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1. Imie i nazwisko Paulina Koczurkiewicz-Adamczyk

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

2015

2009-2013

2004-2009

doktor nauk farmaceutycznych, Wydziat Farmaceutyczny
Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum w Krakowie.

Tytut rozprawy: ,Wptyw wybranych saponin triterpenowych na
komdrki nowotwordéw prostaty w badaniach in vitro”.

Promotor: prof. dr hab. Zbigniew Janeczko

Promotor pomocniczy: dr hab. Marta Michalik

studia doktoranckie na Wydziale Farmaceutycznym Uniwersytetu
Jagiellonskiego Collegium Medicum w Krakowie, Katedra
Farmakognoz;ji.

magister biologii (specjalizacja: biologia komorki), Wydziat
Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytet Jagiellonnski oraz Wydziat
Biochemii Biofizyki i Biotechnologii Uniwersytet Jagiellonski
w Krakowie.

Tytut pracy: ,,Aktywnos¢ biologiczna kwasu usninowego”.

Promotor: dr hab. Marta Michalik

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub

artystycznych

2016 do chwili
obecnej

2013-2016

2016-2018

adiunkt, Zaktad Biochemii  Farmaceutycznej, @ Wydziat
Farmaceutyczny Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum
w Krakowie

asystent, Zaklad Biochemii  Farmaceutycznej, @ Wydziat
Farmaceutyczny Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum
w Krakowie

wykladowca - ,Podstawy genetyki” dla studentow [ stopnia
kierunku Biotechnologia, Politechnika Krakowska im. Tadeusza
Kosciuszki
w Krakowie



4. Omowienie osiagniec, 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.z2021r. poz.478 z pdzn.
zm.). Omoéwienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych
osiagnie¢, jak i w sposdb precyzyjny okresla¢ indywidualny wkitad w ich powstanie,
w przypadku, gdy dane osiagniecie jest dzietem wspoétautorskim, z uwzglednieniem
mozliwosci wskazywania dorobku z okresu catej kariery zawodowe;.

4.1 Osiagniecie naukowe stanowiace cykl powigzanych tematycznie artykutow
naukowych, zgodnie z art.219ust.1.pkt 2b ustawy

4.1.1 Tytut osiggniecia naukowego:

,Badania nad terapiami skojarzonymi poprawiajacymi efektywnos¢
i bezpieczenstwo leczenia przeciwnowotworowego”

4.1.2 Publikacje wchodzqgce w sktad osiggniecia naukowego

L.p Autorzy/Tytut Czasopismo IF pkt.
MNIiE

H1 Koczurkiewicz P (*), Kowolik E, Podolak I, Wnuk Planta Medica. 2.342 25
D, Piska K, Labedz-Mastowska A, Wéjcik-Pszczota 2016,
K, Pekala E, Czyz ], Michalik M. Synergistic 82(18):1546-
Cytotoxic and Anti-invasive Effects of Mitoxantrone 1552.
and Triterpene Saponins from Lysimachia ciliata on
Human Prostate Cancer Cells.

H2 Koczurkiewicz P (*), Kla$ K, Grabowska K, Piska Phytotherapy  4.087 100
K, Rogowska K, Wojcik-Pszczota K, Podolak I, Reseach.2019,
Galanty A, Michalik M, Pekala E. Saponins as 33(9):2141-
chemosensitizing  substances  that improve
. . . 2151.
effectiveness and selectivity of anticancer drug-
Minireview of in vitro studies.

H3 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Grabowska K, Pharmaceutics. 6.525 100
Karnas E, Piska K, Wnuk D, Kla§ K, Galanty A, 2023,
Wjcik-Pszczota K, Michalik M, Pekala E, Fuchs H, 15(5):1350.
Podolak I. Saponin fraction CIL1 from Lysimachia
ciliata L. enhances the effect of a targeted toxin on
cancer cells.




H4 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Piska K, Gunia- European 4.384 100
Krzyzak A, Bucki A, Jamrozik M, Lorenc E, Ryszawy Journal of
D, Wojcik-Pszczota K, Michalik M, Marona H, Pharmaceutical
Kotaczkowski M, Pekala E. Cinnamic acid Science.2020,
derivatives as chemosensitising agents against 154:105511.
DOX-treated lung cancer cells - Involvement of
carbonyl reductase 1.
H5 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Klas K, Gunia- International 6.208 140
Krzyzak A, Piska K, Andrysiak K, Stepniewski ], Journal of
Lasota S, Wojcik-Pszczota K, Dulak ], Madeja Z, Molecular
Pekala E. Cinnamic acid derivatives as Science.2021,
cardioprotective agents against oxidative and 22(12):6217.
structural damage induced by doxorubicin.
H6 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Gasiorkiewicz B, Life Science. 6.780 70

Piska K, Gunia-Krzyzak A, Jamrozik M, Bucki A,
Stoczynniska K, Bojdo P, Wojcik-Pszczota K,

2022,
305:120777.

Wtadyka B, Kotaczkowski M, Pekala E.
Cinnamamide derivatives with 4-hydroxypiperidine
moiety enhance effect of doxorubicin to cancer cells
and protect cardiomyocytes against drug-induced
toxicity through CBR1 inhibition mechanism.

(*) autor korespondencyjny

Sumaryczny wspdétczynnik wptywu (Impact Factor, IF) publikacji stanowigcych podstawe
habilitacji wynosi 30.326, odpowiadajagca mu suma punktéow Ministerstwa Edukacji
i Nauki (MEiN) to 535 punkty. Publikacje wchodzace w sktad cyklu habilitacyjnego
zostaly opublikowane w latach 2016-2023.

We wszystkich publikacjach wchodzacych w sktad dzieta (H1-H6) jestem pierwszym

i korespondencyjnym autorem.

Opisane w pracy H1 badania zostaly wykonane w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
UJ CM oraz czesSciowo we wspoétpracy z Katedrg Farmakognozji U] CM oraz Zakladem

Biologii Komorki Wydziat Biochemii Biofizyki i Biotechnologii (WBBiB) U]J.

Opisane w pracy H3 badania zostaly wykonane w Zaktadzie Medycyny Diagnostycznej
i Laboratoryjnej, Chemii Klinicznej i Patobiochemii w Uniwersytecie Charité w Berlinie
oraz czeSciowo w Zaktadzie Biologii Komoérki WBBIiB U] oraz w Zaktadzie Biochemii

Farmaceutycznej U] CM.



Opisane w pracy H4 badania zostaly wykonane w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
U] CM we wspotpracy z Zakladem Biologii Komorki WBBIB U], Zakladem Chemii
Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej U] CM oraz Katedrg Chemii Lekéw U] CM.

Opisane w pracy H5 badania zostaly wykonane w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
UJ CM we wspotpracy z Zaktadem Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej U]
CM, Zaktadem Biologii Komorki WBBIB U] oraz Zaktadem Biotechnologii Medycznej
WBBIB U]J.

Opisane w pracy H6 badania zostaly wykonane w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
UJ CM we wspotpracy z Zaktadem Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii Organicznej U]

CM, Katedrg Chemii Lekéw U] CM oraz Zakladem Biochemii Analitycznej WBBIB U]J.

Badania finansowane byty z nastepujacych zrodet:

1. Projekt pt.: ,Nowe amidowe pochodne kwasu cynamonowego jako inhibitory
reduktaz karbonylowych, modulujgce aktywnos¢ doksorubicyny - nowa perspektywa
w terapii nowotworéw” nr 2016/21/D/NZ7/01546, finansowany ze Srodkow
Narodowego Centrum Nauki, grant Sonata. Kierownik: Paulina Koczurkiewicz-
Adamczyk.

2. Projekt pt.: ,Wplyw wybranych saponozyddéw triterpenowych stosowanych tqcznie
z chemioterapeutykiem na komdrki nowotwordéw prostaty w badaniach in vitro”
nr K/DSC/001434, projekt statutowy, finansowany przez U] CM ze Srodkow
MNiSW w ramach dotacji celowej na rozwdéj mtodych naukowcéw. Kierownik:
Paulina Koczurkiewicz-Adamczyk.

3. Projektpt.: ,Modele komdérkowe w ocenie wybranych parametréw ADMETox nowych
zwiqzkoéw o zdefiniowanej aktywnosci biologicznej”, nr K/ZDS/005488, projekt
statutowy finansowany przez U] CM. Kierownik: prof. dr hab. Elzbieta Pekala.

4. Projekt pt: ,Badania biologiczne in vitro nowych zwiqzkéw aktywnych
0 potencjalnym zastosowaniu farmakologicznym”, nr K/ZDS/007826, projekt
statutowy finansowany przez U] CM. Kierownik: prof. dr hab. Elzbieta Pekala.

4.1.3 Wprowadzenie

Stan wiedzy z zakresu onkologii - genéw, biatek sygnatowych, czynnikéw wzrostu,

Sciezek sygnalizacyjnych zaangazowanych w promocje i progresje nowotworéw z roku
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na rok jest coraz wiekszy, Leczenie wielu typow nowotworéw w dalszym ciggu pozostaje
jednak wyzwaniem dla wspotczesnej medycyny. Malo optymistyczne sg rowniez
statystyki World Health Organisation (International Agency for Research on Cancer)
prognozujace znaczacy wzrost zapadalno$ci na choroby nowotworowe w ciggu
najblizszych dwudziestu lat w Europie i na $wiecie.

Obecnie dysponujemy wieloma zarejestrowanymi lekami stosowanymi
w chemioterapii nowotworow, ktére czesto sa elementem podstawowej strategii
terapeutycznej, w leczeniu pierwszego rzutu. Leki te, niestety nie dziataja na konkretne
komorki, ich dziatanie jest systemowe, dlatego terapia z ich udzialem odbywa sie
z zastosowaniem duzych dawek leku i niesie liczne dziatania niepozadane. Pomimo duzej
skutecznosci, przy stosunkowo niskiej selektywno$ci dzialania chemioterapeutyki
wykazujg znaczng toksyczno$¢ powodujac w ten sposéb pojawienie sie wielu skutkow
ubocznych juz w trakcie leczenia, albo takich, ktoére pacjent rozwija po zakonczonej terapii
onkologicznej [1]. Konsekwencje toksyczno$ci powodowanej chemioterapia sa bardzo
powazne, od konieczno$ci przerwania skutecznego leczenia po dysfunkcje organéw,
z ktorymi pacjent boryka sie przez lata, a nawet takimi ktére prowadza do przedwczesnej
$mierci pacjenta [2]. Kolejnym ograniczeniem stosowania chemioterapii jest opornos$¢
komoérek nowotworowych. Komoérki nowotworowe eksponowane na lek w pewnym
momencie, na skutek rozwiniecia swoistych mechanizméw (regulacja wyrzutu lekow
przez rodzine biatek transporteréw ABC, hamowanie apoptozy, zmiany w metabolizmie)
przestaja na niego odpowiadac rozwijajac opornos¢, co skutkuje brakiem skutecznosci
terapii [3]. Istnieje wyraZzna potrzeba poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych,

ktore poprawia bezpieczenstwo i skutecznosc¢ terapii onkologicznych.

4.1.3.1 Chemiouwrazliwienie

Jedna ze strategii prowadzacych do przetamania opornosci komorek
nowotworowych, a tym samym uwrazliwienia ich na lek jest dziatanie
chemiouwrazliwiajgce. W taka koncepcje wpisuje sie potaczenie istniejacych
chemioterapeutykdw ze zwigzkami o uznanym profilu bezpieczenstwa np. zwigzkami
pochodzenia naturalnego [4]. Podanie skojarzone moze skutkowac¢ korzystnym
dzialaniem przeciwnowotworowym. Synergistyczne dziatanie indukowane jest poprzez

supresje genow, bialek i szlakéw zaangazowanych w rozwdj chemioopornosci



ijednoczesng modulacje réznych celéw molekularnych, ktére s3 zaangazowane
w progresje nowotworowg, a tym samym powodujg uwrazliwienie komorek
nowotworowych i prowadza do wzmacniania dziatania chemioterapeutyku przy
zastosowaniu jego minimalnych dawek.

Do dobrze opisanych substancji pochodzenia naturalnego, skutecznie
uwrazliwiajacych komérki nowotworowe na dziatanie chemioterapeutykéw nalezg
m.in.: kurkumina, berberyna, piperlongumina, resweratrol, apigenina, sulforafan,
kwercetyna, genisteina i wiele innych [5-7]. Skuteczno$¢ niektérych z nich zostata
potwierdzona w badaniach klinicznych [8-9]. Zwiagzki pochodzenia roslinnego sag cennym
elementem terapii chemiouwrazliwiajagcych ze wzgledu na szereg korzystnych
wtasciwos$ci, m.in. moga ogranicza¢ stres oksydacyjny i stan zapalny indukowany
w procesie nowotworzenia, uruchamiajg w komdérkach mechanizmy cytoprotekcyjne.
Takie wtasciwosci pozwalaja na tagodzenie skutkéw ubocznych, takich jak
kardiotoksycznos¢, nefrotoksycznos¢ czy neurotoksycznos¢ wywotanych
chemioterapeutykami [10]. Zwigzki chemiouwrazliwiajace znane s3 roéwniez
ze zwiekszania efektu cytotoksycznego lekéw przeciwnowotworowych poprzez
indukowanie $mierci komérek nowotworowych. Substancje pochodzenia naturalnego
wptywajg na wydtuzenie czasu ekspozycji komoérek docelowych na chemioterapeutyk,
promujac uszkodzenie DNA lub regulujac ekspresje celow lekowych, wywotujac w ten
sposob efekt synergistyczny w komdrkach opornych [11]. Mimo, Ze wiele danych
eksperymentalnych wskazuje na wyraZzne dziatanie chemiouwrazliwiajace zwigzkéow
pochodzenia naturalnego, potrzebne sg dodatkowo zar6wno badania przedkliniczne, jak
i kliniczne, aby doktadnie okresli¢ ich charakter (agonizm, synergizm lub antagonizm).
W przypadku projektowania terapii nalezy réwniez zwréci¢ uwage na to, czy podanie
skojarzone jest bezpieczne. Biorgc pod uwage aktualnie dostepne dane literaturowe
mozna wnioskowaé¢, ze roSliny to przysztoSciowe zrodto zwigzkéw leczniczych

w terapiach onkologicznych.

4.1.3.2 Dziatanie chemiouwrazliwiajqgce saponin triterpenowych

Saponiny triterpenowe to grupa wyspecjalizowanych metabolitéw roslinnych
(dawniej nazywanych metabolitami wtérnymi) o szerokim spektrum aktywnoSci
biologicznej i farmakologicznej. Jako zwiazki glikozydowe zbudowane s3 z czeSci

cukrowej (glikonu), w sktad ktorego wchodza tancuchy cukrowe (1-3) rozgatezione lub
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proste oraz czesci nie cukrowej, tj. aglikonu zwanego sapogening, ktdry jest triterpenem,
z reguty pentacyklicznym, rzadziej tetracyklicznym.

Do najwazniejszych aktywnosci farmakologicznych saponin triterpenowych
naleza wiasciwos$ci wykrztusne, przeciwzapalne, immunomodulujgce, spazmolityczne
czy przeciwdrobnoustrojowe. Wiele zwigzkéw z tej grupy jest stosowana w lecznictwie,
czego przyktadem moze by¢ escyna stosowana w leczeniu przewlektej niewydolnosci
zylnej, ginsenozydy stosowane jako $rodki o dziataniu adaptogennym, czy glicyryzyna-
lek wykrztusny, ktéory ma rdéwniez aktywno$¢ gastroprotekcyjna. Za wiasciwosci
biologiczne saponin triterpenowych odpowiada ich zdolnos$ci do oddziatywan z btonami
biologicznymi, a w szczegoéle z cholesterolem obecnym w btonach. Poprzez zdolno$¢ do
zmian integralnos$ci btony komorkowej (tworzenie poréw) saponiny moga zaburzac
gospodarke jonowa komorek, w efekcie koncowym doprowadzajac do ich lizy i $mierci.
Jest to mechanizm odpowiedzialny za dobrze opisang w literaturze aktywno$¢
hemolityczng tych zwigzkow [12].

Do dobrze poznanych wtasciwos$ci biologicznych saponin triterpenowych nalezy
rowniez aktywno$¢ przeciwnowotworowa oraz chemiouwrazliwiajgca. Najwazniejsze
mechanizmy zwigzane z aktywnos$cig przeciwnowotworowg tych zwigzkéw zawartam
w pracy przegladowej, opublikowanej w czasopi$mie Acta Bochimica Polonica w 2013
roku [13]. Saponiny same w sobie posiadajg aktywnos$¢: cytotoksyczng, cytostatyczng
oraz proapoptotyczng wzgledem komoérek nowotworowych. Mechanizm molekularny
dziatania tych saponin zalezy zaréwno od struktury chemicznej saponiny, jak i rodzaju
komorek docelowych. Saponiny hamujg proliferacje komérek nowotworowych,
prowadzac do zatrzymania komorek w jednej z faz cyklu komdrkowego (najczesciej S lub
G2), obnizaja zywotno$¢ komdrek nowotworowych réznych typéw najczesciej na drodze
zaleznej od czasu ekspozycji i stezenia. Uruchamiajg w komoérkach nowotworowych
Sciezke apoptozy - zaréwno szlak wewnetrzny, zalezny od kaspaz (czeSciej), jak
i zewnetrzny, zalezny od receptoréw S$mierci. Ponadto saponiny s3 zaangazowane
w uruchamianie mechanizméw hamujacych inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych,
wptywaja nie tylko na podstawowe parametry ruchu komoérek takie jak dtugos$¢ drogi,
predkos$¢ migracji, ale réwniez zmieniajg poziom metaloproteinaz 2 oraz 9 w komdrkach
nowotworowych, hamuja fosforylacje kinazy ERK oraz biatka p38, AP-1, hamuja
aktywacje TNFa i NFkf3, co finalnie prowadzi do obnizenia poziomu MMP-9. Dodatkowo,

saponiny maja zdolno$¢ do zmian poziomu biatek Rac oraz Cdc42, ktore



sg odpowiedzialne za organizacje cytoszkieletu i koordynowaniu migracji komérkowe;j
oraz E-kadheryny, co jest zwigzane z utratg funkcji adhezyjnych komorki [14].

