UNIWERSYTET JAGIELLONSKI
COLLEGIUM MEDICUM

Autoreferat

Katarzyna Wojcik-Pszczola

Wydziat Farmaceutyczny
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej

Krakow 2023

Zalacznik 3



dr n .med. Katarzyna Wojcik-Pszczota
Zatgcznik nr 3 Autoreferat

Spis tresci
1. M@ 1 NAZWISKO. 1.ttt et e e n e nne s 3

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne — z podaniem podmiotu nadajacego
stopien, roku ich uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskie]. .......ccceevvviriiiiniiiiniiiiiniinnns 3

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub artystycznych. 3

4. Omowienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca 2018
r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.). ............ 4

4.1.  Osiggniecie naukowe stanowigce cykl powigzanych tematycznie artykutow

naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pKt 2D USTAWY. ......ccoeviiiiiieece e 4
4.1.1. Tytul 0s132NICCIa NAUKOWEEZO ....veivviiiiiiiiciieeie e 4
4.1.2. Publikacje wchodzace w sktad osiggnigcia NAUKOWEEZO ......ccevvvrviiieiiiiieiiee e 4
4.1.3. Wprowadzenie do tematyki 0siggni¢cia NAUKOWEEZO0 .......c.cvervieiririeiieiiiiieseee e 8
4.1.4.7a10Z€N12 1 CEL PLACY ..vvivieiiiiiisiieite ettt nne s 14
4.1.5.0mowienie wynikdw wlasnych badan ............ccocovviiiiiiiiii s 16
4.1.6.Podsumowanie 0s13gnigcia NAUKOWEEZO . ........eivirriiririeiiieiisiiesieee e 30

4.2.  Pozostale 0s13gniecia NAUKOWE ........c.covviiiiiiiiiiiicic s 32

5. Informacja o wykazywaniu si¢ istotng aktywnos$cig naukowg albo artystyczng realizowang
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegolnosci

ZAGTANICZINEY. ...t 38

6. Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
TUD SZEUKE. ... 43
6.1.  Osiggniecia dydaktyCzZne ..........cccoiiiiiiiiiiiiiiieiee e 43
6.2.  OS13ZNICCIA OTZANIZACYJIIE ..vvirvverreeuriitresieeseesteesreeresseesteeseesbe e bt assesseesteesnesneenneannenneas 47
6.3.  Osiggniecia popularyzujace NAUKE ........c.coevviiieiiiiiiiieiee e 48
7. Oprocz kwestii wymienionych w pkt. 1-6, wnioskodawca moze poda¢ inne informacje,
wazne z jego punktu widzenia, dotyczace jego kariery zawodowe]. ........covvevveriviiiicnennne. 49

8. PISIMICIINICIWO ...ttt b et b et e st e e b n e 55



dr n .med. Katarzyna Wojcik-Pszczola
Zatgcznik nr 3 Autoreferat

1. Imie¢ i nazwisko.

Katarzyna Wojcik-Pszczota (nazwisko rodowe Wojcik)

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

16.04.2015

2009 - 2013

18.06.2009

2004 — 2009

Uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych w zakresie
biologii medycznej

Wydziat Lekarski

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Tytut  pracy: ,, Czynniki regulujgce transformacje  fibroblastow
oskrzelowych w miofibroblasty u chorych na astme”.

Promotor pracy: prof. dr hab. Marek Sanak

Promotor pomocniczy pracy: dr hab. Marta Michalik

Studia doktoranckie

specjalnosc¢: biologia medyczna

Wydzial Lekarski

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

Uzyskanie tytulu zawodowego magistra biologii, specjalno$¢ biologia
komorki

Wydzial Biologii 1 Nauk o Ziemi, praca realizowana w Zakladzie Biologii
Komorki, Wydzialu Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii

Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

Tytul pracy: ,, Wphw transformujgcego czynnika wzrostowego typu f
i chlorku litu na roznicowanie w miofibroblasty ludzkich fibroblastow
oskrzelowych izolowanych od pacjentow zdrowych oraz chorych
na astme”

Promotor pracy: dr Marta Michalik

Studia magisterskie

Kierunek: biologia

Specjalno$¢: biologia komarki

Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski, Krakow

3. Informacja o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

2016 — obecnie

Adiunkt
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow
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2013 - 2016 Asystent
Zaktad Biochemii Farmaceutycznej, Wydziat Farmaceutyczny

Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum, Krakow

4. Omowienie osiagnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z p6zn. zm.).
Omowienie to winno dotyczy¢ merytorycznego ujecia przedmiotowych osiagnie¢,
jak i w sposob precyzyjny okresla¢ indywidualny wklad w ich powstanie, w
przypadku, gdy dane osiagniecie jest dzielem wspoétautorskim, z uwzglednieniem
mozliwosci wskazywania dorobku z okresu calej kariery zawodowej.

