenny 1-6 nie
wynika z dzialania antyoksydacyjnego badanych potaczen, ktore charakteryzowaty si¢ niska
zdolnoscig do eliminacji syntetycznego rodnika DPPH (2,2-difenylo-1-pikrylohydrazyl).

Tabela 1. Aktywnos$¢ antymutagenna zwiazkow 1-6 w tescie Amesa. Wyniki wyrazono jako % inhibicji mutagenu
wzorcowego azydku sodu (NaNs).

Liczba rewertantow
Salmonella typhimurium

TA 100 TA1535
Zwigzek Stezenie Srednia + SD Inhibicja Srednia + SD Inhibicja
(ng/ plytka) (%) (%)
Kontrola 90 +5 - 8+2 -
negatywna
Kontrola 5 552+9 - 409 +5 -
pozytywna
1 4 314 + 38** 52¢ 164 + 7** 61¢
20 324 + 35%* 49¢ 203 + 6* 51¢
100 369 £ 3] %* 400 238 & ]5%* 43¢
500 391 £ 28%* 350 214 + 16%* 49¢
1000 369 + 32% 400 123 £ 21 %% 71¢
2 4 365 + 14%* 400 151 £ 12% 64°
20 384 £ 29k 36° 200 + 6%* 52¢
100 377 £ 19%* 38b 203 & 13%* 51¢
500 307 + 8* 53¢ 213 £ 9% 49¢
1000 435 £ 13%* 25P 296 + 13* 28P
3 4 343 + 6** 45¢ 161 + 9% 62¢
20 301 + 4%* 54¢ 210+ 12% 50°¢
100 374 + 26** 39P 222 + 8% 47°
500 359 +21%* 42¢ 315 + 4* 232
1000 449 + 18** 222 274 + 20%* 340
4 4 337 +£ 11%* 47¢ 137 £ 9% 68¢
20 303 + 3% 54¢ 208 + 13* 50¢
100 395 £ [ 3%* 340 205 + 16%* 51¢
500 409 + 8** 31° 338 £ 19* 182
1000 457 £ 2] ** 212 355 + 12%* 132
5 4 395 &+ 5%* 340 283 + 4% 31°
20 454 + 12%* 212 289 + G6** 30°
100 464 + 6** 192 283 + G6** 31°
500 460 + 12%* 202 319 + 5%* 222
1000 386 + 6** 36P 204 + 4% 29P
6 4 380 + 3** 37b 330 + 7** 202
20 408 + 4%%* 31° 299 + 3k 27°
100 461 + 4% 202 321 + 6%* 222
500 393 + 10** 34P 343 + 11%* 162
1000 373 + 4** 39P 372 + 9% 92

*p <0.05; ** p<0.01 istotno$¢ statystyczna wzgledem kontroli dodatniej (NaN3); wyniki wyrazono jako $rednia
+ odchylenie standardowe; ? brak dziatania antymutagennego (inhibicja < 25%), ® umiarkowane dziatanie
antymutagenne (inhibicja 25% - 40%), ¢silne dziatanie antymutagenne (inhibicja > 40%).
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W modelu mysich mikrosoméw watrobowych zidentyfikowano trzy gtéwne metabolity
zwigzku 2 1 cztery glowne metabolity zwigzku 6, bedace w wigkszosci produktami
hydroksylacji, ktora zaszta zarbwno w podstawniku metylowym, jak i przy atomach wegla
W pierscieniu aromatycznym (Tabela 2). Zwigzek 6 charakteryzowat si¢ okresem pottrwania
(tu2) wynoszacym 21,5 min oraz klirensem wewnetrznym (Clint) rownym 80,5 pl/mg min. Dla
zwiazku 2 ty2 wyniost 30,3 min, a Clint 57,3 ul/mg min. Analiza $ciezki biotransformacyjnej
in silico wykazata, ze gltdéwne metabolity zwigzku 2 powstaly na drodze alifatycznej
hydroksylacji lub utlenienia grupy metylowej do karbonylowej, a w przypadku zwigzku 6
w wyniku dealkilacji.

Tabela 2. Gtéwne metabolity zwigzkow 2 i 6 w modelu mysich mikrosoméw watrobowych; MO - zwigzek
macierzysty.

Czas Zawarto$¢ wsrod Przemiana chemiczna
Zwigzek Metabolit AM  [M+H]* retencji metabolitow
(min) (%)
2 MO - 355 5,63 - -
M1 +16 371 4,34 46 Alifatyczna hydroksylacja
M2 +16 371 4,94 30 Alifatyczna hydroksylacja
M3 -14 341 5,20 24 O-dealkilacja
6 MO - 405 5,57 - -
M1 +16 421 4,75 38 Aromatyczna hydroksylacja
M2 +16 421 4,62 35 Aromatyczna hydroksylacja
M3 -14 391 5,18 19 O-dealkilacja
M4 +16 421 4,51 8 Alifatyczna hydroksylacja

Podsumowujac, wyniki badan opisanych w publikacji H3 dowiodly braku potencjatu
mutagennego wybranych 4-podstawnych pochodnych 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny w tescie
Amesa. Jednoczesnie wykazano aktywnos$¢ antymutagenng potaczen 1-6, najkorzystniejsza dla
zwigzku 1. Badania biotransformacji in vitro wykazaty, ze wartosci Clint dla zwigzkow 2 i 6
sg nizsze, niz te opisane w literaturze dla leku o dziataniu przeciwdepresyjnym - imipraminy.
Uzyskane wyniki moga stanowi¢ cenny krok poszerzajacy charakterystyke biologiczng
wybranych pochodnych piperazyny.

H4 Sloczynska K, Wojcik-Pszczota K, Canale V, Zmudzki P, Zajdel P, Pekala E.
Biotransformation of 4-fluoro-N-(1-{2-[(propan-2-yl)phenoxy]ethyl}-8-azabicyclo
[3.2.1]octan-3-yl)-benzenesulfonamide, a novel potent 5-HT7 receptor antagonist
with antidepressant-like and anxiolytic properties: in vitro and in silico approach.
Journal of Biochemical and Molecular Toxicology 2018, 32(5):e22048.

Kolejna praca — H4 dotyczyta badan nad metabolizmem 4-fluoro-N-(1-{2-[(propan-2-
ylfenoksy]etylo}-8-azabicyklo[3.2.1]oktan-3-ylo)-benzenosulfonamidu (PZ-1150), nowego
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antagonisty receptora 5-HT7, wykazujacego aktywnos$¢ przeciwdepresyjna i przeciwlekowa
[72]. PZ-1150 zostat zaprojektowany i zsyntezowany w Katedrze Chemii Farmaceutycznej
Wydzialu Farmaceutycznego UJ CM. W badaniach nad biotransformacjag PZ-1150
wykorzystano modele in vitro: mikrosomalny 1 mikrobiologiczny (Cunninghamella)
oraz model in silico — oprogramowanie MetaSite.

W modelu mikrosomalnym postuzono si¢ mikrosomami watrobowymi pochodzacymi
od ludzi (human liver microsomes, HLMs), myszy (mouse liver microsomes, MLMs)
i szczurow (rat liver microsomes, RLMs). W toku badan udokumentowano powstanie trzech
glownych metabolitow (M1-M3), stanowigcych produkty aromatycznej hydroksylacji;
N-dealkilacji; O-dealkilacji i hydroksylacji (Rycina 5). Dodatkowo inkubacja z MLMs
prowadzita do powstania kolejnego produktu aromatycznej hydroksylacji (M4) pier§cienia
benzenowego, podczas gdy pod wplywem RLMs powstal dodatkowy metabolit bedacy
produktem O-dealkilacji (Rycina 5). W modelu HLMs PZ-1150 wykazat najwyzsza warto$¢
in vitro ty2rowng 64 min i w efekcie najnizszg warto$¢ Clintmicr (54,1 pul/mg min), w poréwnaniu
zZ MLMs (t2 = 21 min, Clingmicr=166,6 pl/mg min) i RLMs (t12 = 6 min, Clintmic=577,5 pl/mg
min). Na podstawie Clintmicr Wyznaczono warto$¢ klirensu wewngtrznego (CLint), ktora
wyniosta dla HLMs 48,7 ml/min kg i klirens watrobowy (CLH) o wartosci 14,7 ml/min kg.