Jednym z ciekawych i obiecujacych kierunkéw badawczych zwigzanych
z potencjalnym zastosowaniem saponin triterpenowych w onkologii jest taczenie ich
z chemioterapeutykami. Wyniki licznych prac prowadzonych z wykorzystaniem modeli
in vitro oraz in vivo udowadniajg, Ze saponiny te majg zdolno$¢ do chemiouwrazliwienia
komorek nowotworowych réznego typu na chemioterapeutyki. Z powodzeniem tgczono
saponiny z takimi chemioterapeutykami jak: doksorubicyna, cyklofosfamid,
5-fluorouracyl, mitoksantron, paklitaksel, docetaksel oraz cisplatyna [15][16]. Saponiny
triterpenowe zwiekszaja wrazliwos$¢ komoérek nowotworowych na apoptoze, indukujac
kaskade kaspaz w subtoksycznych stezeniach podanego chemioterapeutyku. Hamuja
namnazanie komoérek nowotworowych zatrzymujac komérki w fazach cyklu
komoérkowego oddziatujac na kinazy cyklino zalezne kontrolujace przebieg cyklu oraz
hamujg aktywacje Sciezki sygnalizacyjnej PI3K/Akt. Hamuja inwazyjno$¢ komdrek
nowotworowych przez reorganizacje cytoszkieletu, a takze obnizanie poziomu MMP-9.
Co ciekawe, wiele prac udowadnia, Ze zastosowanie saponin triterpenowych wraz
z chemioterapeutykiem niweluje efekty toksyczne chemioterapii, opisano redukcje
nefrotoksycznego efektu cisplatyny podanej wspdlnie z plakotydynga D w modelu mysim
[17]. Dodatkowo udowodniono ograniczenie Kkardiotoksycznosci indukowanej
doksorubicyng w podaniu skojarzonym z ginsenozydem Rg3 lub astragalozydem IV
w modelu in vitro oraz in vivo. Interesujace sg rdwniez badania dotyczgce przetamania
opornosci komoérek nowotworowych na chemioterapeutyki w podaniu skojarzonym
z saponinami. Wykazano, ze ginsenozyd RH2 zwieksza efektywnos$¢ doksorubicyny
w komorkach raka sutka opornych na terapie obnizajac aktywno$¢ pompy P-gp, podobnie
radeanina A aktywuje w komorkach opornych na cisplatyne - apoptoze i prowadzi
do zatrzymania komérek w fazie GO/G1 zwiekszajac skutecznos¢ leku [18]. Tubeimozyd-
I (TBMS1) ©posiadat aktywno$¢ chemiouwrazliwiajgca  komérki  glejaka
wielopostaciowego opornego na terapie na temozolomidem (TMZ). TBMS1 wykazywat
synergistyczny wplyw cytotoksyczny, proapoptotyczny (podwyzszony stosunek Bax/Bcl-
2, aktywacja kaspazy-3 i kaspazy-9) oraz modulacje Sciezki sygnatowej
PI3K/Akt/mTOR/NF-xB [19]. a-hederyna indukowata ferroptoze, apoptoze i zwiekszata

przepuszczalno$¢ blony w niedrobnokomoérkowym raku ptuca NSCLC opornym
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na cisplatyne poprzez zmniejszenie poziomu syntetazy i peroksydazy glutationowej,

co powodowato zahamowanie syntezy glutationu w komorkach nowotworowych [20].

4.1.3.3 Zastosowanie saponin triterpenowych w terapiach z toksynami

Saponiny triterpenowe s3 powszechnie znane ze swoich wtasciwosci
adjuwantowych, wykorzystywanych w szczepionkach. Jednym z przyktadéw obecnych
na rynku szczepionek z adiuwantem saponiny ASO1b jest zatwierdzona przez FDA
w 2017 roku, rekombinowana szczepionka przeciwko poétpascowi (RZV, Shingrix,
GlaxoSmithKline). Jest to szczepionka podjednostkowa zawierajaca glikoproteine E
wirusa ospy wietrznej i pétpasca. Uktad adiuwantowy ASO1 sktada sie z dwodch
immunostymulantéw, monofosforylu lipidu A (MPL) i saponiny QS-21. Saponina QS-21
jest wysoce oczyszczong frakcja saponin triterpenowych pochodnych kwasu
kwilajowego, rozniacych sie terminalnym cukrem (ksyloza lub apioza). Frakcje QS21
pozyskuje sie na skale przemystowa poprzez izolacje z kory Quillaja saponaria Molina
(mydtodrzew wtasciwy). Indukuje ona powstanie przeciwcial specyficznych
dla antygenu, a takze komdérkowa odpowiedZ immunologiczng [21].

Adjuwantowa aktywno$¢ saponin triterpenowych wykorzystuje sie réwniez
W opracowywaniu terapii przeciwnowotworowych z zastosowaniem toksyn celowanych
[22-23]. Toksyny celowane to toksyny, ktore posiadaja domene wigzaca specyficzne
biatka powierzchniowe komérki. Domeny wigzace naturalnych toksyn docelowych
zazwyczaj rozpoznajg prawidlowe komorki organizmu, a zatem nie sg dobrym modelem
do zastosowan terapeutycznych, poniewaz dziatajg mato selektywnie. Toksyny typu RIP1,
takie jak saporyna czy diantyna posiadajg jedynie aktywny enzymatycznie pojedynczy
fanicuch A (nie posiadaja domeny wigzacej komorke). To sprawia, Ze sg dobrymi
kandydatami terapii celowanych. Niestety ze wzgledu na brak aktywnego mechanizmu
wnikania do cytozolu, sg degradowane w kompartmencie lizosomalnym [24]. Biorac pod
uwage fakt, ze dziatanie toksyn zalezy od ilosci toksyny, ktéra zostala uwolniona
do cytozolu, konieczne jest zastosowanie strategii umozliwiajacej uwolnienie toksyny
w miejscu docelowym. Istnieje kilka strategii majacych na celu zwiekszenie efektywnosci
toksyn celowanych, a jednym z nich jest zastosowanie saponin [25]. Pierwsze doniesienia
na temat mozliwos$ci zastosowania saponin w terapiach celowanych pojawity sie w 2003
roku, kiedy to autorzy poddali badaniu frakcje saponin z Gypsophila sp. wraz z toksyna

saporyng [26]. W kolejnych badaniach udowodniono, Ze saponiny z Saponaria sp.
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indukujg endocytoze toksyny saporyny za posrednictwem pecherzykéw optaszczonych
klatryng. Po wielu latach badan nad zastosowaniem saponin w terapiach celowanych
postuluje sie, Ze mechanizm wzmacniania dziatania toksyny polega na wzmacnianiu
endosomalnego uwalniania toksyny w komorce docelowej. Szczegdlne znaczenie
ma spostrzezenie, zZe potgczenie docelowej toksyny przez fuzje zligandem, np. EGF
(co warunkuje jej specyficzno$¢) nie zmienia zdolnosci toksyny do oddziatywan
synergistycznych z saponinami. Wskazuje to wyraznie, ze efekt wzmocnienia ma miejsce
wewnatrz komérki, a tym samym specyficzno$¢ komoérki docelowej wprowadzona przez
ligand jest zachowana [27-28]. Saponiny triterpenowe spetniajg kryteria stawiane
endosomalnym wzmacniaczom uwalniania toksyn w kompartmencie cytozolowym,
zachowuja swojg aktywno$¢ w stezeniach nietoksycznych, dodatkowo wykazuja
zadowalajgcg stabilno$¢ chemiczng i nie zakldcajg waznych szlakéw metabolicznych

w obrebie komérki.

4.1.3.4 Pochodne kwasu cynamonowego jako inhibitory reduktazy karbonylowej
(CBR1) w terapii przeciwnowotworowej z udziatem antracyklin

Stosowanie terapii skojarzonej w leczeniu choréb nowotworowych stanowi
obiecujacy kierunek badan w poszukiwaniu nowych, bardziej skutecznych strategii
leczniczych [29]. Wazng grupe lekéw przeciwnowotworowych s3 antybiotyki
antracyklinowe (doksorubicyna, daunorubicyna oraz epirubicyna). Charakterystycznym
dziataniem niepozadanym antracyklin, jest kardiotoksycznos$¢ [30]. Innym problemem
Klinicznym, ktéry zmniejsza skutecznos¢ terapii antracyklinami u pacjentéw jest rozwdj
opornosci wielolekowej (multi-drug resistance, MDR) komérek guza. Gtéwnym
mechanizmem, z ktérym dotychczas wigzano powstanie opornosci, byta nadekspresja
ATP-zaleznych btonowych transporterow ABC (ATP-binding cassete),
np. glikoproteiny-P, zdolnych do aktywnego wypompowywania lekéw z komorki
do przestrzeni  miedzykomdrkowej.  Zaproponowane stosowanie inhibitoréw
transporteréw ABC, jako terapii uwrazliwiajgcej komoérki nowotworowe na antracykliny
okazato sie mato zadowalajace [31]. W zwigzku z brakiem Kklinicznej skutecznosci
inhibitorow transporter6w ABC uwage skupiono na innych mechanizmach powstawania
opornosci, ktére moga stanowi¢ cel terapeutyczny. Do takich nalezag m.in nadekspresja
enzymoOw redukujacych ugrupowanie karbonylowe przy weglu C13 antracyklin

do pochodnych alkoholi, takich jak doksorubicynol i daunorubicynol [32-34]. Do
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enzymoéw odpowiedzialnych za te przeksztatcenia zalicza sie reduktaze karbonylowa
(CBR-1) i aldo-keto reduktaze (AKR1C3) [35]. Metabolity antracyklin odznaczaja sie
kilkaset razy mniejsza aktywnos$cig przeciwnowotworowg, a dodatkowo, wiekszym
powinowactwem do transporteré6w ABC. Z tego powodu komérki nowotworowe majg
zdolno$¢ do zmniejszania toksycznos$ci chemioterapeutyku [36]. Pochodne te wplywaja
réwniez depresyjnie na kurczliwo$¢ miesnia sercowego, zmieniajac potencjal btony
komorkowej kardiomiocytow i stezenie jonow Ca2* oraz Mg2* w ich cytozolu [37].
W zwiazku z niekorzystng aktywnos$cig metabolitoéw antracyklinowych, (ich wptywem
zarOwno na opornos$¢ komoérek nowotworowych, jak i na rozwo6j uszkodzen serca), rozne
inhibitory tych enzyméw biorgcych wudziat w metabolizmie antracyklin zostaly
przebadane w modelach in vitro i in vivo. Wiele nowych inhibitoréw to substancje
pochodzenia naturalnego. Wykazano, ze gallusan epigallokatechiny zwieksza
cytotoksyczno$¢ daunorubicyny wzgledem linii komdrek raka watroby poprzez
zahamowanie enzymu CBR-1. Podanie wspdlne gallusanu epigallokatechiny
z daunorubicyng zwierzetom z przeszczepionymi ludzkimi nowotworami powodowato
zmniejszenie masy guzow, redukcje spadku masy ciata, a takze obnizenie poziomu
markeréw uszkodzenia mie$nia sercowego we krwi. Inne inhibitory CBR-1/AKR
do ktérych zalicza sie m.n.. Kkwercetyne, berberyne, Kkurkumine, Kkwas
23-hydroksybetulinowy i resweratrol, wykazywaly dziatanie zwiekszajace
cytotoksyczno$¢ antracyklin w stosunku do komoérek wielu linii komérkowych, dziatanie
kardioprotekcyjne in vitro i in vivo, oraz obnizaly wydajno$¢ powstawania toksycznych
metabolitéw [38-41]. Do tej pory nie udato sie znaleZ¢ substancji, ktéra bytaby
skutecznym inhibitorem enzymoéw, a jednocze$Snie wykazywata korzystny profil
farmakokinetyczny. Wyniki uzyskane w ramach badan wstepnych przeprowadzonych
w naszym zespole badawczym dowiodty, ze naturalna pochodna amidowa kwasu
cynamonowego, piperlongumina (PL) inhibitor CBR-1, zastosowana t3cznie
z doksorubicyng (DOX) wykazuje synergistyczne dzialanie przeciwnowotworowe
wzgledem komorek ludzkiej linii nowotworu prostaty DU-145 [42]. Ze wzgledu
na obecno$¢ uktadu 3-fenyloprop-2-enowego, z karbonylowym atomem wegla C1
(charakterystyczny dla wielu inhibitoréw CBR-1 i AKR1C3) do badan wytypowano kwas
cynamonowy. Co wiecej, bazujac na wynikach badan wielu zespotéw stwierdzono,

ze kwas cynamonowy i jego pochodne sg skutecznymi inhibitorami AKR1C3 [43].
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4.1.4 Zatozenia i cel pracy

Pomimo duzej skutecznos$ci chemioterapeutykow, Srednie przezycie pacjentow
z niektérymi typami nowotwordw (ptuca, trzustka, jelito grube) w dalszym ciggu nie
przekracza 5 lat. Gtéwnymi przyczynami niepowodzen terapii s3 opornos¢ komorek
naleczenie oraz wysoka toksycznos$¢ niosaca silne dziatania niepozadane. W zwigzku
z niewystarczajacg skuteczno$cig obecnych terapii, a takze prognozowana wieksza
zapadalnoScig na choroby nowotworowe i $miertelnoscig z nich wynikajagca w ciggu
najblizszych lat, istnieje wyrazna potrzeba poszukiwania nowych rozwigzan
terapeutycznych. Przy ich projektowaniu warto bra¢ pod uwage nie tylko skutecznos$¢
leczenia przeciwnowotworowego, ale rOwniez bezpieczenstwo terapii.

Terapie skojarzone to szeroka grupa potencjalnych rozwigzan terapeutycznych,
ktdre wpisuja sie w koncepcje zastosowania wiecej niz jednej substancji leczniczej w celu
wywotania korzystnego efektu terapeutycznego.

W oparciu o przedstawione zatozenia, celem prowadzonych przeze mnie badan
byto:

e okresSlenie potencjalnych korzySci skojarzonego podania uznanego
chemioterapeutyku mitoksantronu oraz saponin triterpenowych jako
substancji adjuwantowych w modelu komorek raka prostaty,

e zbadanie skutecznosci saponin triterpenowych w onkologicznej terapii
celowanej z wykorzystaniem toksyny -diantyny,

e poszukiwanie mozliwosci poprawy skutecznosci terapii antracyklinami
zudzialem syntetycznych pochodnych kwasu cynamonowego jako
inhibitorow enzymu CBR1 w modelu komoérek niedrobnokomérkowego raka
phuc.

W zakresie badan zwigzanych z saponinami triterpenowymi wykorzystano
chemicznie scharakteryzowane frakcje saponin izolowane z cze$ci podziemnych gatunku
Lysimachia ciliata L. (Primulaceae). Saponiny te reprezentujg rzadka strukturalnie grupe
pochodnych oleananu z mostkiem 138,28-epoksydowym, nowatorska w konteks$cie
omawianych kierunkéw badan. W pierwszym etapie poddano szczegdétowej analizie
efekty oraz mechanizm podania skojarzonego tych saponin z mitoksantronem w modelu
komorek raka prostaty. W drugim etapie oceniono mozliwo$¢ wykorzystania frakcji
saponin z L. ciliata w terapii celowanej z diantyng, toksyna sprzezong z EGF oraz

oszacowano selektywno$¢ dziatania takiego potaczenia w komorkach HER14
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wykazujagcych nadekspresje EGFR. W dalszym etapie badan skupiono sie
na mozliwo$ciach poprawy skutecznoSci antracyklin przez zastosowanie nowych
inhibitor6w enzymu CBR1 (pochodnych kwasu cynamonowego), odpowiedzialnego
za tworzenie niepozadanych metabolitéw antracyklin. W tym celu przeprowadzono serie
eksperymentow skriningowych majacych na celu wyselekcjonowanie zwigzku o dualnej,

korzystnej aktywnosci chemiouwrazliwiajacej i kardioprotekcyjne;.

4.1.5 Wyniki badan i dyskusja

H1 Koczurkiewicz P (*), Kowolik E, Podolak I, Wnuk D, Piska K, LabedZ-Mastowska A,
Wjcik-Pszczota K, Pekala E, Czyz ], Michalik M. Synergistic Cytotoxic and Anti-invasive
Effects of Mitoxantrone and Triterpene Saponins from Lysimachia ciliata on Human
Prostate Cancer Cells. Planta Med. 2016, 82(18):1546-1552.

Celem pracy byto zbadanie mozliwosci wykorzystania zwigzkow pochodzenia
naturalnego w kombinacji z syntetycznym chemioterapeutykiem w terapii raka prostaty.
W przedstawionej pracy zbadano wptyw podania skojarzonego frakcji saponin CIL1/2
izolowanej z ro$liny Lysimachia ciliata L. (toje$¢ orzesiona) z mitoksantronem (MTX)
na komorki nowotwordw prostaty réznigcych sie stopniem metastazy (linie komoérek:
DU-145 oraz PC3) oraz linie prawidtowych komoérek prostaty (PNT2). Frakcja CIL1/2
zostata wyizolowana oraz scharakteryzowana przez prof. Irme Podolak z Katedry
Farmakognozji UJCM. Frakcja zawierata dwie saponiny triterpenowe: CIL1
(dezglukoanagallozyd B) oraz CIL2 (anagllosaponine 1V), ktérych struktura chemiczna
zostata przedstawiona na Ryc. 1. Aktywno$¢ przeciwnowotworowa wymienionych
saponin triterpenowych zostata ustalona w pracach opublikowanych przed uzyskaniem
stopnia doktora (Zat.4, P3, P5 oraz P7). W pracy H1 do analiz zostata wybrana mieszanina
saponin, gdyz dla tej grupy zwigzkéw opisywano w literaturze wzmocnienie efektu
adjuwantowego frakcji w poréwnaniu do zastosowania czystych wyizolowanych
zwigzkow. Ideg tej pracy bylo sprawdzenie czy CIL1/2 ma zdolno$¢
do chemiouwrazliwienia komoérek nowotworowych na dziatanie chemioterapeutyku
(MTX). W tym celu zastosowano badane substancje (zaré6wno frakcje CIL1/2 jak

i chemioterapeutyk) w nietoksycznych stezeniach.
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R1 R2
CIL1 H CH20H desglucoanagalloside B
CIL2 OAc CH3 anagallosaponin IV

Ryc.1. Struktury komponentdw frakcji saponin badanych w pracach H1 oraz H3.