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

4.1.1. Tytul osiagniecia naukowego

Aktywnos¢ przeciwzapalna i przeciwzwloknieniowa nowych inhibitoréow fosfodiesteraz z grupy

pochodnych puryno-2,6-dionu o potencjalnym zastosowaniu w terapii astmy oskrzelowej

4.1.2. Publikacje wchodzgce w sklad osiagniecia naukowego

Osiagniecie naukowe stanowigce cykl powiazanych tematycznie artykutdéw naukowych,
zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b ustawy zostalo udokumentowane 6 oryginalnymi pracami
opublikowanymi w recenzowanych czasopismach, znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JCR). Dla kazdej pracy zostaly podane wspotczynnik wplywu czasopisma (IF)
w roku publikacji oraz odpowiadajace czasopismu punkty Ministerstwa Edukacji i Nauki
(MEIN).

Zgodnie z zalaczong analizg bibliometryczng (Zatacznik 7), sumaryczny wspotczynnik IF
prezentowanego cyklu wynosi 29.883, a taczna punktacja MEIN to 650. We wszystkich
pracach stanowigcych cykl powigzanych tematycznie artykulow naukowych, zgodnie

z art. 219 ust. 1. pkt 2b ustawy jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem.

H1 Waéjcik-Pszezola K*, Chlon-Rzepa G, Jankowska A, Ellen 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. Eur J
Pharmacol. 2019, 865: 172779. doi: 10.1016/j.ejphar.2019.172779.
IF2019 = 3.263, 100 pkt MEIN
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Wojcik-Pszczola K*, Chton-Rzepa G, Jankowska A, Slusarczyk M, Ferdek PE, Kusiak
AA, Swierczek A, Pociecha K, 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-£ Signaling and Activation of CAMP/PKA Signaling.
Int J Mol Sci. 2020, 21(11): 4008. doi: 10.3390/ijms21114008.

IF2020 = 5.924, 140 pkt MEIN

Wojcik-Pszczola K”, Jankowska A, Slusarczyk M, Jakieta B, Plutecka H, Pociecha
K, Swierczek A, Popiot J, 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. Bioorg Chem. 2021, 117: 1054009.
d0i:10.1016/j.bioorg.2021.1054009.

IF2021 = 5.307, 100 pkt MEIN

Wajcik-Pszczota K*, Chion-Rzepa G, Jankowska A, Ferreira B, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Pg¢kala E, Wyska E, Pociecha K, Gosens R. Pan-Phosphodiesterase
Inhibitors Attenuate TGF-g-Induced Pro-Fibrotic Phenotype in Alveolar Epithelial
Type Il Cells by Downregulating Smad-2 Phosphorylation. Pharmaceuticals (Basel).
2022, 15(4): 423. doi: 10.3390/ph15040423.

IF2022 = 5.215, 100 pkt MEIN

Wojcik-Pszczola K*, Szafarz M, Pociecha K, Stoczynska K, Piska K, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Kocot N, Chion-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.Toxicol Appl Pharmacol. 2022, 457:116318. doi:10.1016/j.taap.2022.116318.
IF2022 = 4.460, 140 pkt MEIN

Wojcik-Pszczola K*, Pociecha K, Chton-Rzepa G, Zadrozna M, Nowak B, Plutecka
H, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Przejczowska-Pomierny K, Pekala E, Gosens R,
Wyska E. Inhaled pan-phosphodiesterase inhibitors ameliorate ovalbumin-induced
airway inflammation and remodeling in murine model of allergic asthma. Int
Immunopharmacol. 2023, 119: 110264. doi: 10.1016/j.intimp.2023.110264.

IF2023 = 5.714, 70 pkt MEIN

* autor korespondencyjny
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Badania opisane w pracach stanowigcych cykl powigzanych tematycznie artykulow

naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b ustawy (H1-H6), zostaly wykonane

w nastepujacych osrodkach:

A.