Po siedmiu dniach inkubacji w modelu Cunninghamella echinulata okoto 70% zwiazku
macierzystego zostato zmetabolizowane do dwoch glownych metabolitow (M1 i M6) (Rycina
5). M1 stanowit metabolit dominujacy i byt tozsamy z metabolitem M1 uzyskanym w modelu
mikrosomalnym, podczas gdy M6 stanowit nowy metabolit, powstaly w nastepstwie dealkilacji

zwigzku macierzystego.
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Rycina 5. Sciezka metaboliczna PZ-1150 w modelu mikrosomalnym (H — mikrosomy ludzkie, M — mikrosomy
mysie, R — mikrosomy szczurze) oraz Cunninghamella echinulata (C. e.).

Program MetaSite wysymulowal gtowne metabolity PZ-1150, ktére powstaly na skutek
aromatycznej hydroksylacji (M1), o-O-dearylacji (M7) i p-O-dearylacji (M8). M2 to produkt
N-dealkilacji, a M4 aromatycznej hydroksylacji (Rycina 6). Oprogramowanie MetaSite
wykorzystano takze do identyfikacji izoform cytochromu P450 uczestniczacych
w metabolizmie PZ-1150. Analiza wykazata zaangazowanie 9 izoform CYP450 (CYP1A1,
1A2, 2B6, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4 i 3A5).
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Rycina 6. Symulacja $ciezki metabolicznej PZ-1150 przy uzyciu oprogramowania MetaSite.
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Reasumujac, biotransformacja PZ-1150 w modelu mikrosomalnym prowadzita
do powstania pigciu metabolitow, podczas gdy w modelu Cunninghamella zidentyfikowano
tylko dwa glowne metabolity. Niezaleznie od zastosowanego modelu gtéwny metabolit
stanowitl produkt hydroksylacji pierscienia fenylowego. Analiza in silico potwierdzita dane
uzyskane w warunkach in vitro, gdyz trzy wysymulowane metabolity zostaly zidentyfikowane
w modelu mikrosomalnym. Na podstawie wyznaczonych w modelu mikrosomalnym
parametrow stabilno$ci metabolicznej mozna uznaé, ze zwigzek PZ-1150 nalezy do zwigzkow
0 wysokiej wartosci klirensu. Badania potwierdzity skuteczno$¢ modeli mikrosomalnego
i mikrobiologicznego w ocenie metabolizmu zwigzkéw chemicznych oraz zasadnos¢

zestawienia wynikow uzyskanych w warunkach in vitro z symulacja in silico.

HS5 Sloczynska K, Koczurkiewicz P, Piska K, Powroznik B, W¢jcik-Pszczota K, Kla$ K,
Wyszkowska-Kolatko M, Pekala E. Similar safety profile of the enantiomeric N-
aminoalkyl  derivatives of trans-2-aminocyclohexan-1-ol  demonstrating
anticonvulsant activity. Molecules 2019, 24(13):2505.

Publikacja H5 stanowi kontynuacj¢ badan z zakresu oceny bezpieczenstwa wybranych
zwigzkow o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej. Tym razem badania dotyczyty trzech
nowych chiralnych N-aminoalkilo pochodnych trans-2-aminocykloheksan-1-olu o aktywnosci
przeciwdrgawkowej. Synteza oraz badania potwierdzajace dziatanie przeciwdrgawkowe
zwigzkow: 1 (enancjomer R), 2 (enancjomer S) i 3 (racemat) zostaly opisane w pracy autorstwa
Kubowicz i wsp. [73]. Istota pracy H5 bylo porownanie profilu bezpieczenstwa obu
enancjomeréw. W tym celu wykonano badania in vitro z zakresu oceny cytotoksycznosci,
hepatotoksycznos$ci, mutagennosci oraz interakcji z glikoproteing P (P-gp). Dodatkowo
oceniono dziatanie mutagenne i antymutagenne badanych potaczen chemicznych.

Oceng dziatania cytotoksycznego zwigzkow 1-3 przeprowadzono w oparciu o ludzkie
prawidlowe astrocyty 1 komorki glejaka gwiazdzistego, postugujac si¢ testami MTT 1 LDH
(lactate dehydrogenase). Badania wykazaly, ze testowane potaczenia nie mialy istotnego
wpltywu na zywotno$¢ linii astrocytow, jednocze$nie komorki glejaka inkubowane z wyzszymi
stezeniami obu enancjomerow odznaczaty si¢ spadkiem zywotnosci (Rycina 7). Wyniki testu

LDH byty poréwnywalne. Racemat okazat si¢ mniej cytotoksyczny niz enancjomery.
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Rycina 7. Wplyw zwigzkéw 1-3 na zywotno$¢ prawidtowych astrocytow (a) i komorek glejaka gwiazdzistego (b).
Wyniki ($rednia + SEM (p < 0.05)) przedstawiono jako procent kontroli. Zywotnos¢ zbadano po 24 h przy uzyciu
testu MTT. Doksorubicyna (DOX) — kontrola dodatnia.

Hepatotoksyczno$¢ zwigzkow 1-3 o0szacowano wobec linii komoérkowej ludzkiego
nowotworu watrobowo-komorkowego HepG2 w tescie MTT. Podczas 24 h inkubacji
z badanymi zwigzkami w zakresie stezen do 100 uM nie zaobserwowano istotnego spadku
zywotnosci komorek, nie stwierdzono rowniez zmian w ich morfologii (Rycina 8).
Hepatotoksyczno$¢ zwigzkow 1-3 0Sszacowano réwniez na podstawie analizy produktow
powstatych w wyniku inkubacji z ludzkimi mikrosomami w obecno$ci glutationu. Analiza
chromatograficzna proby badanej nie wykazata obecnosci sygnalow mogacych $wiadczy¢
0 tworzeniu przez badane zwigzki adduktow z glutationem (Rycina 8). Gléwne metabolity

zwigzkéw 1-3 stanowity produkty hydroksylacji i karbonylacji zwigzkoéw macierzystych.
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Rycina 8. Wplyw zwiazkéw 1-3 na morfologi¢ (a) i Zywotnos¢ (D) hepatocytow. Wyniki (Srednia + SEM
(p <0.05)) przedstawiono jako procent kontroli. Zywotno$¢ zbadano po 24 h przy uzyciu testu MTT; przyktadowy

chromatogram zwigzku 1 i jego metabolitbw powstalych podczas inkubacji 1 z ludzkimi mikrosomami
w obecnos$ci NADPH i zredukowanego glutationu.

Aktywno$¢ mutagenng i antymutagenng potaczen 1-3 oszacowano w tescie Amesa i Vibrio
harveyi. Zaréwno enancjomery jak i racemat nie wykazaly potencjalu mutagennego
w zastosowanych systemach testowych. Dodatkowo badane zwigzki cechowaty si¢ wysoka
lub umiarkowang aktywno$cig antymutagenng wobec zastosowanych mutagendw chemicznych
w obu testach.

Ostatnim etapem prac byla ocena interakcji zwigzkow 1-3 z P-gp, za pomoca
komercyjnego testu P-gp-Glo TM wobec werapamilu jako kontroli dodatniej. Badania
wykazaly, ze oba enencjomery wykazujg zdolnos¢ hamowania P-gp, przy czym enancjomer R
charakteryzowat sie silniejszym efektem niz enancjomer S.

Podsumowujac zrealizowane w ramach publikacji H5 prace badawcze, nowo
zsyntezowane pochodne trans-2-aminocykloheksan-1-olu wydaja si¢ by¢ obiecujacymi
kandydatami w badaniach nad rozwojem nowych lekéw o aktywnos$ci przeciwdrgawkowe;.
Enancjomery charakteryzuja si¢ podobnym profilem bezpieczenstwa, rozni je przebieg $ciezki

biotransformacyjnej oraz aktywnos$¢ farmakologiczna.

26



dr n. farm. Karolina Stoczynska
Zatgcznik 3 - Autoreferat

H6 Popiot J, Piska K, Sloczynska K, Bien A, Zelaszczyk D, Gunia-Krzyzak A,
Koczurkiewicz P, Wojcik-Pszczota K, Marona H, Pc¢kala E. Microbial
biotransformation of some novel hydantoin derivatives: perspectives for
bioremediation of potential sunscreen agents. Chemosphere 2019, 234:108-115.

Pewng nowoscig dotyczaca publikacji H6 jest ewaluacja zwigzkoéw, ktorych aktywnosc
biologiczna dotyczy sektora kosmetycznego, a nie farmaceutycznego. Istotg pracy byta ocena
bezpieczenstwa srodowiskowego pigciu (1-5) nowych pochodnych hydantoiny o aktywnosci
fotoprotekcyjnej w modelu grzyba srodowiskowego Cunninghamella echinulata.
Przeprowadzono takze badania biotransformacji mikrosomalnej zwigzku 1 oraz fotostabilnosci
badanych potaczen, jak réwniez oszacowano toksyczno$¢ in silico zwigzkéw 1-5
oraz produktéow ich biotransformacji. Tytulowe substancje zostaly zaprojektowane
I zsyntezowane w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej oraz Zakladzie Chemii
Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM i nalezg
do pochodnych benzylidenohydantoiny (1-4), badz cynamylidenohydantoiny (5).