Wyniki tej pracy udowodnity selektywno$¢ dziatania frakcji CIL1/2 wzgledem
komorek prostaty. Zaréwno w przypadku analiz zywotnoSci komorek, jak i aktywnosci
proliferacyjnej zaobserwowano istotny, synergistyczny efekt podania CIL1/2+MTX
na komérki nowotworowe linii DU-145, przy stabszym efekcie na komoérki linii PC3
i niemal znikomym efekcie na komérki prawidtowe prostaty linii PNT2. Takie dziatanie
wskazuje na mozliwo$¢ osiggniecia jednego z celéw terapii skojarzonej, jakim jest
poprawa bezpieczenstwa wzgledem komoérek prawidtowych, co w perspektywie moze
przetozy¢ sie na ograniczenie skutkéw ubocznych chemioterapii. W dalszych etapach
badan zweryfikowano w szczegotach jakie szlaki sygnatowe s3a celem podania
skojarzonego. Szlakiem aktywowanym w komérkach nowotworowych w wyniku
dzialania CIL1/2+MTX jest apoptoza. Linia komdrkowa szczegdlnie wrazliwg
na proapoptotyczne dziatanie CIL1/2+MTX byly komoérki DU145. Podanie skojarzone
zwiekszato liczbe komoérek wyznakowanych aneksyng V, co korelowato ze zmienionym
poziomem biatek apoptotycznych w komérkach (Cleaved PARP, Bax, kaspazy 3 oraz 7).
W przypadku analizy zmian w dystrybucji faz cyklu komérkowego zaobserwowano,
ze komorki nowotworowe po inkubacji w obecnosci CIL1/2+MTX zostajg zatrzymane
w fazie SubG1l, (potwierdzajac tym samym toczacy sie proces apoptozy), czego
nie potwierdzono dla komoérek prawidtowych linii PNT2. Zbadano takze wpltyw frakcji

CIL1/2+MTX na proces inwazji komérek nowotworowych. W przypadku tych analiz
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jednoznacznie potwierdzono selektywny efekt podania skojarzonego na komorki linii
DU-145, zaobserwowano spadek migracji komorek, co skutkowato zaréwno skréceniem
drogi ich ruchu jak réwniez obnizato predko$¢ i wspoétczynnik efektywnosci ruchu.
Dodatkowo podanie CIL1/2+MTX powodowato obnizenie potencjatu transmigracyjnego
komoérek nowotworowych, jednak w tym przypadku silniejszy efekt antyinwazyjny
zaobserwowano w przypadku komoérek linii PC3. Zmianom w aktywno$ci migracyjnej
towarzyszyly zmiany w cytoszkielecie aktynowym, doprowadzajac do jego czeSciowej
dezintegracji. Dodatkowo zbadano bezpieczenistwo frakcji CIL1/2 wykluczajac
jej dziatanie mutagenne w teScie Vibrio harveyi.

Badania opisane w pracy H1 po raz pierwszy zwrdcity uwage na istotne znaczenie
potencjalnego wykorzystania strukturalnie nietypowych saponin triterpenowych
obecnych w z gatunku Lysimachia ciliata L. w terapiach skojarzonych. W stezeniach
nietoksycznych, w ktorych zaden ze zwigzkéw nie wykazuje istotnej aktywnos$ci
biologicznej, po podaniu skojarzonym nastepuje uruchomienie w komodrce kaskad
sygnatowych zwigzanych z zahamowaniem proces6w promocji i progres;ji
nowotworowej, dodatkowo dziatanie to jest selektywne, komérki prawidlowe sg mniej
wrazliwe na ten efekt. Otwiera to szeroka perspektywe badawcza nad mozliwos$ciami
wykorzystania tych saponin w terapii i ustalenia ich wtasciwosci farmakokinetycznych,

a takze rozszerzenia panelu bezpieczenstwa.

H2 Koczurkiewicz P (*), Klas K, Grabowska K, Piska K, Rogowska K, Wéjcik-Pszczota K,
Podolak I, Galanty A, Michalik M, Pekala E. Saponins as chemosensitizing substances that
improve effectiveness and selectivity of anticancer drug-Minireview of in vitro studies.
Phytother Res. 2019, 33(9):2141-2151.

Realizujgc badania dotyczace saponin triterpenowych i ich zastosowan
adjuwantowych dokonatam przegladu literaturowego celem usystematyzowania wiedzy
w tym zakresie, a takze poszukiwania nowych mechanizméw dziatania tych substancji.
W wyniku tego powstata praca przegladowa, szczegétowo omawiajgca mechanizmy
molekularne lezace u podstaw podania skojarzonego chemioterapeutykow (cisplatyny,
doksorubicyny, cyklofosfamidu, mitoksantronu, paklitakselu oraz docetakselu) wraz
zroéznymi typami saponin. W pracy poddano dyskusji potencjalne ograniczenia, jakie
niesie wykorzystanie saponin w terapii, a takze dokonano préby ustalenia zaleznosci

struktura saponiny, a jej aktywno$¢ chemiouwrazliwiajaca.
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Zastosowanie saponin w terapiach skojarzonych badane jest w kontekscie
zarOwno chemiouwrazliwienia komdrek nowotworowych, co ma na celu ograniczenie
dawki stosowanego chemioterapeutyku przy zachowanej jego skuteczno$ci, przetamaniu
opornosci komorek na dany chemioterapeutyk jak r6wniez dziatania ochronnego saponin
i ograniczajagcego skutki dziatania lekéw chemioterapeutycznych. Mechanizm
chemiouwrazliwienia komoérek nowotworowych przez saponiny najczeSciej wigze
sie zstymulacja apoptozy, indukcja wolnych rodnikéw tlenowych, zmianami
w dystrybucji cyklu komérkowego komérek nowotworowych (zatrzymanie w fazie S lub
G0), obnizeniu tempa proliferacji komoérek nowotworowych czy zahamowaniu potencjatu
inwazyjnego. Na podstawie zebranych danych literaturowych wysnuto wniosek, ze efekt
koncowy silnie uzalezniony jest od zaréwno struktury chemicznej saponiny jak rowniez
od rodzaju komdrek docelowych (typu nowotworu).

Wykorzystanie saponin w terapii ma réwniez pewne ograniczenia, ktére musza
by¢ brane pod uwage przez badaczy. Jednym z najpowazniejszych ograniczen stosowania
saponin jest ich aktywno$¢ hemolityczna, ktéra zwigzana jest z tgczeniem saponin
z cholesterolem obecnym w btonach biologicznych. W badaniach wykazano, Ze potencjat
hemolityczny saponin jest $ciS$le zwigzany z komponenta cukrowg tych zwigzkow.
Zwiazkami, ktére wykazujg najsilniejsza aktywnos$¢ hemolityczng sg monodesmozydy,
mniejszg bidesmozydy, natomiast tridesmozydy uchodza za bezpieczne w opisywanym
kontekscie. Jednak budowa aglikonu réwniez ma znaczenie, saponiny typu oleananu
najczesciej wykazuja silniejsza aktywno$¢ hemolityczng niz ursanu czy dammaranu.
Niestety trudno jednoznacznie przewidzie¢ kierunek tej aktywnosci biorgc pod uwage
strukture, bowiem czasem obecnos$¢ jednego podstawnika w aglikonie znosi dziatanie
hemolizujgce i na odwroét. Niemniej jednak aktywno$¢ hemolityczna znaczgco ogranicza
wykorzystanie saponin w terapii (niemozliwe jest podanie zwigzku drogg dozylng).
Jednak najnowsze technologie podania leku (liposomy, nanorurki) otwierajg
perspektywe dla tego rodzaju saponin. Warto zaznaczy¢, Ze saponiny triterpenowe
o aktywnosci hemolizujgcej s stosowane z powodzeniem, jako komponenty szczepionek.
Kolejnym ograniczeniem w stosowaniu saponin jest niska biodostepnos¢. Saponiny
triterpenowe ze wzgledu na relatywnie duza mase czasteczkowa stabo przenikajg przez
btony biologiczne, co w praktyce wptywa na ich wchtanianie w jelicie oraz ich dystrybucje
w tkance docelowej. To ograniczenie rdwniez mozna zmniejszy¢ poprzez zastosowanie

no$nikdw leku i najnowsze technologie w dostarczaniu leku do wtasciwego
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kompartmentu. Inng wazng cechg ograniczajagca zastosowanie saponin
jest ich toksyczno$¢, sposrdod najpowazniejszych aktywnos$ci nalezy wzig¢ pod uwage
genotoksycznos$¢, kardiotoksyczno$¢ oraz kumulacje w organach. Te wtasciwos$ci musza
zosta¢ doktadnie zweryfikowane przed rozpatrywaniem saponiny w KkontekScie
potencjalnego wykorzystania w klinice.

Reasumujac, zainteresowanie saponinami triterpenowymi w KkontekScie
zastosowania ich w terapiach skojarzonych jest duze, ich skutecznos$¢ jest udowodniona
w badaniach in vitro i in vivo, a liczba prac w tym zakresie z roku na rok ros$nie. Biorac pod
uwage powyzsze zasadne jest poszukiwanie nowych rozwigzan dla stosowania saponin
triterpenowych w terapiach przeciwnowotworowych z uwzglednieniem wszystkich

ograniczen jakie ze soba niosa.

H3 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Grabowska K, Karnas E, Piska K, Wnuk D, Kla$ K,
Galanty A, Wojcik-Pszczota K, Michalik M, Pekala E , Fuchs H, Podolak 1. Saponin fraction

CIL1 from Lysimachia ciliata L. enhances the effect of a targeted toxin on cancer cells.
Pharmaceutics. 2023, 15(5)1350. doi.org/10.3390/pharmaceutics15051350.

Praca H3 jest kontynuacja tematyki badawczej zawartej w pracy H1. W trakcie
poszukiwania alternatywnych sposobdéw wykorzystania saponin triterpenowych
izolowanych z Lysimachia ciliata L. w konteks$cie terapii przeciwnowotworowej,
wykonano serie eksperymentéw majacych na celu ocene mozliwosci wykorzystania
frakcji CIL1 w terapii celowanej z zastosowaniem diantyny, toksyny celowanej sprzezonej
z EGFR (DE). Do tej pory nie ma w literaturze danych dotyczacych dziatania saponin
zbliZzonych strukturalnie do zwigzkéw wystepujacych w Lysimachia sp. w potaczeniach
z toksynami. Znaczaca czeS¢ eksperymentéw wchodzacych w sktad tej pracy zostata
przeprowadzona przeze mnie w trakcie stazu naukowego, ktéry odbytam w Instytucie
Medycyny Laboratoryjnej, Chemii i Patobiochemii, Charité (Berlin, Niemcy) pod opieka
prof. Hendrika Fuchsa. Bedac na stazu wykonatam zaréwno eksperymenty majgce na celu
pozyskanie toksyny targetowej (ekspresje, oczyszczanie, zbadanie jej aktywnoS$ci
enzymatycznej), jak i eksperymenty skriningowe majace na celu oszacowanie aktywnosci
adjuwantowej saponiny. Pozostata cze$¢ badan zostata wykonana juz w Zaktadzie
Biochemii Farmaceutycznej U] CM.

W pracy H3 w odpowiednio dobranym modelu komérkowym, ktéry stanowity
linie komoérkowe: HER14 (wykazujace stabilng nadekspresje receptora EGFR) oraz
NIH3T3 (nie wykazujace ekspresji EGFR, stosowane jako kontrola) zbadano wptyw
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frakcji saponin CIL1 na zwiekszenie efektywnos$ci dziatania toksyny DE. Oba typy
komorek (HER14 oraz NIH3T3) poddano 72 godzinnej inkubacji w obecnoSci samej
toksyny oraz w podaniu skojarzonym toksyny z CIL1 (DE+CIL1). Wykonano analizy
cytotoksycznoSci oraz proliferacji. Uzyskane wyniki wskazaty, ze CIL1 znaczaco zwieksza
aktywno$¢ przeciwnowotworowa DE, a efekt ten jest komoérkowo specyficzny. Linig
komoérkowa bardziej wrazliwg na dziatanie DE+CIL1 byta linia wykazujgca stabilng
ekspresje EGFR- HER14. W przypadku dziatania cytotoksycznego zaobserwowano
zwiekszong ponad 2200 krotnie aktywno$¢ DE+CIL1 w pordwnaniu do samej DE,
co ciekawe w komorkach kontrolnych (NIH3T3) efekt ten nie byt istotny, zaobserwowano
jedynie siedmiokrotnie wiekszg aktywnos$¢ DE+CIL1 w poréwnaniu do samej DE.
Podobne obserwacje odnotowano dla procesu apoptozy. Celem tych eksperymentéw byto
sprawdzenie czy nietoksyczne stezenia DE w potaczeniu z nietoksycznym stezeniem CIL1
beda indukowaty proces apoptozy w komoérkach.

Wyniki uzyskanych badan jednoznacznie wskazuja, ze dziatanie CIL1 jest
selektywne i kierunkowe (receptorowo specyficzne), komérki linii HER14 zostaty
wprowadzone w apoptoze w 50% przy stezeniu toksyny rownym 0.001nM. Podazajac
za otrzymanymi wynikami mozna wnioskowaé, ze dodanie frakcji CIL1 umozliwia
obnizenie efektywnej dawki toksyny do jej stezen catkowicie bezpiecznych.
Te obserwacje jednoznacznie potwierdzaja, ze frakcja CIL1 zwieksza efektywnos¢ terapii
z zastosowaniem toksyny celowanej, jednak dalsze badania oparte o model in vivo
powinny zosta¢ wykonane, aby jednoznacznie okresli¢ zaré6wno kierunek, jak i doktadny
mechanizm tego dziatania. Dodatkowo, w pracy H3 wykluczono zaréwno dziatanie
mutagenne frakcji CIL1, jak i ewentualng cytotoksyczno$¢ z wykorzystaniem modeli
komoérkowych linii: H9c2, SHSY-5Y oraz HepG2.

Uzyskane wyniki badan rzucajg zupeilnie nowe s$wiattlo na wykorzystanie
badanych saponin triterpenowych pochodnych 13f,28-epoksy-oleananau w terapii
adjuwantowej z zastosowaniem toksyn celowanych. Tematyka ta jest niezwykle
rozwojowa, poniewaz zaréwno modyfikacje toksyn (fuzja z receptorami, przeciwciatami
monoklonalnymi), jak i mozliwosci podania zwigzku adjuwantowego ewoluuja

na przestrzeni lat czynigc ten rodzaj terapii niezwykle innowacyjnym.

H4 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Piska K, Gunia-Krzyzak A, Bucki A, Jamrozik M,
Lorenc E, Ryszawy D, Wéjcik-Pszczota K, Michalik M, Marona H, Kotaczkowski M, Pekala
E. Cinnamic acid derivatives as chemosensitising agents against DOX-treated lung cancer
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cells - Involvement of carbonyl reductase 1. European Journal of Pharmaceutical Science,
2020, 1;154:105511

Na podstawie wstepnych wynikoéw, uzyskanych w naszym zespole, bedacych
punktem wyjsciowym badan w pracy H4 wykazano, Ze naturalna pochodna amidowa
kwasu cynamonowego, piperlongumina (PL) inhibitor CBR1, zastosowana 1acznie
z doksorubicyng (DOX) wykazuje synergistyczne dziatanie przeciwnowotworowe [42].
W pracy H4 zdecydowano sie na poszukiwanie nowych substancji, ktorych aktywno$¢
bedzie bardziej zadowalajgca niz PL. Ze wzgledu na obecno$¢ uktadu 3-fenyloprop-2-
enowego, zZ karbonylowym atomem wegla C1 (charakterystyczny dla wielu inhibitoréw
reduktazy karbonylowej 1 i aldoketoreduktazy) do badan wybrano pochodna

syntetyczng kwas cynamonowy i jego analogi (Ryc.2.).
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Ryc.2. Struktury badanych pochodnych kwasu cynamonowego CA (1-16)

W ramach badan zsyntetyzowano tacznie 16 pochodnych amidowych kwasu
cynamonowego (CA 1-16) wykazujacych powinowactwo do centrum aktywnego enzymu
reduktazy karbonylowej 1 (CBR1). Nowe zwigzki zostaty zaprojektowane na podstawie
modelowania molekularnego w oparciu o analize struktur znanych inhibitoréw i wiedze

o ich oddziatywaniu z enzymami (Ryc.3.). Zwiagzki zostaty zsyntetyzowane przez
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dr hab. Agnieszke Gunie-Krzyzak w Zaktadzie Chemii Bioorganicznej Katedry Chemii
Organicznej U] CM.
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Ryc.3. Sposéb wiqzania znanego inhibitora (luteoliny) oraz pochodnych kwasu cynamonowego (15 i 10) do
centrum aktywnego CBR1.