Wszystkie badania biologiczne/biochemiczne zaprezentowane w pracach H1-H6
(poza wymienionymi w punktach C-J) zostaly wykonane w Zakladzie Biochemii
Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceutycznego UJICM w Krakowie, w trakcie mojego
zatrudnienia w tej Jednostce. Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. Elzbieta Pekala.
Wszystkie badane zwiazki (prace H1-H6) zostaly zsyntetyzowane w zespole dr hab.
Grazyny Chton-Rzepy, prof. UJ, w Zakladzie Chemii Lekéw, Katedry Chemii
Farmaceutycznej, Wydzialu Farmaceutycznego UJCM w Krakowie. Kierownik
Katedry: prof. dr hab. Marcin Kotaczkowski.

Wartosci ICso dla badanych zwiazkéw (prace HI1-HG6) zostaly wyznaczone
w Zaktadzie Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej, Wydzialu Farmaceutycznego
UJCM w Krakowie. Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. Elzbieta Wyska.

Badania z udziatem komorek ASMC zaprezentowane w pracy H1 zostaly przeze mnie
czesciowo wykonane w Department of Molecular Pharmacology, Uniwersytetu
w Groningen, w ramach stazu naukowo-szkoleniowego (ST5). Kierownik Zaktadu:
prof. dr. Martina Schmidt.

Badania wykonane metoda Western blot i zaprezentowane w pracy H1 zostaty
przeprowadzone w Zaktadzie Analityki Biochemicznej, Wydziatu Farmaceutycznego
UJCM w Krakowie. Kierownik Zaktadu: dr hab. Matgorzata Kanpik-Czajka.
Oznaczenia wewnatrzkomérkowego poziomu wapnia zaprezentowane w pracy H2
zostaly wykonane w Zaktadzie Biologii Komorki, Wydziatu Biochemii, Biofizyki
i Biotechnologii UJ w Krakowie. Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. Zbigniew Madeja.
Oznaczenia wykonane technikg Luminex i zaprezentowane w pracach H3 i H6 zostaty
wykonane w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Genetyki Klinicznej, 11 Katedry
Chorob Wewngtrznych, Wydziatlu Lekarskiego UJCM w Krakowie. Kierownik
Zaktadu: prof. dr hab. Marek Sanak.

. Badania farmakokinetyczne (praca H5) i badania wykonane na zwierzetach w modelu

przewlektej astmy alergicznej (praca HG6) zostaly wykonane w Zaktadzie
Farmakokinetyki 1 Farmacji Fizycznej, Wydziatu Farmaceutycznego UJCM
w Krakowie. Kierownik Zaktadu: prof. dr hab. Elzbieta Wyska. Badania zostaty
zatwierdzone przez I Lokalng Komisj¢ Etyczng w Krakowie (uchwata nr 426/2020).



dr n .med. Katarzyna Wojcik-Pszczola
Zatgcznik nr 3 Autoreferat

I. Badania histologiczne zaprezentowane w pracy H6 zostaly wykonane w Zaktadzie
Cytobiologii, Katedry Farmakobiologii, Wydzialu Farmaceutycznego UJCM
w Krakowie. Kierownik Katedry: prof. dr hab. Gabriel Nowak.

J. Badania funkcjonalnego oddzialywania zwigzkéw w kanalem TRPA1 (praca H2)
zostaly wykonane komercyjnie w laboratoriach Eurofins Panlabs, Inc. w Stanach
Zjednoczonych.

K. Badania receptorowe (praca H5) zostaly wykonane komercyjnie w laboratoriach
Eurofins Cerep we Francji.

L. W badaniach zaprezentowanych w pracy H4 wykorzystano pobrane w Il Katedrze
Choréb Wewngtrznych UICM w Krakowie, podczas wezesniejszego projektu, ludzkie
komoérki nablonka oskrzeli wyizolowane 2z wycinkow  bronchoskopowych
pochodzacych od pacjentow z astmg. Procedura pobierania komoérek zostata
zatwierdzona przez Komisj¢ Bioetyczng UJ (KBET/68/B/2008), uzyskano réwniez

swiadomg pisemng zgodg¢ od kazdego uczestnika.