Badania wykazaty, ze C. echinulata wykazuje zdolno$¢ do biotransformacji potgczen 1-5.
Podczas 7 dniowej inkubacji najwyzsze tempo przemian biotransformacyjnych
zaobserwowano dla zwiazkéw 2 1 3 (pozostatos¢ zwiazku macierzystego odpowiednio 18%
I 24%). Z drugiej strony, najbardziej odporny na przeksztatcenia biochemiczne byt zwigzek 4
(61% pozostato$¢ zwigzku macierzystego), natomiast zastosowany w celach referencyjnych
komercyjny  filtr  przeciwsloneczny  benzofenon-2  (BP-2) ulegl przemianom
biotransformacyjnym tylko w 6%. Kluczowymi kierunkami zaobserwowanych przeksztatcen
chemicznych byly: O-dealkilacja tancuchow bocznych przylaczonych do pierscienia fenylu

lub hydantoiny oraz hydroksylacja pierscienia fenylowego (Rycina 9).

redukcja

O - demetylacja M3 (zw. 4)

M1 (zw. 1)

podwdgjna O - demetylacja <——
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) M2 (zw. 4)
O - deetylacja o
M2 (zw. 3 g
(zw. 3) \ /

hydroksylacja

M1 (zw. 3 4)

M2 (zw. 5)

M3 (zw. 1)
Rycina 9. Proponowane kierunki biotransformacji zwiazkéow 1-5 w modelu grzyba $rodowiskowego
Cunninghamella echinulata.
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Inkubacja zwigzku 1 z mikrosomami mysimi prowadzita do powstania tylko jednego
glownego metabolitu (M1) o m/z 235, bedacego produktem O-dealkilacji jednego sposrod
dwoch podstawnikéw metoksylowych w pierscieniu fenylowym (Rycina 10). Wyznaczone dla
zwigzku 1 parametry ti2i Clint (Rycina 10) pozwalajg zaklasyfikowa¢ go do grupy substancji

o $redniej trwatosci metaboliczne;j.

82.96
25041 A 100, B
2.25e+1 |
3.31-18 1
2.0e+1 ]
=2 ]
©
S, 1.75e+1 | el
y 1 99.17107.28136.25 150 70 a5 13
o 04 | L d : miz
8 1.5e+1 - 50 75 100 125 150 175 225 250
= 3.58 - Zw. 1
Z 57 C
% 1.25e+1 289 -M1 S 4
= 52
1.0e+1 | H 82 a
5 o
- ’I 25
7. || - S g = &1mi
.I SE 3 "= mln1 1
| | 2 X Cl =14 min”
sol L L\ 23 ™ 141 mgmin
LSV L WY B NS I - %
LA B B S B S B B B B B B B R |
3.00 4.00 2 T T T .
Czas [min 0 20 40 60 80
[min] Czas [min]

Rycina 10. Biotransformacja zwiazku 1 w modelu mikrosoméw mysich; A — chromatogram zwigzku 1
i glownego metabolitu M1; B — widmo masowe M1; C — ubytek zwigzku macierzystego w czasie; IS — standard
wewnetrzny; ti, — okres pottrwania in vitro; Clin — klirens wewngtrzny.

Dalsze badania wykazaly, ze zwigzki 1, 2, 4 1 5 charakteryzujg si¢ wysoka fotostabilno$cig.
W nastepstwie ekspozycji na $wiatlo stoneczne zaobserwowano jedynie procesy
fotoizomeryzacji, nie stwierdzono natomiast obecnosci produktéw fotodegradacji. Najwyzszy
poziom fotoizomeryzacji zaobserwowano dla zwigzku 1 (36,03% izomeru E w roztworze).

Toksycznos¢ zwigzkéw 1-5 oraz ich gldownych metabolitow o0szacowano in silico przy
uzyciu oprogramowania OSIRIS Property Explorer. Analiza dowiodta, ze badane potaczenia
charakteryzuja si¢ niskim prawdopodobienstwem wywotania efektu mutagennego,
kancerogennego, draznigcego oraz niekorzystnego wptywu na reprodukcje. Z przeprowadzonej
symulacji wynika takze, ze niektore metabolity badanych zwigzkéw moga zwigkszac ryzyko
wystapienia niekorzystnego wpltywu na reprodukcje. Warto jednak podkresli¢, ze poza
metabolitem M2 zwigzku 3 naleza one do pobocznych produktow biotransformacji.

Reasumujgc, wyniki zrealizowanych prac badawczych zachecajg do dalszych badan nad

pochodnymi hydantoiny wykazujacymi potencjat fotoprotekcyjny. Zaobserwowane
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w nastepstwie ekspozycji na srodowiskowy mikroorganizm Cunninghamella echinulata $ciezki
biotransformacji substancji 1-5 moga odzwierciedla¢ losy badanych zwigzkéw w sytuacji

uwolnienia do srodowiska naturalnego.

H7 Sloczynska K, Gunia-Krzyzak A, Koczurkiewicz P, Wojcik-Pszczota K, Zelaszczyk D,
Popidt J, Pekala E. Metabolic stability and its role in the discovery of new chemical
entities. Acta Pharmaceutica 2019, 69(3):345-361.

W pracy przegladowej H7 w oparciu o dane literaturowe przedstawiono informacje
dotyczace roli, jakag w procesie rozwoju nowych lekéw odgrywaja badania nad stabilnoscia
metaboliczng. Ponadto, w opracowaniu scharakteryzowano gléwne metody badania
metabolizmu in vitro oraz dylematy dotyczace ekstrapolacji in vitro-in vivo.

Badania oceniajace stabilno$¢ metaboliczng i $ciezki biotransformacji to kluczowy etap
w procesie rozwoju nowych lekow, gdyz dotycza one farmakokinetycznej charakterystyki
potencjalnej substancji leczniczej. W przypadku substancji podlegajacych szybkiej
biotransformacji, skroceniu ulega czas ekspozycji na zwigzek macierzysty i moze dochodzi¢
do powstawania aktywnych, nieaktywnych lub toksycznych metabolitow. Z drugiej strony, zbyt
wysoka stabilno$¢ metaboliczna moze sprzyja¢ interakcjom miedzy lekami 1 wystapieniu
efektow toksycznych.

Stabilno$¢ metaboliczna okresla podatnos¢ substancji na procesy biotransformacji i moze
zosta¢ wyrazona przy pomocy kilku parametrow. Okres pottrwania (ti2) obrazuje czas,
po uptywie ktorego 50% zwigzku macierzystego ulega biotransformacji, podczas gdy klirens
wewnetrzny  (watrobowy) CLint opisuje maksymalng, nieograniczong przeptywem
wewnetrznym zdolnos$¢ watroby do metabolizowania leku. Na podstawie tej wielko$ci mozna
oszacowaé, czy testowany zwiagzek bedzie ulegat efektowi pierwszego przejscia. Badania
metabolizmu w modelu mikrosomalnym pozwalaja wyznaczy¢ mikrosomalny klirens
wewnetrzny - CLintmicr, na podstawie ktorego w oparciu o zawartos$¢ bialek mikrosomalnych
w watrobie i mas¢ watroby wyznaczany jest parametr CLint. W modelu mikrosoméw mysich
wartos$¢ t12 wieksza lub rowna 60 min cechuje substancje stabilne metabolicznie, natomiast ti/
ponizej 30 min charakteryzuje zwigzki 0 niskiej stabilnosci metabolicznej. Leki roznig si¢
miedzy sobg wartosciami klirensu. Wysoka wartoscig parametru odznaczajg si¢
m.in.: werapamil, propafenon, midazolam i diklofenak, natomiast do farmaceutykow o niskim
klirensie zaliczamy m.in.: chinidyng, klozaping, deksametazon, prednizon, diazepam, zolpidem

I tenoksykam.
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Badania nad metabolizmem kandydatéw na lek opieraja si¢ na systemach in vitro
oraz in vivo. Bez watpienia badania na modelu zwierzgcym stanowig najbardziej warto$ciowe
zroédto wiedzy na temat absorpcji, dystrybucji, metabolizmu i wydalania zwigzku chemicznego
oraz pozwalajg na stworzenie pelnego profilu farmakologicznego substancji. Badania te sg
jednak czasochtonne, kosztowne i niekoniecznie zasadne w testowaniu duzej puli nowych
zwigzkéw chemicznych. Stad tez, rekomendowana strategia badawcza zaleca przeprowadzenie
wstepnych badan biotransformacji w warunkach in vitro, co sprzyja doborowi optymalnego
modelu zwierzecego, ktory zostanie wykorzystany w dalszych pracach nad lekiem.