/4

Jako wtasciwy model komoérkowy do analiz aktywnosci chemiouwrazliwiajacej
wybrano linie komérek niedrobnokomérkowego raka ptuc (A549), ktéra wykazata
najwiekszg wrazliwo$¢ na podanie skojarzone DOX+ badane zwigzki w testach
skriningowych (dane nieopublikowane), oraz w ktorej poziom biatka enzymatycznego
byt odpowiednio wysoki. W pierwszym etapie badan wszystkie zwigzki zostaty poddane
badaniom przesiewowym aktywnoSci cytotoksycznej w potaczeniu z doksorubicyng
(DOX). Sposrdéd szesnastu zwigzkéw zadowalajace dziatanie chemiouwrazliwiajgce
komorki nowotworowe niedrobnokomoérkowego raka ptuc linii A549 na dziatanie DOX
uzyskano dla siedmiu pochodnych (4-5, 9-10 oraz 14-16). Wszystkie aktywne zwigzki
w potaczeniu z DOX istotnie statystycznie obnizaty ICso w poréwnaniu do samej DOX.
Dodatkowo przeprowadzono analize stabilno$ci DOX w modelu cytozolu ludzkiego
z dodatkiem aktywnych pochodnych kwasu cynamonowego oraz jednego zwigzku, ktéry
nie posiadat wtasciwosci chemiouwrazliwiajagcych. Wyniki wskazywaty, ze wszystkie
aktywne pochodne poprawiaty stabilnos¢ DOX, ograniczajac powstawanie metabolitu
doksorubicynolu  (DOXol),  natomiast zwigzek 11,  ktéry  aktywnoSci
chemiouwrazliwiajacej nie posiadat, nie poprawiat réwniez stabilnosci DOX. Podanie
skojarzone DOX wraz z aktywnymi pochodnymi kwasu cynamonowego skutkowato
zmniejszeniem potencjalu inwazyjnego komoérek nowotworowych, intensyfikacja
procesu apoptozy przez wzrost poziomu kaspaz wykonawczych w komdrkach linii A549
oraz  reorganizacja  cytoszkieletu = aktynowego oraz = mikrotubul.  Efekt
chemiouwrazliwiajacy pochodnych (4-5, 9-10 oraz 14-16) byt wielokierunkowy.
Co wiecej, komdrki prawidtowe fibroblasty ptucne linii MRC nie wykazywaty tak silnej

odpowiedzi chemiouwrazliwiajgcej jak komérki nowotworowe po podaniu pochodnych
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kwasu cynamonowego z DOX, co byto niezwykle obiecujacym odkryciem, poniewaz moze
Swiadczy¢ o selektywno$ci podania skojarzonego oraz jego mniejszej toksycznoSci
wzgledem komérek prawidtowych. Ponadto w pracy zbadano podstawowe parametry
z zakresu ADMETox, takie jak stabilno$¢ metaboliczna w modelu ludzkich mikrosoméw
oraz zdolno$¢ zwigzkow do pokonywania bariery krew-mézg w tescie PAMPA. Wszystkie

aktywne zwigzki wykazaty korzystny profil farmakokinetyczny in vitro.

Zaprezentowana praca przedstawia propozycje nowego zastosowania
potencjalnych inhibitoré6w enzymu CBR1, jako zwigzkéw chemiouwrazliwiajgcych
komorki nowotworowe na antybiotyki antracyklinowe oraz poprawe bezpieczenstwa

terapii z zastosowaniem antracyklin.

H5 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Klas K, Gunia-Krzyzak A, Piska K, Andrysiak K,
Stepniewski ], Lasota S, Wojcik-Pszczota K, Dulak ], Madeja Z, Pekala E. Cinnamic Acid
Derivatives as Cardioprotective Agents against Oxidative and Structural Damage Induced
by DOXorubicin. International Journal of Molecular Science, 2021, 9;22(12):6217.

Kontynuujac tematyke badawcza pracy H4 postanowiono wytoni¢ zwigzki, ktére
opréocz  aktywnosSci chemiouwrazliwiajacej posiadaja dodatkowo aktywnos$¢
kardioprotekcyjna. Ma to szczeg6lne znaczenie w projektowaniu terapii skojarzonej, gdyz
jednym z najpowazniejszych skutkow ubocznych terapii antracyklinami jest uszkodzenie
mie$nia sercowego. W toku badan przesiewowych, sposréd zwigzkéw (1-16)
wykazujacych aktywnos¢ chemiouwrazliwiajaca wytoniono trzy zwiazki (5, 10 oraz 15),
ktére wykazuja zadowalajaca aktywno$¢ kardioprotekcyjng. Skrining odbywat
sie z wykorzystaniem linii komoérkowej kardiomiocytéw szczurzych uszkadzanych DOX
(dane wtasne, nieopublikowane). W dalszych etapach badan, w ramach pracy H5
zdecydowano sie na wielokierunkowe zbadanie potencjatu kardioprotekcyjnego
wybranych zwigzkéw. Badania wtasciwe prowadzono juz w dwoéch modelach
eksperymentalnych: w komoérkach kardiomiocytéw linii H9c2 oraz dodatkowo,
w komérkach  kardiomiocytow  réznicowanych z  ludzkich  indukowanych
pluripotencjalnych komérek macierzystych hiPSC-CMs - cennego modeluy, fizjologicznie
bardziej zblizonego do warunkéw in vivo (zdolno$¢ komoérek do spontanicznej
kurczliwosci). Wprowadzenie modelu komoérek hiPSC-CMs bylo mozliwe dzieki
nawigzanej wspoétpracy z prof. J6zefem Dulakiem z Zaktadu Biotechnologii Medycznej,

WBBIB U] (Ryc.4.).

23



Zatgcznik 3 Autoreferat | dr Paulina Koczurkiewicz-Adamczyk

Ryc.4. Proces réznicowania komdrek hiPSC w kardiomiocyty (hiPSC-CMs) przedstawiajgcy zmiany
morfologiczne komdrek w trakcie doswiadczenia: A - hiPSCs, B - Dzien 0, C - dzien 10 (hiPSC-CM)

Zwiazkiem referencyjnym w przeprowadzonych badaniach byta kwercetyna -
flawonoid o udowodnionej aktywnoSci antyoksydacyjnej i kardioprotekcyjnej. Kazdy
ztrzech aktywnych zwigzkéw wytoniony w toku skriningu wykazywat aktywnos$¢
kardioprotekcyjng w stosunku do komérek kardiomiocytéw linii H9c2 oraz hiPSC-CMs
uszkadzanych DOX. Zwiazki chronity komérki zar6wno przed stresem oksydacyjnym
indukowanym DOX, jak rdéwniez wykazywaty dzialanie ochronne w stosunku
do mitochondriéw polegajace na zachowaniu wtasciwego potencjatu btony
mitochondrialnej, a takze ich prawidtowej morfologii. Dodatkowo, dowiedziono,
ze te pochodne chronig komérki kardiomiocytow przed apoptoza indukowang DOX.
W eksperymencie analizujagcym aktywno$¢ migracyjng komorek kardiomiocytow
w modelu rany wykazano, Ze zwigzek 15 chronit komérki kardiomiocytéw przed utratg
zdolnos$ci do migracji indukowanej przez DOX oraz dodatkowo chronit cytoszkielet
komérki przed uszkodzeniem. Dziatanie Kkardioprotekcyjne zwigzkéw byto
wielokierunkowe, a w wiekszosci eksperymentéw zwigzek 15 posiadal najlepsza
aktywnos¢. Co ciekawe, zwigzek ten posiadal réwniez najsilniejsza aktywnos$¢
chemiouwrazliwiajaca potwierdzong w pracy H4. W ostatnim etapie badan skupiono sie
na potwierdzeniu bezpieczenstwa dziatania zwigzkow z wykorzystaniem testéw
bedacych ztotym standardem w badaniach przedklinicznych. Wykluczono dziatanie
cytotoksyczne w teScie badajagcym zmiany w integralnosci btony komdérkowej w modelu
komorek linii HepG2, genotoksyczno$¢ w teScie mikrojgdrowym z wykorzystaniem linii
komoérek chomika chinskiego, potencjal mutagenny - w teScie Amesa wykorzystujacego
zmodyfikowane szczepy bakterii Salmonella typhimurium, oraz wykluczono potencjat

proarytmiczny poprzez zbadanie interakcji z kanatem hERG technikg patch clamp_CHO.
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Dzieki uzyskanym wynikom udato sie wytypowal czasteczke 15 (E)-1-(4-
hydroksypiperydyn-1-ylo)-3-fenyloprop-2-en-1on posiadajaca dualng aktywnos¢
chemiouwrazliwiajacg oraz kardioprotekcyjng, a takze pozna¢ podstawowe mechanizmy

jej dziatania.

H6 Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Gasiorkiewicz B, Piska K, Gunia-Krzyzak A, Jamrozik
M, Bucki A, Stoczynska K, Bojdo P, Wéjcik-Pszczota K, Wtadyka B, Kotaczkowski M, Pekala
E. Cinnamamide derivatives with 4-hydroxypiperidine moiety enhance effect of DOXorubicin
to cancer cells and protect cardiomyocytes against drug-induced toxicity through CBR1
inhibition mechanism

Réwnolegle do badan opisanych w pracy H5 przeprowadzono eksperyment dzieki
ktéremu pozyskano biatko rekombinowane - reduktaze karbonylowg 1, a nastepnie
oceniono czy zwigzek 15, wyselekcjonowany w toku badan biologicznych
i biochemicznych posiada zdolnosci inhibicyjne wobec CBR1. Testy ekspresji prowadzono
z uzyciem komoérek szczepéw ekspresyjnych Escherichia coli BL21(DE3) oraz Rosetta
(DE3) po uprzednim wprowadzeniu do komorek na drodze transformacji chemicznej
plazmidu rekombinowanego niosgcego gen hCBRI. Gen kodujgcy biatko znajdowat
sie pod kontrolg promotora dla polimerazy RNA faga T7 (pET28a(+)). Biatko oczyszczano
metoda filtracji Zelowej oraz chromatografii metalopowinowactwa. Jako referencji
w badaniach kinetycznych uzyto zwigzkéw o udowodnionej aktywno$ci hamujgcej
enzym.

W dalszym etapie badan, ktory stanowi ostatnia praca z cyklu H6 zsyntetyzowano
dodatkowo dwa analogi strukturalne zwigzku 15, oznaczone w pracy symbolami 1a oraz
1b i poddano jej wnikliwej analizie aktywno$ci biologicznej (Ryc.5.). Badania aktywnoS$ci
chemiouwrazliwiajacej rozszerzono do czterech modeli komorkowych. Podanie
skojarzone 1a+DOX, 1b+DO0OX badano w modelu komérek raka sutka linii MCF-7, raka
watroby HepG2 oraz jak w H5 komorek niedrobnokomoérkowego raka ptuca linii A549
oraz prawidtowych fibroblastéw ptucnych linii MRC.

W  przypadku wszystkich linii komoérek nowotworowych inkubowanych
w obecnosci 1a+DOX lub 1b+DOX zaobserwowano istotny statystycznie spadek
zywotnos$ci oraz proliferacji w poréwnaniu do komérek inkubowanych w obecnosci
samej DOX. Podobnie byto w przypadku indukcji procesu apoptozy, jednak efekt
chemiouwrazliwiajacy zwigzku 1a byt zdecydowanie silniejszy w poréwnaniu do zwigzku

1b.

25



Y
\)OLN @O/\ O\OH
@A O\OH zZwiazek 1a

zwiazek 15
:} \)J\I\O\
CH OH

3

zwigzek 1b

Ryc.5. Modyfikacje struktury zwiazku 15 ((E)-1-(4-hydroksypiperydyn-1-ylo)-3-fenyloprop-2-en-1onu)

Linia komorek prawidtowych pozostawata niewrazliwa na podanie skojarzone
1a+DOX lub 1b+DOX. Zwigzek 1a prowadzit w podaniu wspélnym z DOX do znaczacego
zahamowania migracji komoérek linii A549, co korelowato z obnizonym poziomem
metaloproteinazy 9 oraz 2. Dodatkowo udowodniono dziatanie przeciwzapalne obu
badanych zwigzkow w modelu komérek makrofagéw indukowanych LPS, a takze
aktywnos$¢ Kkardioprotekcyjna w modelu komoérek kardiomioblastéw linii H9c2
uszkodzonych DOX. Gtéwnym mechanizmem odpowiedzialnym za ochrone komorek
kardiomioblastéw przed uszkodzeniem spowodowanym DOX byta ochrona
antyoksydacyjna oraz zachowanie poziomu glutationu w komérce. Dodatkowo
przeprowadzone eksperymenty udowodnity, ze zwigzek 1a w skojarzeniu z DOX hamuje
proces autofagii w komorkach, co ciekawe ani sama DOX ani sam zwigzek 1a nie
posiadaja takiej aktywnos$ci. Badanie procesu autofagii odbywato sie zar6wno poprzez
obserwacje kompartmentu lizosomalnego komoérek, pomiar intensywnosci fluorescencji
pochodzacych z formowanych autofagosoméw jak réwniez poprzez badanie poziomu
biatek zwigzanych z procesem autofagii (Atg7, Atg3, Atg5, Atg12, beklina).

W ostatnim etapie badan oceniono oddzialywanie zwigzkéw 1a oraz 1b z centrum
aktywnym enzymu CBR1. Silniejsza aktywno$¢ inhibicyjng posiadat zwiazek 1a
dla ktorego odnotowano silniejszg aktywno$¢ chemiouwrazliwiajagcg. Tym samym
potwierdzono, ze dziatanie chemiouwrazliwiajgce moze by¢ zwigzane z hamowaniem
enzymu CBR1, jednak aktywno$¢ kardioprotekcyjna niekoniecznie. Jej mechanizm musi

zosta¢ poddany szczegdétowym analizom molekularnym w celu ustalenia doktadnych
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zaleznosci. Jednak wstepnie mozna wnioskowac, ze zdolno$¢ antyoksydacyjna zwigzkow

moze miec istotne znaczenie.

4.1.5 Podsumowanie osiggniecia naukowego

Podsumowujac, w ramach osiggniecia naukowego stanowigcego podstawe postepowania

habilitacyjnego w przeprowadzonych badaniach:

L.

Potwierdzono aktywno$¢ chemiouwrazliwiajaca frakcji  saponin
triterpenowych izolowanych z rosliny Lysimachia ciliata L. o rzadkiej
strukturze chemicznej wywodzacej sie z oleananu typu 130,28 epoksy
z rozgatezionym tancuchem cukrowym zbudowanym z dwéch czasteczek glukozy,

ksylozy i arabinozy.

Badana frakcja w podaniu skojarzonym z mitoksantronem w stezeniach nietoksycznych:

IL.
[11.

synergistycznie wptywala na zmniejszenie zywotnoSci, proliferacji oraz
potencjatu inwazyjnego komdérek nowotworowych,
wykazywata synergistyczne dziatanie proapoptotyczne,

dziata selektywnie, nie wptywajac synergistycznie na prawidtowe komérki.

Opracowano i zoptymalizowano proces otrzymywania i oczyszczania diantyny.
Udowodniono po raz pierwszy mozliwos¢ wyKkorzystania saponin
triterpenowych o strukturze 13(3,28 epoksy- oleananu izolowanych

z Lysimachia ciliata w terapii z wykorzystaniem toksyny DE.

Potwierdzono bezpieczenstwo stosowania badanej frakcji saponin triterpenowych

w modelu in vitro i dowiedziono, Ze frakcja saponin zastosowana w stezeniach

nietoksycznych:

zwiekszata ponad 2200 krotnie cytotoksycznos$¢ diantyny w modelu komorek
wykazujgcych nadekspresje EGFR, przy znikomym efekcie na komoérki kontrolne
(bez EGF) - co w perspektywie umozliwia zmniejszenie dawki toksyny
i zniwelowanie efektow ubocznych terapii z zastosowaniem toksyn targetowych,
wywotywata apoptoze w komédrkach docelowych w stezeniach diantyny, ktére

sg catkowicie bezpieczne,

27



e posiadala zadowalajacy poziom bezpieczenstwa: nie wywolywata dziatania

cytotoksycznego, a takze nie wykazywata potencjatu mutagennego.

Uzyskane wyniki dowiodty unikalnych, chemiourwazliwiajacych i adjuntowych
wtlasciwosci badanych saponin triterpenowych, co otwiera zupetnie nowa perspektywe

dla wykorzystania tych zwigzkoéw w potencjalnej terapii.

[V. Udowodniono mozliwo$¢ zastosowania pochodnych kwasu cynamonowego
jako zwigzkéow o dzialaniu chemiouwrazliwiajacym, poprawiajacym
bezpieczenstwo terapii antracyklinami, w szczegole:

e zoptymalizowano struktury pochodnych kwasu cynamonowego pod katem
oddzialywan z centrum aktywnym CBR1- opisano zalezno$¢ struktura zwigzku-
aktywno$¢ inhibicyjna,

e opracowano i zoptymalizowano technike pozyskiwania biatka rekombinowanego
CBR1 w bakteryjnym systemie ekspresyjnym,

¢ wyselekcjonowano najbardziej obiecujaca strukture po katem dualnej aktywno$ci
chemiouwrazliwiajacej i kardioprotekcyjnej,

e zoptymalizowano model zapewniajacy skrining zwigzkéw pod katem aktywnosci
kardioprotekcyjnej w modelu kardiomiocytéw indukowanych z ludzkich
pluripotencjalnych komoérek macierzystych,

e wytypowano strukture wiodaca (15), ktorej przysztoSciowe modyfikacje moga

poprawic¢ skutecznos$¢ i bezpieczenstwo terapii DOX.

Uzyskane wyniki rzucajg nowe Swiatlo na grupe syntetycznych pochodnych kwasu
cynamonowego, ktére posiadaja dualng aktywno$¢, daja nadzieje w leczeniu choréb
nowotworowych. Z jednej strony uwrazliwiajg komoérki nowotworowe na dziatanie
chemioterapeutyku, a z drugiej wykazuja dziatanie ochronne wzgledem kardiomiocytow.
Taka selektywno$¢ w dziataniu badanych zwigzkéw otwiera przed nimi mozliwo$¢

poprawy skutecznoSci i ograniczenia skutkdw ubocznych leczenia doksorubicyna.

4.2 Inne osiagniecia naukowe

4.2.1 Badanie wtasciwosci przeciwnowotworowych saponin triterpenowych

Drugim moim najwazniejszym osiggnieciem naukowym jest udowodnienie po raz

pierwszy wielokierunkowej aktywnosci biologicznej saponin triterpenowych

28



izolowanych z réznych gatunkéw rodzaju Lysimachia L. (toje$¢). wobec linii komorek
nowotworowych. Badania realizowalam w ramach interdyscyplinarnego projektu
doktorskiego w dwoch jednostkach naukowych w Zakladzie Biologii Komorki,
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ oraz w Katedrze Farmakognozji,
Wydziatu Farmaceutycznego UJ CM.