Badania opisane w pracach H1-H6, stanowigcych cykl powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b ustawy, byly finansowane z dwoch
kierowanych przeze mnie projektow:

e Okreslenie wptywu inhibitora fosfodiesterazy 4, roflumilastu, na indukowane TGF-f
1 zalezne od kinazy biatkowej A roznicowanie fibroblastow plucnych
w miofibroblasty”, nr K/MNT/000034, projekt finansowany ze zrddet Narodowego
Centrum Nauki, w ramach konkursu MINIATURA 1, realizowany od 07.12.2017
do 06.12.2018 (PR2)

e 7.8-dipodstawione pochodne teofiliny bedace silnymi inhibitorami wybranych
izoenzymoéw PDE, jako nowe zwigzki o potencjale ograniczajacym przebudowe
drzewa oskrzelowego w astmie - badania w modelach in vitro i in vivo”,
nr 2017/27/B/NZ7/01633, projekt finansowany ze zroédel Narodowego Centrum
Nauki, w ramach konkursu OPUS 14, realizowany od 27.06.2018 do 26.12.2022
(PR3)

Badania zaprezentowane w pracy H1 byty rowniez czg¢sciowo finansowane z projektu
pt. ,,Nowe dualne inhibitory PDE4 i PDE7 w grupie pochodnych puryny i deazapuryny -
perspektywa dla terapii choréb o podiozu autoimmunologicznym”, nr 2014/15/B/NZ7/00885,

finansowanego ze zrodet Narodowego Centrum Nauki, w ramach konkursu OPUS 8, oraz
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przy wsparciu stypendium Short-Term Research Fellowship finansowanego przez European
Respiratory Society (projekt pt. ,,The effect of newly synthesized PDE3/4 inhibitors on airway
smooth muscle cells function in asthma”).

Badania zaprezentowane w pracy H2 byly cze¢sciowo finansowane ze S$rodkow
projektu pt. ,,Wielofunkcyjne ligandy - antagonisci kanalu TRPA1 i inhibitory fosfodiesteraz
jako nowe podejscie w terapii bolu 1 przewlektych chorob uktadu oddechowego”,
nr 2018/29/B/NZ7/00285, finansowanego ze zrodet Narodowego Centrum Nauki, w ramach
konkursu OPUS 15, ktorego jestem Wykonawca (PR7).

Aparatura wykorzystana do pozyskania wynikéw zaprezentowanych w pracy H3
zostata doposazona ze S$rodkdéw Priorytetowego Obszaru Badawczego qLife w ramach
programu ,,Inicjatywa Doskonato$ci — Uczelnia Badawcza” w Uniwersytecie Jagiellonskim”.

Oprogramowanie wykorzystane do badan in silico zaprezentowanych w pracy H5
zostato zakupione w ramach projektu pt. ,,Bioremediacja zanieczyszczen wody wywotanych
lekami 1 kosmetykami przez grzyby Cunninghamella - biotechnologiczna strategia
oczyszczania Srodowiska”, nr 2020/37/B/NZ7/02546, finansowanego ze zrodet Narodowego
Centrum Nauki, w ramach konkursu OPUS 19, ktorego jestem Wykonawca (PR8).

4.1.3. Wprowadzenie do tematyki osiagniecia naukowego

4.1.3.1. Ogolna charakterystyka i patogeneza astmy oskrzelowej

Astma oskrzelowa jest przewlekta chorobg zapalng drog oddechowych. Glowne
objawy astmy oskrzelowej to niekontrolowany skurcz oskrzeli, napadowa dusznos¢,
$wiszczacy 1 sptycony oddech, ucisk w klatce piersiowej oraz uporczywy kaszel. W ostatnich
latach notuje si¢ coraz wigcej przypadkow tej choroby, zarowno w krajach rozwinigtych , jak
i rozwijajacych si¢. W oparciu 0 najnowszy raport Global Initiative for Asthma (GINA 2023)
szacuje si¢, ze na astm¢ oskrzelowg w zalezno$ci od kraju choruje od 1-29% populacji,
a wérod dzieci jest ona najczestsza choroba przewlekta [1]. Z Kkolei raport Swiatowej
Organizacji Zdrowia (ang. WHO) wskazuje ze w 2019 roku choroba ta dotkngta ponad 260
milionéw ludzi i doprowadzita do prawie pdét miliona zgondéw na $wiecie [2]. Astma
towarzyszy choremu przez cale jego zycie, a nieleczona i zle kontrolowana w skrajnych
przypadkach moze prowadzi¢ do S$mierci. Za glowne czynniki ryzyka, sprzyjajace
wystapieniu tej choroby uznaje si¢: wystepowanie astmy u bliskich krewnych, alergie i niezyt