Oceng stabilnosci metabolicznej in vitro prowadzi si¢ zazwyczaj w oparciu o trzy modele
badawcze: mikrosomy watrobowe, hepatocyty 1 rekombinowane enzymy. Badania
potwierdzaja, ze wyniki uzyskane w modelu mikrosoméw mysich dobrze korelujg z rezultatami
testow w modelu mikrosomow ludzkich. Model hepatocytarny bazuje na komorkach watroby
pochodzacych od cztowieka, myszy, szczura lub psa. Hodowle hepatocytow reprezentuja
kompleksowy system metaboliczny, wykazujacy ekspresje enzymow I i I fazy metabolizmu
oraz wszystkie konieczne fizjologicznie kofaktory. Modele analizy metabolizmu oparte
o enzymy rekombinowane to systemy wykorzystujace najczesciej jako zrodto specyficznych
izoenzymow cytochromu P450 bakulowirusy lub ludzkie komoérki limfoblastoidalne. Ten
model badawczy pozwala na oszacowanie dziatania pojedynczych enzymow zaangazowanych
w metabolizm. W badaniach in vitro wykorzystywane sa modele badawcze zrdznicowane
gatunkowo, co pozwala na analiz¢ roznic migdzygatunkowych w metabolizmie substancji,
zard6wno w odniesieniu do jej stabilno$ci metabolicznej, jak rowniez §ciezek biotransformac;i.

Badania prowadzone w oparciu o mikrosomy i hepatocyty pozwalaja na przewidywanie
klirensu watrobowego in vivo (in vitro-in vivo extrapolation, IVIVE). Procedura IVIVE
wykorzystuje odpowiednie wspotczynniki skalujace, takie jak m.in. ilos¢ miligraméw biatek
mikrosomalnych w przeliczeniu na gram watroby oraz liczbe hepatocytow przypadajaca
na gram watroby.

Przeprowadzona analiza piSmiennictwa dowodzi, Ze badania z zakresu oceny stabilno$ci
metabolicznej substancji, w tym kandydatow na lek stanowig kluczowy etap w procesie
rozwoju nowych substancji leczniczych. W powstaniu tej pracy duza rolg odegraty wiasne
doswiadczenia, zdobyte w trakcie realizacji badan nad biotransformacja zwigzkéw aktywnych
biologicznie (publikacje H3, H4, H5 i H6).
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H8 Sloczynska K, Popiot J, Gunia-Krzyzak A, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Zmudzki P,
Pekala E. Evaluation of two novel hydantoin derivatives using reconstructed human
skin model Episkin™: perspectives for application as potential sunscreen agents.
Molecules 2022, 27(6):1850.

Publikacja H8 stanowi kontynuacj¢ badan, ktorych celem byla ocena bezpieczenstwa
nowych pochodnych hydantoiny o aktywnosci fotoprotekcyjnej, potencjalnych surowcow
kosmetycznych. Badaniami obj¢to opisane w publikacji H6 zwiazki o symbolach JH3 i JH10.
Rezultaty badan potwierdzajacych dziatanie fotoprotekcyjne tytutowych pochodnych zostaty
opisane w pracy autorstwa Popiot i wsp. [74]. Dotychczasowe badania dowiodly, ze zwigzki
te cechujg si¢ brakiem potencjatu estrogennego i dziatania cytotoksycznego wobec wybranych
linii komorek skory oraz brakiem aktywno$ci mutagennej w tescie Amesa [74].

Celem publikacji H8 byta ocena przenikania, dziatania draznigcego i fototoksycznego
zwigzkow o symbolach JH3 i JH10 w modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskorka
(reconstructed human epidermis, RHE) Episkin™. Dodatkowo dla obu potaczen chemicznych
0Sszacowano genotoksyczno$¢ in vitro, wykonano biotransformacje w modelu mikrosomalnym
oraz wyznaczono chromatograficzny parametr lipofilowosci (Rmo).

W toku zrealizowanych prac udokumentowano wigkszg przenikalno$¢ JH10 w poréwnaniu
do JH3 oraz zastosowanych w celach referencyjnych trzech komercyjnych filtrow UV
(beznofenon-3 (BP-3), 3-(4-metylobenzylideno)kamfora (4MBC) oraz awobenzon (AVO))
(Rycina 11). Powyzsze obserwacje mogg zosta¢ czgsciowo wyjasnione whasciwosciami fizyko
- chemicznymi badanych potaczen, w tym wyznaczonymi doswiadczalnie warto$ciami

parametru Rwo.
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Rycina 11. Przenikanie JH3, JH10 i komercyjnych filtrow UV w modelu zrekonstruowanego ludzkiego naskorka
EpiSkin™; wyniki przedstawiono jako usredniony procent zaabsorbowanej dawki + odchylenie standardowe;
ekspozycja 24 h, zastosowana dawka 10 mg/ cm?; BP3-benzofenon-3, 4MBC- 3-(4-metylobenzylideno)kamfora,
AVO-awobenzon.

Dalsze badania w modelu RHE wykazaty, ze zwiazki JH3 i JH10 nie wykazuja dziatania
draznigcego 1 fototoksycznego, gdyz ekspozycja na badane substancje nie wywotata spadku
zywotnosci tkanki skornej ponizej 50% oraz istotnego zwigkszenia poziomu interleukiny la

(11-1a)) wobec proby kontrolnej (Rycina 12).
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Rycina 12. Dziatanie drazniace (A) i fototoksyczne (B) zwiazkow JH3 i JH10 w modelu zrekonstruowanego
ludzkiego naskorka EpiSkin™; wyniki przedstawiono jako $rednia = odchylenie standardowe; A:
* p < 0.05 istotno$¢ statystyczna wzgledem kontroli negatywnej (CTR), SDS — siarczan dodecylu sodu (kontrola
pozytywna); B: * p < 0.05 istotno$¢ statystyczna wzgledem naskorka nie poddanego naswietleniu,
CPZ - chloropromazyna (kontrola pozytywna), rozpuszczalnik (kontrola negatywna, CTR); ll-1a - interleukina
la.
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W tescie genotoksycznosci in vitro nie udokumentowano pod wplywem badanych
zwigzkOw znacznego wzrostu liczby mikrojader, paczkéw jadrowych, mostkow
dicentrycznych, czy indeksu podziatu komoérkowego w komorkach jajnika chomika chinskiego
(CHO-K1) wzgledem proby kontrolnej. Badania nad biotransformacjg w modelu ludzkich
mikrosomow watrobowych wykazaty, ze kluczowg przemiang chemiczng JH3 i JH10 jest
hydroliza, co sugeruje, ze enzymy inne niz rodzina cytochromu P450 odgrywaja istotng rolg
w biotransformacji wybranych pochodnych. Dla obu zwigzkow wyznaczono niskg warto$¢ ti/
réwng oK. 5 min i odpowiadajgcg mu wysoka warto$¢ Clint powyzej 172 ul/ mg min.

Reasumujac, zwigzki JH3 1 JH10 z uwagi na brak dziatania draznigcego i fototoksycznego
wzgledem tkanki skornej oraz brak potencjatu genotoksycznego mozna uznaé za potencjalnych
kandydatow do dalszych badan, ktorych celem jest opracowanie skutecznych i bezpiecznych
filtrow UV.

4.1.3.4. Podsumowanie osiagniecia naukowego

W ramach osiggni¢cia naukowego dobrano, zoptymalizowano i dostosowano metodyke
alternatywnych testow oceny bezpieczenstwa do ewaluacji nowych substancji
o zdefiniowanej aktywnos$ci biologicznej. Zaplanowanie i zrealizowanie serii prac
badawczych umozliwito opracowanie protokotow eksperymentalnych, ktore pozwolity
na uzyskanie rzetelnych i powtarzalnych wynikoéw, jak rowniez znalazly zastosowanie
we wstepnej ewaluacji bibliotek nowo syntezowanych zwiazkéw chemicznych pod katem
bezpieczenstwa stosowania.