Na wstepnym etapie badan, aktywnos$¢ analizowanych saponin byta oceniana
w szerokim panelu linii komdérkowych pochodzenia ludzkiego i zwierzecego. Wyniki
przeprowadzonych analiz cytotoksycznos$ci opublikowano w pracach:

e Podolak ], Koczurkiewicz P, Michalik M, Galanty A, Zajdel P, Janeczko Z. A new cytotoxic triterpene
saponin from Lysimachia nummularia L. Carbohydrate Research. 2013, 375:16-20. (IF:1.97;
MNISW:25)

e Podolak I, Koczurkiewicz P, Galanty A, Michalik M. Cytotoxic triterpene saponins from the
underground parts of six Lysimachia L. species. Biochemical Systematics and Ecology. 2013,47:116-
120. (IF:1.17; MNISW:15)

e Podolak I, Zmudzki P, Koczurkiewicz P, Michalik M, Zajdel P, Galanty A. Minor Triterpene Saponins
from Underground Parts of Lysimachia thyrsiflora: Structure elucidation, LC-ESI-MS/MS
Quantification, and Biological Activity. Natural Product Communications. 2013, 8(12):1691-1696.
(IF:0.92; MNISW:20)

W dalszej kolejnosci, najbardziej obiecujace zwigzki zostaly poddane
szczeg6towym analizom mechanizmu dziatania. Moje badania wykazaty, ze zwigzki CIL1
oraz CIL2 izolowane z ro$liny Lysimachia ciliata wykazuja aktywno$¢ cytotoksyczng oraz
cytostatyczng wzgledem komorek nowotworu prostaty linii DU-145 oraz PC-3,
réznigcych sie stopniem metastazy. Saponiny uruchamiajg Sciezki sygnatowe zwigzane
z apoptotyczng $miercia komoérkowa (translokacja cytochromu c z mitochondriéw
do cytoplazmy, wzrost poziomu kaspaz, zwiekszenie ilosci komérek wyznakowanych
aneksyng V), wywotuja efekt cytostatyczny (hamuja proliferacje komorek
nowotworowych oraz zmieniaja dystrybucje faz cyklu komérkowego), a takze wptywaja
na procesy zwigzane z inwazjg komoérek nowotworowych.

W swoich badaniach wykazatam po raz pierwszy, Zze w aktywno$¢ antyinwazyjna
saponin triterpenowych zaangazowane s3 nie tylko podstawowe S$ciezki sygnalowe
typowe dla aktywnos$ci ruchowej komorek, ale niezwykle wazny jest wptyw tych
zwigzkéw na witasciwosci nanomechaniczne komorek. Nawigzanie wspotpracy z grupa
badawcza pani prof. Kvetoslawy Burdy z Akademii Gorniczo-Hutniczej im. Stanistawa

Staszica w Krakowie umozliwito zastosowanie w badaniach biologicznych metodyki
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mikroskopii sit atomowych (AFM) dzieki, ktérej mozliwe byly analizy zmian
nanomechanicznych komoérek nowotworowych i wyznaczenie parametrow opisujgcych
to zjawisko, co rzuca nowe $wiatto na aktywnos$¢ tych struktur, wyniki analiz zawarto

W pracy:
o Koczurkiewicz P, Podolak I, Skrzeczyniska-Moncznik ], Sarna M, Wéjcik-Pszczota K, Ryszawy D,
Galanty A, Lasota S, Madeja Z, Czyz ], Michalik M. Triterpene saponosides from Lysimachia ciliata

differentially attenuate invasive potential of prostate cancer cells. Chemico-Biological Interactions.

2013, 206(1):6-17. (1F:2.98; MNISW:30).

Dodatkowo w ramach wytyczania nowych Kkierunkéw badawczych nad
saponinami triterpenowymi napisalam prace przegladowa, ktéra podsumowuje
i systematyzuje wiadomosci na temat ich aktywnoSci przeciwnowotworowej, praca byta
36 razy cytowana, co $wiadczy o aktualno$ci badanego tematu:

o Koczurkiewicz P (*), Czyz ], Podolak I, Wéjcik K, Galanty A, Janeczko Z, Michalik M. Multidirectional
effects of triterpene saponins on cancer cells - mini-review of in vitro studies. Acta Biochim Pol.
2015;62(3):383-93.

W swoich badaniach udowodnitam, Ze dziatanie saponin triterpenowych jest
zdecydowanie silniejsze wzgledem komoérek nowotworowych, komoérki prawidtowe
prostaty (linia PNT2) pozostaja niewrazliwe na dziatanie badanych zwigzkow.
Selektywno$¢ dziatania saponin triterpenowych, szczegélnie zwroécita moja uwage.
Wramach badan wstepnych, dowiodtam, ze jedna =z analizowanych saponin
triterpenowych izolowana z gatunku Lysimachia clethroides (Lclet4) uwrazliwia komorki
nowotworu prostaty na dzialanie chemioterapeutyku, mitoksantronu (MTX).
Zaobserwowano, Zze w stezeniach nietoksycznych, w ktorych zwigzki podane osobno nie
dzialajg, potaczenie Lclet4+MTX indukuje silne synergistyczne dziatanie cytostatyczne,
proapoptotyczne (wzrost poziomu kaspaz: 3 oraz 7) oraz przeciwinwazyjne (hamowanie
migracji komoérek nowotworowych z towarzyszaca dezintegracja cytoszkieletu, obnizenie
poziomu metaloproteinaz -2 oraz-9). Wyniki tych badan opublikowano w pracy:

e Koczurkiewicz P, Podolak I, Woéjcik-Pszczota K, Galanty A, Madeja Z, Michalik M, Czyz ]. Lclet 4
enhances pro-apoptotic and anti-invasive effects of mitoxantrone on human prostate cancer cells -

in vitro study. Acta Biochimica Polonica. 2013, 60(3):331-338. (IF:1.39; MNISW:15).

Te obserwacje, stanowity podstawe dalszych analiz, nad wykorzystaniem saponin
triterpenowych w terapiach skojarzonych, bedacych przedmiotem prac zawartych

w cyklu publikacji stanowigcych osiggniecie habilitacyjne.
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Moje badania dotyczace aktywnoS$ci przeciwnowotworowej saponin
triterpenowych zostaty wielokrotnie nagradzane na licznych konferencjach naukowych,
a takze przez kapitute przyznajaca prestizowe stypendium dla doktorantéw realizujacych
innowacyjne projekty ,Doctus - matopolski fundusz stypendialny”, ponadto zostatam
laureatka Stypendium Prezydenta Miasta Krakowa dla najzdolniejszych doktorantéw

krakowskich uczelni wyzszych.

4.2.2 Badanie wykorzystania warstw polimerowych do zastosowan biomedycznych

Kolejnym moim osiggnieciem s3a badania, ktére prowadzitam we wspotpracy
z Zespotem Nanotechnologii Polimer6éw i Biomateriatéw, Wydziatu Chemii U]. Badatam
mozliwo$¢ wykorzystania substancji polimerowych jako podtozy dla zastosowan
biomedycznych w modelu komoérek fibroblastéw skoéry ludzkiej (HSF). Chlorowodorek
poli(alliloaminy) (PAH) jest kationowym, syntetycznym polimerem. Jego wykorzystanie
biomedyczne jest ograniczone ze wzgledu na obecno$¢ amin pierwszorzedowych wzdtuz
szkieletu polimeru co sprawia, ze PAH moze wykazywac cytotoksycznosc. Jednym z celéw
projektu byta modyfikacja PAH, w ktérym zastgpiono grupy pierwszorzedowe-
czwartorzedowymi. W badaniach sprawdzatam, czy modyfikacje polimeru wyjsciowego
wptywaja na ograniczenie toksycznos$ci oraz poprawiaja aktywno$¢ migracyjng komérek
fibroblastow. Udowodnitam, ze wszystkie modyfikacje chemiczne przedstawione
w pracy wplywajq korzystnie na poprawe bezpieczenstwa materiatu wzgledem
komoérek prawidtowych oraz usprawniajq ich funkcje motoryczne, co jest
niewatpliwie korzystne z punktu widzenia wykorzystania aplikacyjnego uzyskanych

wynikow.

W dalszych etapach wspétpracy badatam wptyw powierzchni zmodyfikowanych
polielektrolitow (polyelectrolyte multilayers, ang. PEMs) na bazie wcze$niej badanego,
PAH na zywotno$¢, proliferacje, morfologie i migracje komoérek fibroblastow
do modelowej rany w monowarstwie. Wielowarstwowe polielektrolity sg materiatami,
ktére znajduja zastosowanie w wielu dziedzinach nauki (nanotechnologia, medycyna).
W zwigzku z tym, ze zmieniaja wlasciwosci adhezyjne komorek szczegdlnie wazne moze
by¢ ich wykorzystanie w inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej. W badaniach
analizowatam dwa typy powierzchni multiwarstw, réznigce sie hydrofobowoscig oraz

gruboscig. Udowodnitam, Ze kluczowymi warunkami z punktu widzenia poprawy adhez;ji
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i migracji komoérek fibroblastow byty zar6wno wybrana grubo$¢ materiatu (ilo$¢ warstw)
oraz wlasciwosci chemiczne ostatniej warstwy uzytej do tworzenia wielowarstwy. Po raz
pierwszy pokazatam, zZe jui pojedyncza dwuwarstwa silnych polieklektrolitow
osadzonych na podtozu jest wystarczajqca, aby usprawnic¢ migracje do rany komorek
fibroblastéw. Obiecujace wyniki uzyskane dla zmodyfikowanych polimeréw podczas
badania proliferacji i aktywno$ci migracyjnej fibroblastéw skéry mozna uzna¢ za dobry
punkt wyjscia do przysztych, bardziej szczegdétowych badan nad praktycznym
zastosowaniem tych polimeréw w zastosowaniach klinicznych. W ramach tej wspotpracy
zostaty opublikowane dwie prace eksperymentalne:

e Wytrwat M, Koczurkiewicz P, Woéjcik K, Michalik M, Kozik B, Zylewski M, Nowakowska M,
Kepczynski M. Synthesis of strong polycations with improved biological properties. Journal of
Biomedical Materials Research. Part A. 2014, 102 (3):721-731. (IF:3.37; MNISW:35)

o Wytrwal M, Koczurkiewicz P, Zrubek K, Niemiec W, Michalik M, Kozik B, Szneler E, Bernasik A,
Madeja Z, Nowakowska M, Kepczynski M. Growth and motility of human skin fibroblasts on
multilayer strong polyelectrolyte films. Journal of Colloid and Interface Science. 2016, 461:305-
316. (IF:4.23; MNISW:30)

Przeprowadzone analizy umozliwiaja  wyselekcjonowanie  najbardziej
obiecujacych modyfikacji w celu zastosowan biomedycznych. W wymienionych pracach
bytam odpowiedzialna za dobdér warunkéw eksperymentalnych doswiadczen
biologicznych z zastosowaniem linii komdérkowych, przeprowadzenie eksperymentow
migracji, a takze za interpretacje wynikow badan i ich opracowanie statystyczne

uzyskanych wynikéw.

4.2.3 Opracowanie modelu do badania aktywnosci cytoprotekcyjnej in vitro

Potrzeba opracowania modeli badan aktywnosSci cytoprotekcyjnej zostata
sformutowana w trakcje wspotpracy z prof. dr hab. Pawtem Zajdlem z Katedry Chemii
Organicznej U] CM oraz w trakcie realizacji projektéw grantowych, ktoérych bytam
wykonawca:

e Synteza, ewaluacja aktywnosci przeciwdrgawkowej oraz analiza wplywu na ludzkie astrocyty

w grupie pochodnych piperazyny i/lub aminoalkanoli w kontekscie badania mechanizmoéw

dziatania aktywnych przeciwdrgawkowo zwigzkéw. Preludium/2015/17/N/NZ7/00966

(kierownik dr Katarzyna Panczyk-Straszak)

e  Wilasciwosci neuroprotekcyjne ligandéw receptora 5-HT6 w grupie pochodnych 2-arylopirolu -
nowy wglad w strategie leczenia choréb neurodegeneracyjnych. Preludium (kierownik dr Marcin

Drop)
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e Funkcjonalnie selektywni odwrotni agoni$ci receptora 5-HT6 oraz podwdjne inhibitory 5-
HT6/MAO-B - w poszukiwaniu nowych podej$¢ terapeutycznych do leczenia choroby Alzheimera.
Opus/2016/21/B/NZ7/01742 (prof. dr hab. Pawet Zajdel)

e Podwoéjni antagoniSci receptora 5-HT3 i 5-HT6 w chorobach neuropsychiatrycznych

i neurologicznych. Opus/2021/43/B/NZ7/02855 (prof. dr hab. Pawet Zajdel)

W moich badaniach koncentrowatam sie na zoptymalizowaniu modelu
komorkowego do badan gliocytoprotekcji oraz neurocytoprotekcji. W tym celu linie
komoérkowe (astrocyty mysie, ludzka neuroblastoma, komoérki chromochtoonne
szczurze) zostaly poddane uszkodzeniom z wykorzystaniem referencyjnych zwigzkow,
ouznanym  dziataniu  cytotoksycznym lub = neurotoksyn:  doksorubicyny,
6-hydroksydopaminy, rotenonu oraz (3-amyloidu. W ramach prac badano czy nowe
pochodne, o potencjalnej aktywnos$ci neurocytoprotekcyjnej s3 w stanie odwracac
uszkodzenia powstale w komdrkach na skutek dziatania neurotoksyn, testami
oceniajacymi rézne mechanizmy dzialania. Duzym osiggnieciem w ramach
prowadzonych badan byto opracowanie modelu astrocytéw ludzkich z indukowanych
pluripotencjalnych komodrek macierzystych, a takze eksperymenty prowadzone
z pierwotnymi astrocytami ludzkimi. Na przestrzeni lat udato sie zoptymalizowa¢ kilka
uktadow eksperymentalnych, ktére umozliwity otrzymanie powtarzalnych wynikéw.
Wiele z danych otrzymanych w eksperymentach in vitro znalazta potwierdzenie
w badaniach in vivo, co dodatkowo podnosi wage wprowadzonej metodyki jako
uniwersalnego modelu skriningowego. Otrzymane wyniki zostaty opublikowane
w nastepujacych pracach:

e C(CanaleV, Trybata W, Chaumont-Dubel S, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Satala G, Bento O, Blicharz-
Futera K, Bantreil X, Pekala E, Bojarski A, Lamaty F, Marin P, Zajdel Pawet. 1-(Arylsulfonyl-isoindol-
2-yl)piperazines as 5-HT6R Antagonists: Mechanochemical Synthesis, In Vitro Pharmacological
Properties and Glioprotective Activity. Biomolecules. 2023, (13)1:12. (IF:6.064; MNISW:100)

e Grychowska K, Olejarz-Maciej A, Blicharz-Futera K, Pietrus W, Karcz T, Kurczab R, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Doroz-Ptonka A, Latacz G, Keeri A R, Piska K, Satata G, Pegiel ], Trybata W,
Jastrzebska-Wiesek M, Bojarski A.J, Lamaty F, Partyka A, Walczak M, Krawczyk M, Malikowska-
Racia N, Popik P, Zajdel P. Overcoming undesirable hERG affinity by incorporating fluorine atoms:
a case of MAO-B inhibitors derived from 1 H-pyrrolo-[3,2-c]quinolines. European Journal of
Medicinal Chemistry. 2022,(236):114329. (IF: 7.08; MNISW: 140)

e Vanda D, Canale V, Chaumont-Dubel S, Kurczab R, Satata G, Koczurkiewicz-Adamczyk P,
Krawczyk M, Pietrus W, Blicharz-Futera K, Pekala E, Bojarski A.], Popik P, Marin P, Soural M, Zajdel
P. Imidazopyridine-Based 5-HTs Receptor Neutral Antagonists: Impact of N!-Benzyl and NI-
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Phenylsulfonyl Fragments on Different Receptor Conformational States. Journal of Medicinal
Chemistry. 2021, 64(2):1180-1196. (IF: 8.04; MNISW: 200)

e C(CanaleV, Grychowska K, Kurczab R, Ryng M, Keeri A.R, Satata G, Olejarz-Maciej A, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Drop M, Blicharz-Futera K, Piska K, Pekala E, Janiszewska P, Krawczyk M, Walczak M,
Chaumont-Dubel S, Bojarski A.J, Marin P, Popik P, Zajdel P. A dual-acting 5-HTs receptor inverse
agonist/MAO-B inhibitor displays glioprotective and pro-cognitive properties. European Journal of
Medicinal Chemistry. 2020, 208:112765. (IF:6.51; MNISW:140)

e Panczyk-Straszak K, Rapacz A, Furgata-Wojas A, Satat K, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Lucjanek
M, Skiba-Kurek I, Karczewska E, Sowa A, Zelaszczyk D, Siwek A, Popiét ], Pekala E, Marona H,
Waszkielewicz A. Anticonvulsant and analgesic in neuropathic pain activity in a group of new
aminoalkanol derivatives. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters. 2020, 30(16);127325.
(IF:2.82; MNISW:70)

Dodatkowo, byty prezentowane w ramach konferencji miedzynarodowych:

e Drop M, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Chaumont-Dubel S, Bantreil X, Bento O, Canale V, Bojarski
A, Marin P. Targeting agonist-activated state of 5-HT6 receptor by 2-arylpyrrole derivatives: potential
application for the treatment of neurodegenerative disorders. Interdisciplinary Conference on Drug

Sciences. 26-28.05. 2022, Warszawa

e Drop M, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Satata G, Pietru§ W, Bento O, Chaumont-Dubel S, Bantreil X,
Blicharz K, Pekala E, Bojarski A, Marin P, Lamaty F, Zajdel P. Novel 5-HT6R neutral antagonists
derived from 2-arylpyrrole: contribution of agonist-activated states of the receptor to neurotoxicity.

4-8.09.2022. The XXVIl EFMC International Symposium on Medicinal Chemistry, Nicea, Francja.

Moim duzym osiggnieciem w ramach prowadzonych badan jest udowodnienie po raz
pierwszy aktywnosci gliocytoprotekcyjnej nowych, neutralnych antagonistow

receptora 5-HT6R w grupie pochodnych 2-arylopirolu.

5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo
artystyczna realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub

instytucji kultury, w szczegdlnosci zagraniczne;j.

5.1 Instytut Medycyny Diagnostycznej i Laboratoryjnej, Chemii Klinicznej i
Patobiochemii, Uniwersytet Charité w Berlinie, Niemcy

W lipcu 2016 roku odbytam czterotygodniowy staz naukowy w Uniwersytecie
Charité w Berlinie (Instytut Medycyny Diagnostycznej i Laboratoryjnej, Chemii Klinicznej
i Patobiochemii) pod kierunkiem naukowym prof. Hendrika Fuchsa, ktéry zapoczatkowat

mojg wspétprace naukowg, kontynuowang do dzisiaj.
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Celem stazu byto zapoznanie sie z procesem produkcji toksyn celowanych, nabycie
umiejetno$ci zwigzanych z procesem ekspres;ji, oczyszczenia toksyny oraz potwierdzenia
jej czystosci i aktywnoSci enzymatycznej. Dzieki wspotpracy prowadzonej
w laboratorium prof. Fuchsa nabytam doswiadczenie w produkcji immunotoksyn, toksyn
celowanych. W trakcie stazu oprocz poznawania technik z wykorzystaniem toksyn
prowadzitam pod okiem Profesora badania przesiewowe licznych frakcji saponin
izolowanych z roslin z rodzaju Lysimachia, Chaenopodium celem wytypowania frakcji
aktywnych. W trakcie pobytu udato sie wytypowaé jednq frakcje, ktéra posiadata
wyrozniajgce sie zdolnosci do zwiekszania efektywnosci toksyny targetowej.
Prowadzona wspotpraca zaowocowata poszerzeniem horyzontu naukowego, a przede
wszystkim poznaniem nowych, nieodkrytych wczes$niej wtasciwosci adjuwantowych
frakcji saponin izolowanej z rosliny z rodzaju z ro$liny z rodzaju Lysimachia sp. Owocem
tego stazu jest publikacja:

o Koczurkiewicz-Adamczyk P (*), Grabowska K, Karnas E, Piska K, Wnuk D, Kla$ K, Galanty A,

Wjcik-Pszczota K, Michalik M, Pekala E, Fuchs H, Podolak I. Saponin fraction CIL1 from Lysimachia

ciliata L. enhances the effect of a targeted toxin on cancer cells”. Pharmaceutics (MDPI, IF:6.52,

MNSIW:140)

oraz doniesienia zjazdowe. W trakcie stazu bratam udzial w zebraniach zespotuy,
seminariach naukowych na Kktérych miatam mozliwo$¢ poszerzenia horyzontéw
naukowych w tematyce toksyn celowanych, poznatam korzysci oraz ograniczenia ptynace
z zastosowania toksyn w onkologii, a takze miatam okazje bra¢ udziat w spotkaniach firm
farmaceutycznych zainteresowanych komercjalizacjg rozwigzan z zastosowaniem terapii
targetowych. Obecnie wspotpraca jest kontynuowana, wraz z prof. Hendrikiem Fuchsem
przygotowuje wspoélny projekt na poszukiwanie nowych zwigzkéw, poprawiajacych
bezpieczenstwo terapii z zastosowaniem toksyn celowanych sprzezonych

z przeciwciatami monokolonalnymi.

5.2 Laboratorium Fotochemii i Spektroskopii, Politechniki Krakowskiej im.
Tadeusza Kosciuszki, Krakow

Dodatkowo w latach 2017-2019 prowadzitam wspéiprace w Laboratorium
Fotochemii i Spektroskopii, Politechniki Krakowskiej im. Tadeusza KoSciuszki
w Krakowie w ramach programu POWROTY przyznawanego przez Fundacje na Rzecz

Nauki Polskiej pt. ,Synteza i badania fotochemiczne/fotofizyczne inteligentnych
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luminescencyjnych czujnikéw molekularnych do selektywnej detekcji w biochemii i chemii”,
ktorego kierownikiem byta prof. Joanna Ortyl. W ramach wspoétpracy oceniatam
bezpieczenstwo nowo zsyntetyzowanych pochodnych 2-amino-4,6-difenylo-pirydyno-3-
karbonitrylu (APC) oraz sprawdzatam zdolno$¢ zwigzkéw do penetracji bton
biologicznych i gromadzenia sie w okreSlonych kompartmentach komérkowych
z zastosowaniem techniki mikroskopii fluorescencyjnej. W ramach tej wspéipracy
udato sie wyselekcjonowaé zwiqgzki cechujgce sie zadowalajgcym profilem
bezpieczeristwa in vitro oraz zdolnosciami do penetracji bton biologicznych
i wykazujqcych stabilng fluorescencje @w kompartmencie komérkowym.
Na tej podstawie wytypowano zwigzki, ktére w przysztosci moga by¢ wykorzystane jako
biosensory do wizualizacji komorkowych. Dodatkowo, w trakcie prowadzonych
eksperymentéw zauwazono, zZe intensywno$¢ emitowanej przez sensory fluorescencji
zalezy od obecnos$¢ jonéw: rteci, bizmutu, antymonu, a takze zelaza, co czyni
je atrakcyjnymi zwigzkami z punktu widzenia mozliwosci sSrodowiskowej detekcji tych
jonéw. W wyniku prowadzonej wspoétpracy zostalta opublikowana praca

eksperymentalna:

e Topa-Skwarczynska M, Szymaszek P, Fiedor P, Chachaj-Brekiesz A, Galek M, Kasprzyk W,
Koczurkiewicz-Adamczyk P, Petko F, Pekala E, Tyszka-Czochara M, Bogdat D, Swiergosz T,
Popielarz R, Ortyl ]. Pyridine derivatives as candidates for selective and sensitive fluorescent
biosensors for lung cancer cell imaging and iron ions detection. Dyes and Pigments. 2022,

(200):110171. (IF: 5.12; MNISW: 100)

W niniejszej pracy bytam odpowiedzialna za prowadzenie hodowli komoérek
niedrobnokomoérkowego raka ptuca linii A549, zweryfikowanie bezpieczenstwa
pochodnych A-44A-PC, A-46bisA-PC oraz A-64A-44CN-PC oraz obserwacje
mikroskopowe i wykonanie mikrografii komoérek inkubowanych w obecnosci sensoréw,
a takze ocene stabilnosci sygnatu fluorescencyjnego w uktadzie in vitro.

Prowadzone badania zostatly nagrodzone w ramach spotkan: International
Women'’s Invention Exposition w Korei (2021) oraz dwukrotnie w ramach wydarzenia
PRO INVENT Salonul International Al Cercetarii Stiintifice, Inovarii Si Inventicii, ktére
odbywato sie w Rumunii (2020). W ramach opisanej aktywno$ci realizowanej
na Politechnice Krakowskiej miatam mozliwo$¢ uczestniczenia w seminariach
naukowych dotyczacych wykorzystania biosensoréw w naukach biotechnologicznych

i farmaceutycznych oraz konferencjach interdyscyplinarnych czego przyktadem moze by¢
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udziat w spotkaniach INNOCHEM pos$wieconych innowacyjnym metodom nauczania
w naukach technicznych wedtug standardow Boloniskich. Pod moja opieka studenci
Politechniki Krakowskiej kierunku Biotechnologia realizowali praktyki studenckie.
Dodatkowo w latach 2016-2018 bytam zatrudniona na Politechnice Krakowskiej jako
wyktadowca, prowadzitam przedmiot Podstawy genetyki dla I roku kierunku

Biotechnologia.

5.3 Insiges Labs - start up biotechnologiczny

W czasie 04.2019-02.2021 r. bytam zatrudniona na umowe o dzielo w firmie
Insignes Labs, bytam zaangazowana w tworzenie, a na dalszych etapach w realizacje
projektu Szybka Sciezka pt. Opracowanie i zweryfikowanie w warunkach rzeczywistych

nowych formulacji ochrony roslin gwarantujqcych ich zwiekszonq skutecznos¢.

W ramach wspotpracy opracowywatam w laboratorium Insignes model badania
bezpieczenstwa produktu z zakresu prac przedwdrozeniowych. Do moich kompetencji
nalezato dostosowanie powszechnie wykorzystywanych modeli w oparciu o normy OECD
(Organisation for Economic Co-operation and Development) oraz analiza 15 formulacji,
bedacych potencjalnymi $rodkami ochrony ros$lin pod katem wykluczenia dziatania

genotoksycznego, mutagennego, draznigcego oraz cytotoksycznego.

Dodatkowo, bratam udzial w spotkaniach naukowych organizowanych w firmie,
bytam doradcg naukowym ds. bezpieczenstwa in vitro oraz bratam udzial w panelach

eksperckich w siedzibie NCBiR w Warszawie jako ekspert kadry B+R.

5.4 Zaklad Biologii Molekularnej Instytut Biochemii i Biofizyki, Panstwowej
Akademii Nauk, Warszawa

W lipcu 2010 roku odbytam staz naukowy w Zaktadzie Biologii Molekularnej
w Instytucie Biochemii i Biofizyki Panstwowej Akademii Nauk w Warszawie pod
kierunkiem prof. Barbary Tudek gdzie uczestniczytam w realizacji projektu zwigzanego
zrola endonukleazy miejsc apurynowych w naprawie etenoadduktow DNA. Dzieki
stazowi przyblizylam metodyke badawcza dotyczaca systemow naprawy DNA
w organizmach prokariotycznych, miatam mozliwo$¢ prowadzenia hodowli bakteryjnych

réoznych szczepow, izolacji materiatu genetycznego oraz jego analizy po uprzednim
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narazeniu hodowli na czynniki szkodliwe. Dodatkowo poznatam testy umozliwiajace
analize potencjatu mutagennego oraz oceniajgcego site tego potencjatu. Dzieki stazowi
nabytam nowych umiejetno$ci zwigzanych z praca z organizmami prokariotycznymi
imogtam wykorzysta¢ cze$¢ tych umiejetno$ci w warsztacie Zaktadu Biochemii
Farmaceutycznej U] CM gdzie jednym z nurtéw badawczych jest ocena potencjatu
mutagennego nowych pochodnych. Wyniki badan z zakresu analiz mutagennoS$ci zostaty

opublikowane w kilku pracach w catym dorobku naukowym, m.in.:

e Gunia-Krzyzak A, Zestawska E, Stoczynska K, Koczurkiewicz P, Nitek W, Zelaszczyk D, Szkaradek
N, Waszkielewicz A, Pekala E, Marona H. Anticonvulsant activity, crystal structures, and
preliminary safety evaluation of N-trans-cinnamoyl derivatives of selected (un)modified
aminoalkanols. European Journal of Medicinal Chemistry. 2016, 107:26-37. (IF: 4.52; MNISW:40),

e Grabowskak, Podolak ], Galanty A, Zmudzki P, Koczurkiewicz P, Piska K, Pekala E, Janeczko Z. Two
new triterpenoid saponins from the leaves of Impatiens parviflora DC. and their cytotoxic activity.
Industrial Crops and Products. 2017, 96:71-79. (IF:3.85; MNISW:40)

o Koczurkiewicz P, Lojewski M, Piska K, Michalik M, Wéjcik-Pszczota K, Szewczyk A, Hataszuk P,
Pekala E, Muszyniska B. Chemopreventive and anticancer activities of Bacopa monnieri extracted
from artificial digestive juices. Natural Product Communications. 2017,(12)3:337-342.(IF: 0.8;
MNISW:20)

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

6.1 Osiagniecia dydaktyczne

6.1.1 Staze dydaktyczne

W latach 2016, 2017 oraz 2019 odbytam staze dydaktyczne w ramach programu
ERASMUS+ Mobility Teaching dzieki ktérym mogtam wzbogaci¢ swoja wiedze
o organizacji zaje¢ dydaktycznych w innych jednostkach w Europie, przyjrzec sie pracy
naukowcéw na innych Uniwersytetach, a takze odby¢ zajecia ze studentami
zagranicznymi i przedstawi¢ wyniki swoich badan naukowych w gremium

miedzynarodowych zespotéw badawczych.

Uniwersytet Islandzki, Islandia

W 2016 roku podczas tygodniowego stazu (opiekun: Prof. Elin Soffia Olafsdéttir),

wygtositam w Uniwersytecie Islandzkim (Faculty of Pharmaceutical Sciences, School of
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Health Sciences, University of Iceland, Reyjkjavik) cykl wyktadow naukowych
poswieconych realizowanym przeze mnie zagadnieniom naukowo - badawczym, a takze
jeden wyktad tematyczny. Tematyka wyktadéw obejmowata: ,Investigation of cytotoxic,
cytostatic and invasive activity of natural compounds on cancer cells (in vitro methods,
assays)” (3 godziny), “The use of substances of plant origin in the fight against cancer
(taxol, vincristine, etoposide) and their molecular mechanism of action” (3 godziny) oraz
“In vitro models in drug candidate screening procedure (2 godziny). Dodatkowo,
w ramach stazu uczestniczytam w spotkaniach dotyczacych jakosSci ksztatcenia oraz
wykorzystania metod aktywizujagcych w ramach zaje¢ seminaryjnych, miatam okazje
na wymiane doswiadczen dydaktycznych oraz zapoznanie sie z systemem edukacji

panujacym w Islandii.

Uniwersytet w Ljubljanie, Stowenia

W 2017 roku podczas tygodniowego stazu naukowo-dydaktycznego (opiekun:
Prof. Janko Kos), wygtositam w (Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana) cykl
wyktadéw naukowych poswieconych realizowanym przeze mnie zagadnieniom naukowo
- badawczym. Tematyka wyktadéw obejmowata: ,Investigation of cytotoxic, cytostatic
and invasive activity of potential drug candidates in oncology- in vitro studies”
(3 godziny), ,Adjuvant therapy with plant derived substances- future perspectives”
(3 godziny) oraz ,In vitro models in drug candidate screening procedure” (2 godziny).
Dodatkowo, w ramach stazu bratam udziat w seminariach naukowych Regional BioCamp
2017, gdzie miatam mozliwo$¢ zapoznania sie z nowymi trendami w onkologii klinicznej

oraz kierunkami badan wdrozeniowych z zakresu onkologii molekularne;.

Uniwersytet Maltaniski, Malta

W 2019 roku podczas tygodniowego stazu dydaktycznego (opiekun: Prof. Lilian
Azzopardi), wygtositam w Uniwersytecie Maltaniskim (Department of Pharmacy, Msida,
Malta) cykl wykladéw naukowych poswieconych realizowanym przeze mnie
zagadnieniom naukowo-badawczym. Tematyka wyktadéw obejmowata: ,Targeted toxins
in cancer therapy” (3 godziny), ,Insight into anthracycline metabolism - can we reduce
the side effects of chemotherapy?” (3 godziny) oraz ,0Organ on a chip- a new perspective
in new drugs screening testing” (2 godziny). Dodatkowo miatam mozliwos¢ uczestniczenia

w seminariach dla studentéw z przedmiotu Pharmacognosy oraz dyskusji programu
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nauczania, omawianiu sylabusa oraz metod nauczania stosowanych przez nauczycieli

w Uniwersytecie Maltanskim na kierunkach medycznych.

6.1.2 Nagroda

Nagroda prorektora U] ds. dydaktyki za wyrdzniajace wyniki ankietowej oceny
studentow za zajecia prowadzone w okresie 2019/2020, Uczelniany System Jakosci

Ksztatcenia Uniwersytetu Jagielloniskiego - styczen 2021

6.1.3 Dziatania na rzecz srodowiska studenckiego

Opiekun Kota Naukowego Cytogenom w latach 2015-2019 oraz 2021-obecnie
studenci Kota Naukowego brali udziat w seminariach organizowanych przeze mnie
majacych na celu merytoryczne przygotowanie do pracy w laboratorium. Uczestniczyli
pod moja opieka w przygotowywaniu warsztatéw dla najmtodszych w kilku edycjach
Matopolskiej Nocy Naukowcéw (lata 2016-2019), wspoéttworzyli warsztaty
dla uczestnikéw konferencji:

e Warsztaty podczas 26 International Medical Students Conference odbywajace sie w
Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej pod moj3 opieka pt.: , The application of in vitro
models in drug development research”.

Studenci Kota Naukowego brali udziat pod moja opieka merytoryczna w licznych

konferencjach naukowych, prezentujac wyniki badan prac eksperymentalnych:

1. Piska K, Koczurkiewicz P, Pekala E. Synergistic anticancer interaction between anthracyclines and

cinnamic acid and its possible mechanism. International Medical Students Conference, Krakéw 2016
- praca uzyskata IIl nagrode w sesji farmaceutycznej

2. Klas$ K, Rogowska K, Piska K, Koczurkiewicz P. New triterpene saponins from Lysimachia ciliata

increase cytotoxic and cytostatic activity of mitoxantrone in the model of prostate cancer resistant to
chemotherapy. International Medical Students Conference, Krakow 2016

3. Piska K, Galanty A, Koczurkiewicz P, Pekala E. Novel derivatives of (+)-usnic acid yielded from

Cunninghamella sp. Biotransformation. VIII Konwersatorium Chemii Medycznej, Lublin 2016

4. Koczurkiewicz P, Kla$ K, Bhargava Ch, Wnuk D, Kamycka E, Grabowska K, Wojcik-Pszczota K, Pekala

E, Michalik M, Podolak I, Fuchs H. Wplyw saponiny triterpenowej CIL-1 na skutecznos¢
rekombinowanej immunotoksyny DE-EGFR wzgledem komdrek nowotworowych. 11 Ogdlnopolska
Studencka Konferencja Naukowa Farmacja w przemysle, Poznan 2017 - praca uzyskata I miejsce

w Studenckim Konkursie Prac Naukowych
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5. Zdebski M, Furgat D, Dubicka M, Kla$ K. Evaluation of ability of cell nembranes penetration by new
fluorophores and their toxicity - in vitro study. 26th International Medical Students' Conference
Krakéw 2018

6. Gérna A, Klas K, Guzy P, Zdebski M. Elaboration of neuroprotective cellular model using
neuroblastoma and astrocyte - in vitro study. 26" International Medical Students' Conference.
Krakéw 2018 - praca uzyskata wyrdznienie

7. Klas K, Bialik |. Piska K, Koczurkiewicz P. Taxanes as activators of amrubicin conversion to its active
metabolite in cancer. 4™ International Conference of Cell Biology, Krakéw 2018

8. Goérna A, Klas K, Vittorio C, Zajdel P, Pekala E, Koczurkiewicz P. Astrocytes and neuroblastoma
cellular models in neuroprotective drugs screening procedure. 15t Warsaw International Medical
Congress for Youth Scientist. Warszawa 2019

9. Lapa A, Sikorski ], Ziajka A, Nosavich U. Protective properties of cinnamic acid derivative on DOX-
injured cardiomyocytes model. 31t International Medical Students’Conference, Krakéw 2023 -

praca uzyskata III miejsce w sesji nauki podstawowe i farmaceutyczne

Studenci uzyskali dofinansowanie i realizowali pod mojg opieka granty w ramach
swoich badan w kilku edycjach Grantéw Studenckich przyznawanych przez Studenckie

Towarzystwo Naukowe U] CM:

2015/2016 Kamil Piska, ,Badania nad wyjasnieniem mechanizmu synergistycznego
dziatania piperlonguminy i doksorubicyny na komorki nowotworowe
prostaty”

Katarzyna Klas, ,Badanie nowych saponin triterpenowych
w modelu nowotworu prostaty opornego na chemioterapie”

2016/2017  Katarzyna  Klas, ,Wpltyw  saponiny triterpenowej  CIL-1
na skuteczno$¢ rekombinowanej immunotoksyny DE-EGFR wzgledem
komoérek nowotworowych”

2017/2018 Katarzyna Klas, , Paklitaksel jako aktywator allosteryczny enzymu CBR1
katalizujacego reakcje powstania aktywnego metabolitu amrubicyny
w komérkach nowotworowych”

6.1.4 Opieka naukowa

Opieka nad studentami innych uczelni:
1. Karolina Dzieciotowska - praktyka od 2.07-30.07.2019 studentka Biotechnologii
Przemystowej i w Ochronie Srodowiska Politechniki Krakowskiej im. Tadeusza

Kos$ciuszki w Krakowie
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2. Lek. med. Bartosz Gasiorkiewicz - 2020-2022 r.