W efekcie zrealizowano zadania badawcze, w ramach ktorych:
1. Dobrano i zoptymalizowano testy alternatywne umozliwiajace ocen¢ dzialania

mutagennego i antymutagennego:

e nowych aminoalkanolowych pochodnych  ksantonu (H1) i trans-2-
aminocykloheksan-1-olu o aktywnosci przeciwdrgawkowej (H5),

e nowych pochodnych 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny 0 aktywnosci
przeciwdepresyjnej (H3),

e ponadto, opisano mechanizmy dziatania substancji wykazujacych potencjat
antymutagenny (H2),

oraz wlasciwosci genotoksycznych:

e nowych pochodnych hydantoiny wykazujacych aktywnos¢ fotoprotekcyjng (H8).
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2. Wytypowano i dostosowano metodyke testow alternatywnych pozwalajacych
na okreslenie przebiegu biotransformacji i struktur powstajacych metabolitow:

e nowych pochodnych 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny 0 aktywnosci
przeciwdepresyjnej (H3),

e arylosulfonamidowej pochodnej aryloksyalkiloamin wykazujacej potencjat
terapeutyczny w leczeniu afektywnych schorzen typu depresyjnego i Ilgkowego (H4),

e nowych pochodnych trans-2-aminocykloheksan-1-olu 0 aktywnosci
przeciwdrgawkowej (H5),

e wybranych pochodnych hydantoiny wykazujacych aktywnos$¢ fotoprotekcyjng (H6,
H8).

3. Woyselekcjonowano i dostosowano testy alternatywne szacujace stabilno$é
metaboliczna:

e nowych pochodnych 1-(2-metoksyfenylo)piperazyny 0 aktywnosci
przeciwdepresyjnej (H3),

e arylosulfonamidowej pochodnej aryloksyalkiloamin wykazujacej potencjat
terapeutyczny w leczeniu afektywnych schorzen typu depresyjnego i Ilgkowego (H4),

e nowych pochodnych hydantoiny o dziataniu fotoprotekcyjnym (H6, H8),

e ponadto, opisano znaczenie stabilno$ci metabolicznej w poszukiwaniu nowych
substancji o potencjale terapeutycznym (H7).

4. Woyselekcjonowano i zoptymalizowano metody alternatywne szacujace dzialanie
fototoksyczne i draznigce oraz przenikanie przez naskérek nowych pochodnych
hydantoiny wykazujacych aktywnos$¢ fotoprotekcyjng (H8).

5. Dobrano i zaadaptowano metodyke testow alternatywnych pozwalajacych na oceng
bezpieczenstwa Srodowiskowego wybranych pochodnych hydantoiny wykazujacych

aktywnos¢ fotoprotekcyjng (H6).

Wyniki zrealizowanych prac badawczych majg charakter aplikacyjny, poniewaz
umozliwily bardziej racjonalng selekcje nowo syntezowanych zwigzkow o zdefiniowanej
aktywnos$ci w obrebie OUN do dalszych etapow badan przedklinicznych 1 klinicznych (ocena
mutagennos$ci 1 cytotoksyczno$ci) oraz dostarczyly syntetykom danych przydatnych
do przeprojektowania czasteczek, w celu poprawy ich parametréw farmakokinetycznych
(oszacowanie stabilno$ci metabolicznej i $ciezek biotransformacji). W przypadku substancji

o charakterze potencjalnych surowcow kosmetycznych przeprowadzone prace badawcze
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poszerzyly ich charakterystyke biologiczna (bezpieczenstwo stosowania
oraz bezpieczenstwo $rodowiskowe) oraz wskazaty kierunki dalszych badan, majacych na celu

m.in. optymalizacje sktadu formulacji zawierajacych badane substancje.

4.2. Pozostale osiagniecia naukowe

4.2.1. Odkrycie aktywnosci przeciwnowotworowej nowych metalokompleksow

Od czasu odkrycia w 1965 r. cisplatyna stata si¢ najczesciej stosowanym w praktyce
klinicznej chemioterapeutykiem. To z kolei przyczynito si¢ do intensywnego rozwoju badan
nad jej pochodnymi. Obecnie w lecznictwie funkcjonuje kilka kompleksow platyny. Jednak
z uwagi na obserwowane efekty uboczne i lekooporno$¢ (pojawienie si¢ niewrazliwosci
nowotworu na lek) prowadzone sg intensywne prace badawcze nad nowymi kompleksami
zawierajacymi platyng, iryd, czy ruten. Stad tez, za kolejne wazne osiagniecie naukowe
uwazam odkrycie aktywnosci przeciwnowotworowej nowych komplekséw metali
zawierajacych platyne badz iryd, ktore wydaja si¢ obiecujace jako potencjalne leki
W nowoczesnej terapii przeciwnowotworowej. Prace badawcze prowadzone byty w oparciu
0 zainicjowana przeze mnie w 2020 roku wspélprace naukowa z prof. Pavel Starha
z Department of Inorganic Chemistry, Faculty of Science, Palacky University Olomouc,
Czechy. Badane zwigzki zostaty zsyntezowane przez zesp6t prof. Starha. Natomiast aktywno$é
cytotoksyczng zwigzkow oszacowano W wybranych modelach linii komérek nowotworowych
w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej UJ CM.
Wyniki zrealizowanych prac badawczych opisano w cyklu publikacji, ktorych jestem
wspotautorem:

e Masaryk L, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Milde D, Nemec I, Stoczynska K, P¢kala E,
Starha P. Dinuclear half-sandwich Ir(111) complexes containing 4,4'-methylenedianiline-
based ligands: synthesis, characterization, cytotoxicity. Journal of Organometallic
Chemistry 2021, 938:121748.

e Masaryk L, Zoufaly P, Sloczynska K, Zahradnikova E, Milde D, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Starha P. New Pt(ll) diiodido complexes containing bidentate 1,3,4 -
thiadiazole - based ligands: Synthesis, characterization, cytotoxicity. Inorganica Chimica
Acta 2022, 536:120891.

e Masaryk L, Orvos J, Stoczynska K, Herchel R, Moncol J, Milde D, Halas P, Krikavova
R, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Pekala E, Fischer R, Nemec I, Starha P. Anticancer half-
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sandwich Ir(111) complex and its interaction with various biomolecules and their mixtures -
a case study with ascorbic acid. Inorganic Chemistry Frontiers 2022, 9:3758-3770.

e Masaryk L, Weiser Drozdkova D, Sloczynska K, Moncol J, Milde D, Kiikavova R,
Popiodt J, Pekala E, Ondruskova K, Nemec I, Smesny Trtkova K, Starha P. Anti-myeloma
pro-apoptotic Pt(I1) diiodido complexes. Inorganic Chemistry Frontiers 2023, 10:3307-
3318.

4.2.2. Udowodnienie przydatnosci mikrobiologicznego testu Vibrio harveyi
do skriningowej oceny aktywno$ci mutagennej i antymutagennej nowych
zwigzkow chemicznych o aktywnosci biologicznej

W 2000 roku naukowcy z Katedry Biologii Molekularnej Uniwersytetu Gdanskiego
opracowali test mutagennosci oparty na genetycznie zmodyfikowanych szczepach morskiej
bakterii Vibrio harveyi. Test V. harveyi zostat opracowany przede wszystkim do oceny
zanieczyszczen mutagennych srodowiska morskiego. Za wazne osiagniecie naukowe Uwazam
réwniez wykorzystanie po raz pierwszy testu V. harveyi w badaniach skriningowych
mutagennos$ci nowo syntetyzowanych zwigzkow chemicznych o zdefiniowanej aktywnosci
biologicznej. Ponadto, wykazalam duza przydatnos¢ modyfikacji testu Vibrio harveyi

w selekcji zwigzkow o wysokim potencjale antymutagennym. Badania te prowadzone byly

we wspotpracy z prof. dr hab. Grzegorzem Wegrzynem z Katedry Biologii Molekularnej

Uniwersytetu Gdanskiego. Efektem osiggni¢cia byt skrining bibliotek nowo syntetyzowanych

zwigzkow chemicznych o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej, co udokumentowano

w publikacjach:

e Sloczynska K, Pckala E, Wajda A, Wegrzyn G, Marona H. Evaluation of mutagenic
and antimutagenic properties of some bioactive xanthone derivatives using Vibrio harveyi
test. Letters in Applied Microbiology 2010, 50(3):252-257.

e Powroznik B, Sloczynska K, Canale V, Grychowska K, Zajdel P, P¢kala E. Preliminary
mutagenicity and genotoxicity evaluation of selected arylsulfonamide derivatives of
(aryloxy)alkylamines with potential psychotropic properties. Journal of Applied Genetics
2016, 57(2):263-270.

e Powroznik B, Sloczynska K, Marciniec K, Zajdel P, P¢kala E. Preliminary safety
assessment of new azinesulfonamide analogs of aripiprazole using prokaryotic models.
Advanced Pharmaceutical Bulletin 2016, 6(3):377-384.
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e Waszkielewicz AM, Gunia-Krzyzak A, Powroznik B, Stoczynska K, P¢kala E, Walczak
M, Bednarski M, Zestawska E, Nitek W, Marona H. Design, physico-chemical properties
and biological evaluation of some new N-[(phenoxy)alkyl]- and N-
{[(phenoxy)ethoxy]ethyl}aminoalkanols as anticonvulsant agents. Bioorganic &
Medicinal Chemistry 2016, (8):1793-1810.

e Mar¢ MA, Dominguez-Alvarez E, Stoczynska K, Zmudzki P, Chton-Rzepa G, Pekala E.
In vitro biotransformation, safety and chemopreventive action of novel 8-methoxy-
purine-2,6-dione derivatives. Applied Biochemistry and Biotechnology 2018, 184(1):124-
139.