Opieka nad studentami zagranicznymi:
1. Birte Nieman - opieka nad studentkg odbywajacg praktyki w Zaktadzie Biochemii
Farmaceutycznej U] CM w ramach programu Erasmus trwajgce 06-08.2014 r.
2. Ochirosi Diana - opieka nad studentka odbywajaca praktyki w Zakladzie
Biochemii Farmaceutycznej U] CM w ramach SEP (Students Exchange Programme)

trwajace od 8.07-8.08.2019 r.

Promotor pomocniczy w przewodach doktorskich:
1. Dr Magdalena Wyszkowska-Kolatko, 2014-2018, tytut rozprawy: ,Ocena
aktywnosci biologicznej in vitro wycigqgow z waqkroty azjatyckiej” - nadanie
z wyrdznieniem tytutu doktora nauk farmaceutycznych.
2. mgr Kamil Piska, 2016-2023, tytut rozprawy: , Wplyw reduktazy karbonylowej 1 na
opornos¢ komdrek nowotworowych wobec antracyklin® - otwarty przewod

doktorski.

Promotor prac magisterskich:
e na kierunku Farmacja - 6

¢ na kierunku Kosmetologia- 3

Recenzent prac magisterskich:
¢ na kierunku Farmacja -6

¢ na kierunku Kosmetologia -5

6.1.5 Zajecia dydaktyczne

Realizowane zajecia dydaktyczne:

1. Biochemia (kierunek farmacja) - seminaria i ¢wiczenia, 2014 - obecnie

2. Biotechnologia w kosmetologii (kierunek kosmetologia) - ¢wiczenia, 2014 -
obecnie

3. Biochemia og6lna i medyczna (Studium Ksztatcenia Podyplomowego Wydziatu

Farmaceutycznego) - wyktady, 2019 - obecnie
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Biology in Pharmaceutical Sciences (kierunek Drug Discovery and Development) -
wyklady i ¢wiczenia, 2018 - obecnie

Nowoczesne technologie komoérkowe w badaniach nad lekiem (fakultet dla
kierunku farmacja), 2016-obecnie

Biomedycyna i inzynieria tkankowa w kosmetologii (fakultet dla kierunku
kosmetologia, 2016)

Podstawy genetyki (zajecia realizowane na Politechnice Krakowskiej im. Tadeusza

KoS$ciuszki w latach 2016-2019)

Przygotowanie instrukcji do ¢wiczen oraz protokotéw z przedmiotéw: Biochemia (2)

(kierunek farmacja) oraz Biotechnologii w kosmetologii (2)(kierunek kosmetologia)

Przygotowanie instrukcji do ¢wiczen oraz protokotu (2) dla kierunku DDD w ramach

¢wiczen Biology in Pharmaceutical Science -Basic of Biochemistry

Przygotowanie materiatow audiowizualnych na potrzeby nauki zdalnej w czasie

pandemii dla kierunku Farmacja.

6.1.6 Doskonalenie warsztatu dydaktycznego i kompetencji zawodowych w ramach
szkolen

1.

Udziat w warsztatach dydaktycznych: Ars Docendi pt.: ,RézZne role nauczyciela
i rézne metody nauczania”. 12.2011 r.

Udzial w warsztatach dydaktycznych: Ars Docendi pt.: ,Metody aktywizujqce.”
12.2011r.

Udzial w warsztatach dydaktycznych: Ars Docendi pt.: ,Sztuka prezentacji.”
02.2012r.

Udzial w warsztatach dydaktycznych: Ars Docendi pt.: ,Jak dobrze zaprojektowac
kurs?” w wymiarze 15 godzin dydaktycznych. 02-04. 2017 r.

Udziatl w kursie: ,Statystyka dla medyka” w wymiarze 20 godzin dydaktycznych,
projekt wspotfinansowany przez Unie Europejska w ramach Europejskiego
Funduszu Spotecznego. Program Operacyjny Wiedza Edukacja Rozwdj 0§
Priorytetowa III. Szkolnictwo wyZsze dla gospodarki i rozwoju Dziatanie 3.5

Kompleksowe programy szkét wyzszych. 03-04. 2021 r.
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6. Udziat w wyktadzie z elementami warsztatu dla oséb zainteresowanych rozwojem
kompetencji dydaktycznych prowadzonym przez prof. Barbare Oakley pt.:
"Teaching & Learning means getting in mental "synchrony”. 05.2023 r.

6.2 Osiagniecia organizacyjne

6.2.1 Organizacja wydarzen

W latach 2016-2019 bytam czterokrotnie organizatorem oraz Koordynatorem
Matopolskiej Nocy Naukowcow na Wydziale Farmaceutycznym U] CM, wraz z
dr Katarzyng Wojcik-Pszczota. W ramach tego przedsiewziecia do moich obowigzkéw

nalezato:

e zgloszenie propozycji warsztatow i pokazow dla Wydziatu Farmaceutycznego U]
CM, prezentowanie planu i jego dyskusje,

e branie udziatu w pozyskaniu $rodkéw finansowych na organizacje wydarzenia,

e wspotorganizacja bezpieczenstwa (BHP) w trakcie wydarzenia na Wydziale
(konsultacje z Inspektorami BHP, ratownikami medycznymi),

¢ koordynowanie zapisdw na wydarzenie,

e koordynowanie wszystkich warsztatow odbywajacych sie na Wydziale (w tym:

zapotrzebowanie odczynnikowe, wydatki, faktury).

W roku 2018 bratam udzial w organizacji warsztatow pt.: ,, The application of in vitro
models in drug development” w ramach konferencji 26t International Medical Students’

Conference, Krakow. W trakcie tego przedsiewziecia do moich obowigzkéw nalezato:

e zaprojektowanie warsztatoéw od strony merytorycznej,
e przeprowadzenie warsztatow dotyczacych hodowli komoérkowych (pokaz
laboratorium, pokaz procedur, pokaz sprzetu laboratoryjnego),

e koordynowanie warsztatow prowadzonych przez studentow.
6.2.2. Organizacja konferencji

W latach 2012, 2013 oraz 2014 bytam cztonkiem Komitetu Organizacyjnego Konferencji
Doktorantéw Wydziatu Lekarskiego i Farmaceutycznego. Do moich obowigzkéw

nalezato:
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e udziat w spotkaniach z Komitetem Naukowym i wspoéttworzenie tematyki
wydarzenia,

e koordynowanie spéjnosci nadsytanych abstraktéw,

e koordynowanie sesji tematycznych,

e przygotowywanie certyfikatow uczestnictwa.

W roku 2016 bylam cztonkiem Komitetu Organizacyjnego Konferencji Nowoczesna

Kosmetologia - od Nauki do Biznesu na Wydziale Farmaceutycznym UJCM. Do moich

obowigzkoéw nalezato:

e udzial w poszukiwaniu firm obejmujgcych patronat wydarzenia,
e udzial w przygotowaniu materiatéw konferencyjnych,
e koordynowanie zapisow uczestnikow,

e przygotowywanie certyfikatow uczestnictwa.

6.2.3 Inne osiqgniecia popularyzatorskie

Artykuty o charakterze popularnonaukowym:
1. Kubowicz P, Koczurkiewicz P, Woéjcik K, Pekala E, Rok M, Slipek P. Zastosowanie ciektego azotu

w biotechnologii, farmacji i medycynie. Swiat Przemystu Farmaceutycznego. 1;22-25, 2014.

2. Klas K, Guzy P, Piska K, Wéjcik-Pszczota K, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Pekala E. Zastosowanie
modeli in vitro w przedklinicznych badaniach bezpieczeristwa nowych kandydatéw na leki. The
application of in vitro models in a preclinical safety evaluation of new drug candidates. Farmacja

Polska. 2018, (70)1:45-51. (MNISW:8)

3. Wojcik-Pszczota K, Koczurkiewicz P, Pekala E. Hodowle komdérkowe - wybrane zastosowania
w kosmetologii. Cell cultures - selected applications in cosmetology. Dermatologia Estetyczna.

2017:Vol.19,nr 1,s. 22-32.

Artykut popularnonaukowy promujacy wtasng tematyke badawcza:

1. Koczurkiewicz-Adamczyk P. ,Terapie skojarzone przysztosciq medycyny”, opublikowany
w portalu internetowym Rzecz o innowacjach, 27 sierpnia 2020.
Wydarzenia o charakterze popularyzujacym nauke:
1. Udzial w prowadzeniu zaje¢ w ramach warsztatow organizowanych dla licealistow , Lifescience
edycja 1” 2011 r. Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ.

2. Udzial w tworzeniu warsztatéw w ramach Dni otwartych UJ (lata 2012, 2013).
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3. Udzial w tworzeniu oraz prowadzeniu warsztatéw dla najmtodszych (6-9 lat) (pt.: ,Kqcik matego
naukowca”) w ramach Matopolskiej Nocy Naukowcow w Zaktadzie Biologii Komoérki, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ-wrzesien 2014 oraz wrzesien 2015

4. Udziat w organizacji stoiska naukowego oraz prezentacja (pt.: ,Niezle Ziétka”) w ramach Festiwalu
Nauki w Krakowie w Zaktadzie Biologii Komérki, Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii U]J-
maj 2014

5. Przygotowanie wyktadu w ramach spotkania z licealistami (Uniwersytet blizej Was) pt.: ,Skqd sie
biorg leki?’. Wydziat Farmaceutyczny U] CM 2018 r

6. Przygotowanie prelekcji pt.: ,,Drug screening procedure using in vitro models” w ramach odwiedzin
Wydziatu Farmaceutycznego przez studentéw Farmacji z Kopenhagi - 2014 r.

7. Tworzenie wydarzenia popularyzujagcego badania naukowe w ramach relacji
w mediach spotecznos$ciowych przygotowanej przez Uniwersytet Jagiellonski pt.: ,Dziert z mgr
Pauling Koczurkiewicz” w ramach ktorego powstat reportaz o pracy w laboratorium hodowli
komdrkowych- maj 2015 r.

8. Czterokrotna organizacja warsztatéw ,Magiczny Swiat Matego Biochemika” w Zak}adzie Biochemii
Farmaceutycznej U] CM w ramach Matopolskiej Nocy Naukowcow w latach 2016, 2017, 2018 oraz
2019r.

9. Udziat w debacie naukowej poSwieconej niedoborom witamin w diecie w ramach konferencji
VegeDay-2018 .

10. Przygotowanie i wygltoszenie wyktadu na zaproszenie w ramach konferencji studenckiej Zimowa
Szkota STN 2018. Jak dobrze zaplanowa¢ eksperyment naukowy? Krakéw 2018 r.

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

7.1 Inne (w tym miedzynarodowe) wspotprace naukowe, nie uwzglednione
w autoreferacie:

7.1.1 Wspétpraca naukowa z dr Pavel Starha z Department of Inorganic Chemistry,
Faculty of Science, Palacky University w Olomouc, Czechy

W ramach wspotpracy zrealizowane zostaty prace dotyczace m.in. oceny aktywnoS$ci
przeciwnowotworowej nowych metalokomplekséw zawierajacych iryd oraz platyne.
We wszystkich pracach bytam odpowiedzialna za analizy cytotoksycznosci
metalokompleksow:

e Masaryk L, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Milde D, Nemec I, Stoczynska K, Pekala E, Starha P.
Dinuclear half-sandwich Ir(lll) complexes containing 4,4'-methylenedianiline-based ligands:

synthesis, characterization, cytotoxicity. Journal of Organometallic Chemistry 2021, 938:121748.
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e Masaryk L, Zoufaly P, Stoczynska K, Zahradnikova E, Milde D, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Starha
P. New Pt(II) diiodido complexes containing bidentate 1,3,4 -thiadiazole -based ligands: Synthesis,
characterization, cytotoxicity. Inorganica Chimica Acta 2022, 536:120891.

e MasarykL, Orvos ], Stoczyniska K, Herchel R, Moncol ], Milde D, Hala$ P, Krikavova R, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Pekala E, Fischer R, Nemec |, Starha P. Anticancer half-sandwich Ir(IlI) complex and its
interaction with various biomolecules and their mixtures - a case study with ascorbic acid. Inorganic

Chemistry Frontiers 2022, 9:3758-3770.

7.1.2 Wspétpraca w ramach badania bezpieczenstwa zwiqzkow aktywnych

Moja kolejng wspotpraca naukowaq sg badania nad udowodnieniem bezpieczenstwa
i stabilnosci metabolicznej nowych substancji farmakologicznie aktywnych, potencjalnych
lekéw jak réwniez substancji o zastosowaniach kosmetycznych, co przyczynilo sie
do dalszego rozwoju tych struktur.

Toksyczno$¢ substancji, mutagennos$¢ czy tez brak stabilnoSci metabolicznej
to podstawowe a zarazem kluczowe parametry, wykluczajace potencjalne leki z dalszych
badan. Kazdg z tych aktywnos$ci mozna oceni¢ z uzyciem modeli in vitro. Wykorzystanie
modeli komérkowych wpisuje sie w zasade 3R (replacement, reduction, refinement), ktéra
ma na celu ograniczenie liczby wykorzystywanych zwierzat w poczatkowych fazach
testowania lek6éw, na etapach, gdzie jest to mozliwe (np. analizy cytotoksycznosci),
zastapienie metod in vivo przez ich odpowiedniki in vitro, oraz udoskonalenie obecnych
modeli in vitro. Takie podejScie umozliwia rowniez zredukowanie kosztow skriningdw
zwigzkéw aktywnych.

Swoje badania prowadze z zastosowaniem linii komoérkowych, stanowigcych ztoty
standard w ocenie bezpieczenstwa. W zakres moich analiz wchodzg: badania aktywnoSci
hepatocytotoksycznej, neurotoksycznej oraz kardiocytotoksycznej, ktoére oceniam
z wykorzystaniem komercyjnie dostepnych testow cytotoksycznos$ci, z autorskimi
modyfikacjami. = Dodatkowo  oceniam  stabilno§¢  metaboliczng  substancji
z wykorzystaniem modelu in vitro stanowigcego mikrosomy watrobowe (ludzkie,
szczurze oraz mysie). Takie kompleksowe podej$cie — oceny wstepnego bezpieczenstwa
i stabilno$ci metabolicznej nowych pochodnych jest niezwykle wazne, gdyz juz
na wstepnym etapie badan, daje wazng informacje zwrotng o podstawowych
parametrach aktywnego zwigzku.

Badania bezpieczenstwa i wstepnej stabilnosci metabolicznej prowadzitam dla

wielu grup zwigzkdéw, ktérych aktywnos¢ koncentruje sie w obrebie osrodkowego uktadu
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nerwowego (dziatanie przeciwlekowe, przeciwdepresyjne, b6l neuropatyczny).

W zwigzku z prowadzong aktywnos$cig naukowa powstaly m.in. nastepujace prace:

e GoraM, Czopek A, Rapacz A, Giza A, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Pekala E, Obniska ], Kaminski K.
Design, Synthesis and Biological Activity of New Amides Derived from 3-Benzhydryl and 3-sec-
Butyl-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetic Acid. ChemMedChem. 2021, 16(10):1619-1630. (IF: 3.54;
MNISW: 100)

e Rapacz A, Rybka S, Obniska ], Jodtowska A, Géra M, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Pekala E, Siwek
A, Filipek B. Analgesic and Antiallodynic Activity of Novel Anticonvulsant Agents Derived From 3-
benzhydryl-pyrrolidine-2,5-dione in Mouse Models of Nociceptive and Neuropathic Pain. European
Journal of Pharmacology. 2020, 869: 172890. (1F:4.43; MNISW:100)

e (Czopek A, Partyka A, Bucki A, Pawlowski M, Kotaczkowski M, Siwek A, Gluch-Lutwin M,
Koczurkiewicz P, Pekala E, Jaromin A, Tyliszczak B, Wesotowska A, Zagérska A. Impact of N-
Alkylamino Substituents on Serotonin Receptor (5-HTR) Affinity and Phosphodiesterase 10A
(PDE10A) Inhibition of Isoindole-1,3-dione Derivatives. Molecules. 2020, 25(17):3868. (IF:4.41;
MNISW:140)

e Zagorska A, Partyka A, Bucki A, Kotaczkowski M, Jastrzebska-Wiesek M, Czopek A, Siwek A, Gtuch-
Lutwin M, Bednarski M, Bajda M, Joniczyk ], Piska K, Koczurkiewicz P, Wesotowska A, Pawtowski
M. Characteristics of metabolic stability and the cell permeability of 2-pyrimidynyl-piperazinyl-
alkyl derivatives of 1H-imidazo[2,1-f]purine-2,4(3H,8H)-dione with antidepressant- and
anxiolytic-like activity. Chemical Biology & Drug Design. 2019,93(4):511-521.(IF: 2.55; MNISW:70)

Oproécz badania bezpieczenstwa potencjalnych kandydatéw na lek, prowadzitam
réwniez prace nad potencjalnymi substancjami promieniochronnymi, w grupie
pochodnych  arylidenohydantoiny, ksantonéw oraz kwasu cynamonowego
o ustalonym wczes$niej, korzystnym profilu spektralnym (ochrona UVA/UVB). Swoje

badania prowadzitam w ramach projektu:

e OPUS, Nowoczesna fotoprotekcja - opracowanie skutecznych i bezpiecznych filtréw UV w grupach
pochodnych arylidenohydantoiny i kwasu cynamonowego.nr 2016/21/B/NZ7/01756 (kierownik:
prof. Elzbieta Pekala)

Istotne w tym zakresie byto wykluczenie toksycznos$ci, dziatania draznigcego
czy aktywnoSci estrogenowej zwigzkow chemicznych, bedacych podstawa formulacji
produktéw kosmetycznych z przeznaczeniem do stosowania zewnetrznego. Co jest
niezwykle wazne, ze wzgledu na udowodniong mozliwos¢ kumulacji takich substancji
w organach, a takze ich wptywie na gospodarke hormonalng cztowieka. Wyniki moich

badan zostaty opublikowane w nastepujacych pracach:
e Sloczynska K, Popiét ], Gunia-Krzyzak A, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Zmudzki P, Pekala E.