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnoscia naukowa albo artystyczng
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji
kultury, w szczegolnosci zagranicznej

W latach 2007 — 2010 w ramach stazu naukowego w Katedrze Rehabilitacji Klinicznej
Akademii Wychowania Fizycznego w Krakowie prowadzitam wielokierunkowe prace
badawcze, ktorych gldéwnym celem byla ocena wplywu in vitro wybranych substancji
aktywnych biologicznie na parametry reologiczne i biochemiczne ludzkich krwinek
czerwonych (red blood cells, RBC). Badania wykonywaltam przez okres 15 miesi¢cy, od 2
do 3 razy w tygodniu, w zaleznosci od dostgpnosci materiatu biologicznego pochodzacego
od pacjentow. Zaswiadczenie potwierdzajagce odbyty staz naukowy stanowi zatgcznik
do Wniosku.

Kluczowym osiagnieciem badan byl dobér i dostosowanie modelu erytrocytow
do testowania in vitro wplywu substancji na parametry reologiczne RBC. Analiza
pi$miennictwa wykazala, Ze najczesciej wykorzystywanym modelem w badaniach
reologicznych sa erytrocyty zdrowych dawcow. W ramach badan wtasnych przeanalizowano
odksztalcalno$¢ 1 agregacje m.in. RBC pacjentéw z przewlekla niewydolnoscig nerek (RBC
przed i1 po dializie), pacjentow z przewlekla niewydolnoscig zylng konczyn dolnych (RBC
z zyly tokciowej 1 zylaka), jak rowniez subpopulacji ,,mtodych” 1 ,,starych” RBC pacjentow
z przewlekla niewydolnoscia zylng konczyn dolnych.

Wiasciwosci reologiczne najwazniejszych przeanalizowanych potencjalnych modeli RBC
opisano w publikacjach:

e Stachura K, Pietrzycka A, Marchewka A, Teleglow A, Drozdz M, Stgpniewski M,

Marona H. Red blood cells deformability, aggregation parameters and plasma total
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antioxidant activity in blood of patients before and after hemodialysis. Acta
Haematologica Polonica 2008, 39(3):461-467.

e Pietrzycka A, Stoczynska K, Telegow A, Marchewka A, Drozdz M, Stepniewski M,
Marona H. Aggregation and elongation indices of erythrocytes of patients with chronic
renal insufficiency relate to antioxidant capacity FRAP and CAT/SOD ratio values.
Nefrologia i Dializoterapia Polska 2010, 14(1):22-26.

e Sloczynska K, Kozka M, Marona H. Red blood cells deformability and aggregation in
chronic venous disease patients with varicose veins. Postepy Higieny i Medycyny
Doswiadczalnej 2013, 67:690-694.

e Sloczynska K, Kozka M, Marona H. Rheological properties of young and aged
erythrocytes in chronic venous disease patients with varicose veins. Clinical
Hemorheology and Microcirculation 2015, 60(2):171-178.

Na podstawie przeprowadzonych eksperymentow do badan reologicznych in vitro
wytypowano trzy modele erytrocytarne o zréznicowanej odksztalcalnosci i agregacji.
Do prac wtaczono RBC pacjentow z przewlekta niewydolnoscig zylng konczyn dolnych (krew
z zyly lokciowej oraz z zylaka pacjentow) oraz RBC zdrowych dawcow (krew z zyly
tokciowej). W oparciu 0 wyselekcjonowane modele podjeto prace badawcze nad
poszukiwaniem nowych substancji o korzystnym wplywie na parametry reologiczne RBC,
ktore moglyby znalez¢ zastosowanie w terapii choréb przebiegajacych z zaburzeniami
odksztalcalnosci i agregacji erytrocytow (m.in. choroby uktadu sercowo-naczyniowego,
cukrzyca, przewlekta niewydolno$¢ nerek oraz nowotwory). Badania te pozwalajg réwniez
na identyfikacje substancji wywierajacych niekorzystny wplyw na wlasciwosci
reologiczne krwinek czerwonych.

Wyniki uzyskane dla wybranych substancji aktywnych biologicznie w oparciu o powyzsze
modele badawcze zostaly opisane w publikacjach:

e Sloczynska K, Kozka M, P¢kala E, Marchewka A, Marona H. In vitro effect of
pentoxifylline and lisofylline on deformability and aggregation of red blood cells from
healthy subjects and patients with chronic venous disease. Acta Biochimica Polonica
2013, 60(1):129-135.

o Kozka M, Sloczynska K, Szkaradek N, Waszkielewicz AM, P¢kala E, Marona H. Effect
of some newly synthesized xanthone and piperazine derivatives with cardiovascular
activity on rheology of human erythrocytes in vitro. Clinical Hemorheology and

Microcirculation 2017, 67(1):1-14.
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Zastosowana strategia badawcza dowiodla, ze krwinki 0 zaburzonej reologii (bedacej
konsekwencja przewleklej niewydolnosci zylnej) pozwalaja na lepsze uwidocznienie zmiany
parametréw reologicznych pod wplywem testowanej substancji w stosunku do RBC
zdrowych dawcow. Stad tez zaproponowane rozwigzanie stanowito nowe, oryginalne
podejscie w Kkwestii poszukiwania i identyfikacji substancji o aktywnoSci

hemoreologicznej.

6. Informacja 0 osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych
oraz popularyzujacych nauke lub sztuke

Osiagniecia dydaktyczne:

Promotor pomocniczy prac doktorskich:

e dr Beata Powroznik, 2012 - 2016. Tytul pracy: Ocena mutagennosci
i antymutagennosci zwigzkow o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej z wykorzystaniem
testow alternatywnych. Promotor: prof. dr hab. Elzbieta P¢kala. Obrona: 11 pazdziernika
2016 r.

Promotor prac magisterskich:

e 8 prac - kierunek farmacja

e 10 prac - kierunek kosmetologia

Recenzent prac magisterskich:

e 5 prac - kierunek farmacja

e 13 prac - kierunek kosmetologia

Opieka naukowa nad studentami:

e Opieka naukowa nad stypendystami w kKkierowanym przeze mnie projekcie
pt.: Bioremediacja zanieczyszczen wody wywotanych lekami i kosmetykami przez grzyby
Cunninghamella - biotechnologiczna strategia oczyszczania Srodowiska, finansowanym
przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu ,,Opus”, studenci farmacji:
Aleksandra Murzyn i Justyna Orzet (styczen 2022 — styczen 2023 r.). Udziat studentow
w International Medical Students’ Conference, 13 — 15 kwietnia 2023 r., Krakéw —
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wystapienie pt.: Degradation of diclofenac by Cunninghamella species, in vitro toxicity
evaluation of fungal transformation products.

Wspoétopiekun (wraz z prof. dr hab. Henrykiem Marong) Studenckiego Kota Chemii
Medycznej przy Katedrze Technologii i Biotechnologii Srodkéw Leczniczych UJ CM
(2007 — 2008). Prace kota zaowocowaly udzialem studentéw w konferencjach:
Miedzynarodowe] Konferencji Studentéw Uczelni Medycznych (Krakow, 2008)
oraz XXII Ogolnopolskiej Konferencji Kardiologicznej (Gdansk, 2008). Zaprezentowane
w Krakowie zgloszenie pt.: Ocena aktywnosci mutagennej Oraz antymutagennej
aktywnych przeciwdrgawkowo potgczen przy uzyciu testu Vibrio harveyi otrzymato

wyroznienie w Sesji Farmaceutyczne;.

Realizowane zajecia dydaktyczne:

Biochemia (kierunek farmacja): seminaria i ¢wiczenia, 2015 — obecnie

Biotechnologia w kosmetologii (kierunek kosmetologia): ¢wiczenia, 2015 — obecnie
Biochemia ogolna i medyczna (Studium Ksztalcenia Podyplomowego Wydziatu
Farmaceutycznego): wyktady, 2019 — obecnie

Biology in Pharmaceutical Sciences (kierunek Drug Discovery and Development):
wyktady i ¢wiczenia, 2018 — obecnie

Wybrane  aspekty  bezpieczenstwa  farmakoterapii:  terapia = monitorowana,
farmakogenetyka, metody in vitro w ocenie bezpieczenstwa lekow (Szkota Doktorska
Nauk Medycznych i Nauk o Zdrowiu): wyktady, 2020 — obecnie

Chemia organiczna (kierunek analityka medyczna): seminaria i ¢wiczenia, 2012 — 2014
Badania i rozwdj innowacyjnych kosmetykow (kierunek kosmetologia): seminaria
I ¢wiczenia, 2011 — 2014

Chemia surowcow kosmetycznych (kierunek kosmetologia): seminaria i ¢wiczenia, 2010
—2014

Fakultet: Wybrane zagadnienia z kosmetologii oraz chemii kosmetycznej (kierunek

farmacja): seminaria, 2010 — 2014

Opracowanie materiatow dydaktycznych dla studentow:

Wspétautorstwo podrecznika ,,Chemia organiczna w laboratorium dla studentow
analityki medycznej”. Praca zbiorowa pod redakcja H. Marony, Wydawnictwo ZOZ
Osrodek UMEA SHINODA-KURACEJO, Krakow, 2016 (ISBN 978-83-936591-6-6).
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Opracowanie ¢wiczen komputerowych 1 laboratoryjnych z przedmiotu Chemia
surowcow kosmetycznych dla studentow I roku uzupetniajacych studiow magisterskich

na kierunku Kosmetologia na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM.

Staze dydaktyczne:

Tygodniowy staz dydaktyczny w ramach programu ERASMUS+ (opiekun: prof. Pavel
Kopel) w Mendel University in Brno, Faculty of AgriSciences, Department of

Chemistry and Biochemistry, Brno, Czechy (czerwiec 2019 r.)

Osiagniecia organizacvyjne:

Zespotowa Nagroda Rektora Uniwersytetu Jagiellonskiego za osiggnigcia organizacyjne
— 111 stopnia (2020 r.)

Cztonek Komitetu Organizacyjnego Konferencji Nowoczesna Kosmetologia
- od Nauki do Biznesu, Wydzial Farmaceutyczny Uniwersytet Jagiellonski Collegium
Medicum, Krakow, 28 maja 2016 r.

Cztonek Jury Sesji Farmaceutycznej 30th International Medical Students Conference
Cracow 2022, Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, maj 2022 r.

Cztonek zatozyciel Sekcji Kosmetologii Oddzialu Krakowskiego Polskiego
Towarzystwa Farmaceutycznego (2016)

Cztonek Komisji Rewizyjnej Towarzystwa Doktorantéw Uniwersytetu Jagiellonskiego
(2007)

Przewodniczaca Studenckiego Kofa Naukowego przy Samodzielnej Pracowni

Radioligandow Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM (2005 — 2006)

Popularyzacja nauki:

Referaty wygloszone na zaproszenie:

Stoczynska K. Kiedy nasza skora chce pi¢. Referat wygloszony podczas Zebrania
Naukowego Polskiego Towarzystwa Nauk Zywieniowych, Krakow, 8 czerwca 2010 T.

Stoczynska K. Wstepna ocena aktywnosci mutagennej i antymutagennej wybranych
zwigzkow o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej. Referat wygloszony podczas

Zebrania Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Krakow, 11 grudnia 2013 r.
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Wyklady wygloszone na zaproszenie:

o Sloczynska K. Bezpieczenstwo stosowania kosmetykow. Wyktad wygloszony w ramach
Akademii Jakoéci Zycia, Matopolska Wyzsza Szkola im. Jozefa Dietla w Krakowie,
Krakow, 19 marca 2013 r.

Szkolenia przeprowadzone na zaproszenie:

VI Sesja Szkoleniowa Aptekarzy, 15 — 29 sierpnia 2010 r., Krynica-Zdroj, wygtoszenie cyklu
wyktadow w ramach kursu pn. Produkty kosmetyczne — wybrane zagadnienia.
Tematyka wyktadow:
e Nutrikosmetyki — charakterystyka i uzasadnienie stosowania
e Bezpieczenstwo stosowania kosmetykow. Pokosmetyczne zmiany skorne ze szczegolnym
uwzglednieniem zmian alergicznych

e Kosmetyki hipoalergiczne

Prelekcje i prezentacje dla ucznidéw szko6t ponadpodstawowych:

Przygotowanie prelekcji 1 prezentacji laboratorium dla uczniéw szko6t ponadpodstawowych

w ramach wizyty na Wydziale Farmaceutycznym UJ CM (wrzesien 2022 r.).

7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze podaé inne
informacje, wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowej

Nagrody i wyr6znienia:

2016 Nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM za osiggnigcia
naukowe za 2015 rok

2012 Wyrédznienie przez Rade Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM rozprawy
doktorskiej pt. Ocena wplywu wybranych zwigzkow o aktywnosci
krgzeniowej na parametry reologiczne i biochemiczne krwinek
czerwonych

2006 Nagroda Krajowej Izby Diagnostow Laboratoryjnych dla Najlepszego
Absolwenta Analityki Medycznej Stacjonarnych Studiow II Stopnia

Uniwersytetu Jagiellonskiego
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Nagrody stypendialne:

2006 — 2007 Roczne stypendium Matopolskiej Fundacji Stypendialnej w ramach
projektu: Sapere Auso pn. Moja Inspiracja — Matopolska Innowacja dla
najlepszych absolwentow szkét wyzszych kontynuujacych nauke na

studiach doktoranckich

Pozostale nagrody i wyr6znienia:

2007 1l nagroda w Sesji Farmakologicznej, wystgpienic podczas 4th
International Science Conference of Students and Young Scientists
., Young People and Perspective of Modern Medical Science”, Vinnytsya,
Ukraina, 4 — 6 kwietnia 2007 r. Marona H, Szkaradek N, Stachura K,
Waszkielewicz AM. The anticonvulsant properties of some piperazine
derivatives.

2019 Wyréznienie certyfikatem Wiley publikacji: Gunia-Krzyzak A,
Stoczynska K, Popiot J, Koczurkiewicz P, Marona H, P¢kala E. Cinnamic
acid derivatives in cosmetics - current use and future prospects. Int. J.
Cosmet. Sci. 40(4):356-366, 2018 - jako “Top downloaded article 2017 —

2018, top 20 most read paper” International Journal of Cosmetic Science.

Wygloszenie cyklu wykladéw naukowych w uczelni zagranicznej:

W 2019 roku podczas tygodniowego stazu dydaktycznego w ramach programu
ERASMUS+, wyglositam w Mendel University in Brno, Faculty of AgriSciences,
Department of Chemistry and Biochemistry, Brno, Czechy, cykl wykladow naukowych
poswieconych realizowanym przeze mnie zagadnieniom naukowo - badawczym.

Tematyka wykladow:
¢ Biotransformation of bioactive compounds: in silico and in vitro approach (3 godziny)
o Safety evaluation of new chemical entities (3 godziny)
e Modern photoprotection — identification of the effective and safe UV filters in the groups

of arylidenehydantoin and cinnamic acid derivatives (2 godziny)
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Wspodlpraca naukowa:

Prowadzone przeze mnie prace naukowo-badawcze, jak rowniez opisane w ramach prac
H1-H8 osiagniecie naukowe sg w znacznej czg¢sci efektem wspélpracy z krajowymi
i miedzynarodowymi o$rodkami naukowo-badawczymi. Nawigzanie tego typu wspotpracy
umozliwito mi przede wszystkim rozbudowanie warsztatu pracy o nowe modele badawcze
1 poglebienie wiedzy dotyczacej badan nad bezpieczenstwem nowych zwigzkoéw chemicznych
o zdefiniowanej aktywnosci biologiczne;.