Evaluation of two novel hydantoin derivatives using reconstructed human skin model episkinTM:
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perspectives for application as potential sunscreen agents. Molecules. 2022, 27(6):1850. (IF: 4.93;
MNISW:140)

e Popidt], Gunia-Krzyzak A, Stoczynska K, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Piska K, Wéjcik-Pszczota K,
Zelaszczyk D, Krupa A, Zmudzki P, Marona H, Pekala E. The Involvement of Xanthone and (E)-
Cinnamoyl Chromophores for the Design and Synthesis of Novel Sunscreening Agents.
International Journal of Molecular Sciences. 2021, 22(1):34. (IF: 6.21; MNISW:140)

e Popidt ], Piska K, Stoczyriska K, Bien A, Zelaszczyk D, Gunia-Krzyzak A, Koczurkiewicz P, Wéjcik-
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.

(IF:5.78; MNISW:140)

Badania bezpieczenstwa prowadzitam réwniez w ramach projektu:

e LIDER/26/0094/L-11/19/NCBR/2020: Innowacyjny produkt kosmetyczny wspomagajqgcy terapie

przebarwien u ludzi.

Potencjalne inhibitory procesu melanogenezy zostaty przeze mnie poddane
wielokierunkowej analizie bezpieczenstwa wzgledem szerokiego panelu komorek
prawidlowych pochodzenia ludzkiego, w tym szerokiego panelu komoérek skory.
W ramach tego projektu opracowalam i zoptymalizowatam hodowle pierwotnych
komorek ludzkich melanocytéw oraz dostosowatam warunki metodyczne. Wykonatam
szereg oznaczen opartych o testy cytotoksycznos$ci oraz proliferacji, na tej podstawie
toksyczne zwiqzki zostaty wykluczone z badan, a bezpieczne - wyselekcjonowane
do dalszych analiz. Wyniki projektu zostaly opublikowane w zgtoszeniu patentowym:

e ,(E)-N-cynamoiloaminoalkanole o aktywno$ci hamujacej melanogeneze”. Numer zgloszenia:
P.442046. Twércy: Gunia-Krzyzak A, Popiél ], Stoczyfiska K, Zelaszczyk, Woéjcik-Pszczota K,
Koczurkiewicz-Adamczyk P, Pekala E, Marona H, Borczuch-Kostanska M. Data zgloszenia

19.08.2022r.

a takze czeSciowo zostaty opublikowane w formie doniesien konferencyjnych:
e Gunia-Krzyzak A, Popiét ], Borczuch-Kostanska M, Wéjcik-Pszczota K, Koczurkiewicz-Adamczyk
P, Kasza P, Szafranski P, Zelaszczyk D, Pekala E. Compound A-111 - a novel small molecule candidate
for the topical treatment of hyperpigmentation. ESTIV Congress, Sitges, 21-25 listopada 2022.
e Popidt ], Stoczynska K, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Zelaszczyk D, Orzet K, Wéjcik-Pszczota K,
Szafranski P, Kasza P, Pekala E, Gunia-Krzyzak A. In vitro evaluation of safety profile of a cosmetic

ingredient - 4-methoxychalcone. ESTIV Congress, Sitges, 21-25 listopada 2022.
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7.1.3 Wspétpraca w ramach projektu oceniajqcego patomechanizmy astmy
oskrzelowej oraz poszukiwanie nowych potencjalnych terapeutykow

W ramach tej wspétpracy bytam wykonawcg grantu:

7,8-dipodstawione pochodne teofiliny bedqce silnymi inhibitorami wybranych izoenzymdéw PDE, jako
nowe zwiqzki o potencjale ograniczajqcym przebudowe drzewa oskrzelowego w astmie - badania w

modelach in vitro i in vivo. Opus/ 2017/27/B/NZ7/01633 (kierownik dr Katarzyna Wéjcik-Pszczota)

Do moich zadan nalezato: przygotowanie komérek do eksperymentéw, bratam udziat w

ocenie zywotnoSci komdrek, proliferacji oraz aktywnosci przeciwzapalnej. Dodatkowo

bratam udziat w analizie poptuczyn ptucnych z modelu in vivo.

Bratam udziat w badaniach naukowych opublikowanych w pracach:

Wojcik-Pszczota K, Jakieta B, Plutecka H, Koczurkiewicz P, Madeja Z, Michalik M, Sanak M.
Connective tissue growth factor regulates transition of primary bronchial fibroblasts to
myofibroblasts in asthmatic subjects. Cytokine. 2018, 102:187-190. (IF:3.07; MNISW:25)
Wjcik-Pszczota K, Chlon-Rzepa G, Jankowska A, Eugenie E, Swierczek A, Pociecha K,
Koczurkiewicz P, Piska K, Gawedzka A, Wyska E, Knapik-Czajka M, Pekala E, Gosens R. Novel
phosphodiesterases inhibitors from the group of purine-2,6-dione derivatives as potent
modulators of airway smooth muscle cell remodelling. European Journal of Pharmacology. 2019,
865:172779. (IF:3.26; MNISW:100)

Wojcik-Pszczota K, Chion-Rzepa G, Jankowska A, §lusarczyk M, Ferdek P.E, Kusiak A, Swierczek
Artur, Pociecha Krzysztof, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Wyska E, Pekala E, Gosens R. A Novel,
Pan-PDE Inhibitor Exerts Anti-Fibrotic Effects in Human Lung Fibroblasts via Inhibition of TGF-B
Signaling and Activation of cAMP/PKA Signaling. International Journal of Molecular Sciences.
2020,21(11):4008. (IF:5.92; MNISW:140)

Wjcik-Pszczota K, Jankowska A, Slusarczyk M, Jakieta B, Plutecka H, Pociecha K, Swierczek A,
Popiét ], Koczurkiewicz-Adamczyk P, Wyska E, Pekala E, Gosens R, Chton-Rzepa G. Synthesis and
in vitro evaluation of anti-inflammatory, antioxidant, and anti-fibrotic effects of new 8-
aminopurine-2,6-dione-based phosphodiesterase inhibitors as promising anti-asthmatic agents.
Bioorganic Chemistry. 2021, 117:105409. (IF:5.3; MNISW:100)

Wjcik-Pszczota K, Chton-Rzepa G, Jankowska A, Ferreira B, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Pekala
E, Wyska E, Pociecha K, Gosens R. Pan-phosphodiesterase inhibitors attenuate TGF-B-induced pro-
fibrotic phenotype in alveolar epithelial type II cells by downregulating smad-2 phosphorylation.
Pharmaceuticals. 2022, 15(4):423. (IF: 5.21; MNISW: 100)

Wojcik-Pszczota K, Szafarz M, Pociecha K, Stoczynska K, Piska K, Koczurkiewicz-Adamczyk P,
Kocot N, Chtoni-Rzepa G, Pekala E, Wyska E. In silico and in vitro ADME-Tox analysis and in vivo
pharmacokinetic study of representative pan-PDE inhibitors from the group of 7,8-disubstituted
derivatives of 1,3-dimethyl-7H-purine-2,6-dione. Toxicology and Applied Pharmacology. 2022,
(457):116318.(IF: 4.46; MNISW: 140)
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7.1.4 Wspoilpraca naukowa z prof. Stawomirem Wybrancem z Politechniki
Krakowskiej, Wydzial Inzynierii i Technologii Chemicznej, Katedra Technologii
Chemicznej i Analityki Srodowiskowej

W ramach tej wspotpracy bytam wykonawca grantu:

e Badania aktywnosci i stabilnosci barwnikéw gomfreninowych z ekstraktow Basella alba L. Opus/

2017/27/B/NZ9/02831 (Kierownik: prof. Stawomir Wybraniec).

Do moich zadan badawczych nalezata analiza aktywno$ci przeciwzapalnej,

antyoksydacyjnej oraz kardioprotekcyjnej barwnikéw gomfreninowych (1-14).

7.1.5 Wspétpraca z sektorem gospodarczym

W trakcie pracy naukowej nawigzatam wspéiprace z firmami (Areo BW oraz
Insignes Labs) dzieki ktdérej bytam zaangazowana w realizacje 4 projektéw naukowych,
z czego jednego jako kierownik (Zat.4. I11.2, podpunkt A oraz B) W trakcie wspotpracy
bytam zaangazowana w doradztwo naukowe wymienionym firmom, ustalanie kierunkéw
rozwoju i wdrazanie nowych technologii. Uczestniczytam w licznych spotkaniach,
dyskusjach panelowych i bratam udziat w pisaniu kazdego z wymienionych projektow

naukowych.

7.2 Stypendia wyjazdowe na szkolenia i kongresy miedzynarodowe

W trakcie mojej pracy naukowej zdobytam stypendium przyznawane przez FEBS
(European Federation of Biochemistry Society) - Youth Travel Fund (YTF) finansujace
pobyt i udzial w warsztatach praktycznych FEBS Advanced Lecture Course , Analysis and
Engineering of Biomolecular Systems”, ktore odbywaty sie w Grecji (wyspa Spetses)
w dniach 11-17 wrze$nia 2010 r. W czasie tych warsztatow miatam okazje naby¢
umiejetnosci z zakresu podstaw wykorzystania narzedzi modelowania molekularnego
w projektowaniu lekéw, nauki nowych programéw do opracowan statystycznych
wynikéw badan. Oprocz udziatu w warsztatach miatam okazje bra¢ udziat w seminariach
na ktérych wuczestnicy prezentowali swoje wyniki badan, atakze w panelach
dyskusyjnych prowadzonych przez doswiadczonych naukowcéw. Wyjazd ten stanowit
cenng lekcje i umozliwit nawigzanie kontaktéw, ktore otwieraly nowe mozliwosci

badawcze. W kolejnych latach czterokrotnie udato mi sie zdoby¢ stypendia finansujace
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wyjazdy na kongresy organizowane przez FEBS, odpowiednio: 22 ITUBMB 37th FEBS
Congress Sewilla, Hiszpania (2012), 38 th FEBS Congress, Petersburg, Rosja (2013), 44th
FEBS Congress Krakow, Polska (2019) oraz 25th [UBMB 46th FEBS 15th PABMB Congress
Lizbona, Portugalia (2022).

7.3 Udziat w wybranych szkoleniach i kursach branzowych

10.

Seminarium pt.”Testy komdrkowe: metody i narzedzia do badania odpowiedzi komdrkowej”
15.10.2012, Krakéw (Promega)

Seminarium pt.”Bioluminescencyjne systemy genéw reporterowych - Niezawodne narzedzia do
badania regulacji genéw i szlakéw sygnatowych w komdrkach” 23.04.2013, Krakéw (Promega)
Seminarium ,Optymalizacja wybranych technik analizy biatek”. 10.06.2013, Krakéw (ALAB)
Szkolenie pt. "Naukowiec w biznesie” - cykl szkoleniowo-warsztatowy dla pracownikéw sektora
B+R” jest wspéifinansowany ze $rodkéw Unii Europejskiej w ramach Europejskiego Funduszu
Spotecznego Cztowiek - najlepsza inwestycja. 01-02.2013, Krakéw (INVESTIN)

Szkolenie dla 0s6b odpowiedzialnych za planowanie oraz wykonujgcych procedury na zwierzetach,
pracujacych ze zwierzetami. 25.09.2015, Krakow (POLSASA)

Kurs dobrej praktyki klinicznej (ICH GCP) dla badaczy i zespotéw badawczych, 19.09.2015,
Matopolski Osrodek Medycyny Translacyjnej Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum,
Krakéw

JSztuka prezentacji - aspekty metodyki prezentacji multimedialnej i wystgpieni publicznych”
Towarzystwo Doktorantéw CM U], 26 -27.11. 2016, Krakéw

Szkolenie: Skuteczne Zarzqdzanie Projektem. Organizowane przez Krajowy Naukowy Osrodek
Wiodacy 2012-2017, realizowanego na Wydziale Lekarskim U] CM.10-11.03.2016, Krakow
Seminarium - ,Przebieg analizy RNA metodq RT-Qpcr”, 14.05.2018 Jagielloniskie Centrum Innowacji
Sp. z 0.0. (Genomic Essentials), Krakéw

Szkolenie: “Good Plastics - Bad plastics. Jak materialy eksploatacyjne mogq wptywacé na wyniki
badan”, zorganizowanym przez firme Eppendorf Poland Sp. z 0.0. 19.12.2022, Krakéw

7.4 Wyrodznienia i nagrody

Wyrdznienia uzyskane przed otrzymaniem stopnia doktora

wyroznienie najlepszego wystgpienia ustnego: Koczurkiewicz P, Podolak I,
Galanty A, Michalik M, Janeczko Z. Perspektywa wykorzystania saponin
triterpenowych w terapii przeciwnowotworowej. V Seminarium Kopernikanskie.
16-18.06.2011, Torun.

wyrdznienie za najlepszg prezentacje posterowa: Koczurkiewicz P, Podolak |,
Woijcik K, Czyz ], Michalik M: Synergistyczny efekt saponiny triterpenowej Lclet 4
stosowanej tgcznie z mitoksantronem na ludzkie komdrki nowotworu prostaty.
Konferencja Doktorantéw Wydziatu Lekarskieg i Farmaceutycznego U] CM, 2013,
Krakow
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Wyrdznienia uzyskane po otrzymaniu stopnia doktora

Wyroéznienie przez Rade Wydziatu Farmaceutycznego U] CM rozprawy doktorskiej
pt. ,Wplyw wybranych saponin triterpenowych na komorki nowotworu prostaty
w badaniach in vitro” - 05.2015.

Wyrodznienie certyfikatem Wiley publikacji: Gunia-Krzyzak A, Stoczynska K, Popiét
], Koczurkiewicz P, Marona H, Pekala E. Cinnamic acid derivatives in cosmetics -
current use and future prospects. Int. ]. Cosmet. Sci. 40(4):356-366, 2018 - jako
“top downloaded article 2017 - 2018, top 20 most read paper” International
Journal of Cosmetic Science.

Wyréznienie prezentacji posterowej: Koczurkiewicz P, Piska K, Gunia-Krzyzak A,
Andrysiak K, Bucki A, Stepniewski ], Jamrozik M, Klas K, Wéjcik-Pszczota K,
Kotaczkowski M, Dulak ], Pekala E: Cytoprotective effect of cinnamic acid derivatives
on DOX-induced cardiotoxicity, a correlation with the inhibition of carbonyl
reductase mediated metabolism. X1 Multidyscyplinarna Konferencja Nauki o Leku,
14-16.11.2018, Warszawa.

Ztoty medal za prezentacje wynikow w ramach wynalazku: ]. Ortyl; M. Topa; A.
Chachaj-Brekiesz, P. Sroda; P. Szymaszek; W. Kasprzyk; T. Swiergosz; D. Krok; M.
Jankowska; F. Petko; K. Dzieciotowska; M. Zdebski; P. Koczurkiewicz-Adamczyk.
An Ultrasensitive Fluorescence Sensors for the Rapid and Selective Detection of Heavy
Metal Ions in Drinking. PRO INVENT Salonul International Al Cercetarii Stiintifice,
Inovarii Si Inventicii, 18.11.2020-20.11.2020 Cluj-Napoca, Rumunia

Ztoty medal za prezentacje wynikow w ramach wynalazku: ]. Ortyl; M. Topa; A.
Chachaj-Brekiesz, P. Sroda; P. Szymaszek; W. Kasprzyk; T. Swiergosz; D. Krok; M.
Jankowska; F. Petko; K. Dzieciotowska; M. Zdebski; P. Koczurkiewicz-AdamczyKk.
Fast-Responsive and Highly Sensitive Molecular Fluorescent Markers for Imaging of
Structure in Live-Cell Dynamics and Structure at the Single-Molecule Level. PRO
INVENT Salonul International Al Cercetarii Stiintifice, Inovarii Si Inventicii,
18.11.2020-20.11.2020 Cluj-Napoca, Rumunia

Srebrny medal za prezentacje wynikéw w ramach wynalazku: Ortyl ], Starzak K,
Niezgoda P, Chachaj-Brekiesz A, Szymaszek P, Fiedor P, Kasprzyk W, Swiergosz T,
Koczurkiewicz-Adamczyk P, Galek M. Fluorescent Sensors for the Detection
of Heavy Metal Ions in Aqueous Media fluorescence imaging. Korea International

Women’s Invention Exposition, 10.09.2021, Korea
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Nagrody otrzymane przed uzyskaniem stopnia doktora

v

Nagroda Prezydenta Miasta Krakowa dla najzdolniejszych doktorantéw
realizujacych innowacyjne projekty naukowe, Krakow 2011
Nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego U] CM za osiggniecia naukowe

i organizacyjne za 2014 rok

Nagrody otrzymane po uzyskaniu stopnia doktora

Nagroda Dziekana Wydziatu Farmaceutycznego U] CM za osiggniecia naukowe
i organizacyjne za 2016 rok

Nagroda Rektora U] Zespotowa II stopnia za osiggniecia naukowe w roku
akademickim 2018/2019

Nagroda Rektora U] Zespotowa III stopnia za osiggniecia naukowe w roku
akademickim 2019/2020

Nagroda Prorektora ds. dydaktyki - wyrdzniajacy sie wynik w ankietowej ocenie
zaje¢ prowadzonych w roku akademickim 2019/2020.

Nagroda Rektora U] Zespotowa Il stopnia za osiggniecia naukowe w roku
akademickim 2020/2021

Nagroda Rektora U] Zespotowa III stopnia za osiggniecia naukowe w roku

akademickim 2021/2022
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