W 2013 roku zainicjowatam wspotprace naukowg z dr Takehiko Nohmi z Division of
Genetics and Mutagenesis, National Institute of Hygienic Sciences, Tokio, Japonia oraz dr
Kei-Ichi Sugiyama z Division of Genetics and Mutagenesis, National Institute of Health
Sciences Kawasaki City, Kanagawa, Japonia. Dzi¢ki tej wspotpracy zapoczatkowalam
W macierzystej jednostce badawczej badania z zakresu oceny dzialania
mutagennego i antymutagennego zwigzkow chemicznych w oparciu o referencyjny test
Amesa (test Salmonella), stanowigcy $wiatowy standard w tej dziedzinie. Wspotpraca polegata
przede wszystkim na konsultacji protokotéw badawczych oraz uzyskanych wynikow badan.
W ramach wspoétpracy powstaty nastepujace publikacje, ktorych jestem wspotautorem:

e Waszkielewicz AM, Cegta M, Zestawska E, Nitek W, Stoczynska K, Marona H. N-[(2,6-
Dimethylphenoxy)alkyllaminoalkanols-their  physicochemical and anticonvulsant
properties. Bioorganic & Medicinal Chemistry 2015, 23(15):4197-4217.

e Szkaradek N, Rapacz A, Pytka K, Filipek B, Zelaszczyk D, Szafranski P, Stoczynska K,
Marona H. Cardiovascular activity of the chiral xanthone derivatives. Bioorganic &
Medicinal Chemistry 2015, 23(20):6714-6724.

e Gunia-Krzyzak A, Zestawska E, Sloczynska K, Koczurkiewicz P, Nitek W, Zelaszczyk
D, Szkaradek N, Waszkielewicz AM, P¢kala E, Marona H. Anticonvulsant activity,
crystal structures, and preliminary safety evaluation of N-trans-cinnamoy! derivatives of
selected (un)modified aminoalkanols. European Journal of Medicinal Chemistry 2016,
107:26-37.

e Powroznik B, Sloczynska K, Marciniec K, Zajdel P, P¢kala E. Preliminary safety
assessment of new azinesulfonamide analogs of aripiprazole using prokaryotic models.
Advanced Pharmaceutical Bulletin 2016, 6(3):377-384.

e Mar¢ MA, Dominguez-Alvarez E, Sloczynska K, Zmudzki P, Chton-Rzepa G, Pekala E.

In vitro biotransformation, safety and chemopreventive action of novel 8-methoxy-

44



dr n. farm. Karolina Stoczynska
Zatgcznik 3 - Autoreferat

purine-2,6-dione derivatives. Applied Biochemistry and Biotechnology 2018, 184(1):124-
139.
W 2015 roku zapoczatkowatam wspolprace naukowa z dr Barbara Dmochowska

z Pracowni Chemii Cukréow Katedry Chemii Organicznej Wydzialu Chemii Uniwersytetu
Gdanskiego. W ramach wspotpracy realizowatam prace badawcze dotyczace oceny
aktywno$ci mutagennej nowych D-ksylopiranozydéw. Badane zwiagzki zostaly
zsyntezowane przez zespot dr Dmochowskiej, natomiast badania mutagenno$ci zostaty
przeprowadzone w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej Wydzialu Farmaceutycznego UJ
CM.
Wyniki zrealizowanych w ramach wspolpracy prac badawczych opisano w pracy:

e Sikora K, Szweda P, Sloczynska K, Samaszko-Fiertek J, Madaj J, Liberek B, P¢kala E,
Dmochowska B. Synthesis, antimicrobial and mutagenic activity of a new class of D-
xylopyranosides. Antibiotics 2023, 12, 888.

W 2022 roku zapoczatkowatam rowniez wspolprace naukowa z dr lvana Eichlerova
z Institute of Microbiology, Academy of Sciences of the Czech Republic, Praga, Czechy.
Efektem tej wspotpracy byto zainicjowanie w macierzystej jednostce badawczej badan
biotransformacji wybranych lekow i surowcoéw kosmetycznych przez grzyby z gatunku
Trametes versicolor. Badania te prowadzone sa w ramach realizowanego pod moim
kierownictwem projektu badawczego pt.: Bioremediacja zanieczyszczen wody wywolanych
lekami i kosmetykami przez grzyby Cunninghamella - biotechnologiczna strategia oczyszczania

srodowiska, finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki w ramach konkursu ,,Opus” (nr

2020/37/B/INZ7/02546).

Referaty wygloszone w ramach kongresow/ konferencii:

Przed uzyskaniem stopnia doktora:

1 Stachura K, Biedron P, Olszewska L, Krzyzanowska A, Kaleta M, Ktosowska K, Nowak
N. Evaluation of the activities of Superoxide Dismutase (SOD) and Catalase (CAT) in
patients affected with diabetes, patients with hypertension and those diagnosed with both
conditions. 3rd International Scientific Congress of Medical Students and Young Doctors,
Warszawa, 12 — 14 maja 2006 r. Arch Med Sci. 2006;2suppl.1:S114.

2 Marona H, Stachura K. Alternatywne metody oceny mutagenno$ci substancji
biologicznie aktywnych. XXI Ogdlnopolskie Seminarium ,,Mechanizmy stuzace

utrzymaniu zycia i regulacji fizjologicznych”, Krakéw, 15 marca 2007 r.
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3 Marona H, Szkaradek N, Stachura K, Waszkielewicz AM. The anticonvulsant properties
of some piperazine derivatives. 4th International Science Conference of Students and
Young Scientists ,,Young People and Perspective of Modern Medical Science”,
Vinnytsya, Ukraina, 4 — 6 kwietnia 2007 r. 111 nagroda Sesji Farmakologicznej.

4 Stachura K, Kézka M, Marona H. Red blood cells rheology in varicose veins patients.
Rheological examination of red blood cells after incubation with pentoxifylline and
lisofylline. 6th International Congress Central European Vascular Forum, Bratislava,
Stowacja, 16 — 18 maja 2008 r.

5 Stachura K, Pe¢kala E, Szkaradek N, Marona H. Mutagenic and antimutagenic activity of
some active xanthone derivatives. Central European Congress of Life Sciences
EUROBIOTECH 2008, Krakow, 17 — 19 pazdziernika 2008 r. Acta Biochim Pol. 2008;55
suppl.4:50.

6 Stoczynska K, Marona H. Nonenzymatic antioxidants suitable for dermatological
applications. 18th International Symposium of Polish Network of Cellular and Molecular
Biology ,,Molecular and physiological aspects of regulatory processes of the organism”,

Krakéw, 17 — 18 wrzesnia 2009 r.

Po uzyskaniu stopnia doktora:

7 Stoczynska K, Marona H. Bezpieczenstwo stosowania kosmetykow. II Konferencja
Kosmetologii Medyczne Aspekty Kosmetologii, Matopolska Wyzsza Szkota im. J6zefa
Dietla, Krakow, 1 czerwca 2012 r.

Udzial w szkoleniach i warsztatach:

26 — 27.04.2007 r. Pozyskiwanie srodkow finansowych na badania naukowe w zakresie nauk

medycznych, Towarzystwo Doktorantow UJ CM

11.03.2009 r. Oznaczanie endotoksyn bakteryjnych, LAL Workshop, LONZA, Krakow

29.10.2012r. Hodowle komdérkowe. Analiza komorek, Merck Millipore, Krakow

26 —27.09.2013 r. Badanie cytotoksycznosci zwigzkow chemicznych, Pro-Science Polska,
Gdansk

03.11.2014 . Nowelizacja ustawy Prawo o szkolnictwie wyzszym i ustawy o stopniach

naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki,

Krakow
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16.10.2015 .

22 —-23.10.2015r.

16 -17.11.2015r.

12.12.2015r.

10.11.2016r.
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06.12.2016r.

15.12.2016 r.

21.02.2017 r.

27.02.2017 r.

24.04.2017 r.
19.05.2017 r.
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Przedsigbiorczos¢, szkolenie prowadzone przez firm¢ Fuentek w ramach
Programu Operacyjnego Kapitat Ludzki, Fundacja na rzecz Nauki
Polskiej, Krakow

Thuszcze w zywieniu cztowieka — w poszukiwaniu prawdy, Ogolnopolskie
Centrum Dietetyki Instytutu Zywnosci i Zywienia, Warszawa
Zarzadzanie zespotem naukowym — szkolenie prowadzone przez HFP
Consulting w ramach Programu Operacyjnego Kapital Ludzki, Fundacja
na rzecz Nauki Polskiej, Krakow

Pisanie tekstow naukowych — poziom zaawansowany, szkolenie
prowadzone przez Jeana-Luca Lebruna w ramach Programu Operacyjnego
Kapitat Ludzki, Fundacja na rzecz Nauki Polskiej, Krakow

| Konferencja Medycyna Precyzyjna — Czy mozemy leczy¢ w oparciu
o genotyp? Organizowana przez Uniwersytet Jagiellonski, Collegium
Medicum pod patronatem Matopolskiego Centrum Biotechnologii,
Krakow

Co w Scopusie piszczy? Pierwsze kroki. Szkolenie on-line Elsevier

Ja, moi koledzy i nasza instytucja w bazie Scopus. Szkolenie on-line
Elsevier
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