nosa, zanieczyszczenia $rodowiska 1 inne czynniki draznigce, alergeny $rodowiskowe
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1 urbanizacja, wcze$niactwo, niska masa urodzeniowa 1 czgste infekcje wirusowe uktadu
oddechowego, inne towarzyszace choroby ukladu oddechowego (np. przewlekla obturacyjna
choroba ptuc, POChP), dieta i niektore leki (np. aspiryna), niska aktywnos$¢ fizyczna, a takze
nadwaga i otytos¢ [1].

W patogeneze astmy oskrzelowej zaangazowane s3 rdézne komorki uktadu
odporno$ciowego m.in. mastocyty, eozynofile, limfocyty T, komoérki dendrytyczne,
makrofagi i neutrofile oraz wydzielane przez nie liczne czynniki nasilajace proces zapalny
i prowadzace do nadreaktywnosci drog oddechowych, a w konsekwencji takze do ich
przebudowy (ang. remodeling) [3-5]. Za nasilenie przebudowy $ciany droég oddechowych
odpowiada wiele réznych czynnikoéw nalezacych do cytokin i chemokin prozapalnych,
mediatoréw lipidowych, czynnikow wzrostu, czynnikow mechanicznych, bialek macierzy
zewnatrzkomorkowej, i in. [5-7]. Jednym =z wazniejszych czynnikow wzrostu
odpowiedzialnym za remodeling droég oddechowych w astmie jest transformujgcy czynnik
wzrostu typu B (TGF-B) [8]. W wyniku zmian spowodowanych przebudowsg dochodzi
do pogrubienia $ciany/zwezenia $wiatta drog oddechowych, a co za tym idzie zmniejszenia
ich droznosci, utrudnienia przeptywu powietrza i zaburzen oddychania. Przebudowa drog
oddechowych jest procesem wieloetapowym, obejmujacym m.in. nieprawidtowosci w obrebie
nabtonka oddechowego, nadmierng produkcje §luzu, hiperplazje 1 hipertrofi¢ komoérek migsni
gladkich, pogrubienie btony podstawnej, zwldknienie podnabtonkowe, angiogeneze,
czy réznicowanie fibroblastow w miofibroblasty (ang. fibroblast to myofibroblast transition,
FMT) (Ryc. 1).

W remodelingu uczestniczg zarowno komoérki odpornosciowe jak 1 komorki
strukturalne drog oddechowych [5]. Pod wplywem czynnikéw prozapalnych obecnych
w drzewie oskrzelowym w trakcie przebiegu choroby dochodzi do uszkodzenia warstwy
komorek nabtonkowych. Aktywowane komorki nabtonkowe wydzielaja bardzo duze ilo$ci
czynnikow prozapalnych/prozwioknieniowych, ktore oddziatujg na inne komorki, a takze
sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowej, przez co bezposrednio przyczyniajg si¢
do zwigkszenia si¢ grubosci warstwy podnabtonkowej [9,10]. Dodatkowo, obserwuje si¢
zaburzenia w procesie regeneracji oraz utrat¢ integralnosci komorek nablonkowych. Inng
wazng cechg przebudowy zwigzang z warstwa nabtonka, jest zanik komoérek rzgskowych,
zwigkszenie udzialu komodrek kubkowych i nadprodukcja $luzu  (Ryc. 1).
Prozapalne/prozwioknieniowe czynniki obecne w drogach oddechowych chorego, a wsrod
nich gtownie TGF-f, oddzialuja rowniez na warstwe komoérek mieéni gltadkich. Uwaza sie,

ze hiperplazja, hipertrofia oraz migracja komoérek migéni gladkich jest jedng z glownych
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przyczyn pogrubienia si¢ $ciany i zmniejszenia droznosci drog oddechowych [6,11,12].
Zwigkszenie si¢ grubosci warstwy komorek mies$ni gladkich prowadzi do skurczu oskrzeli,
a ich aktywacja do nadmiernego odktadania sktadnikow macierzy zewnatrzkomorkowe;j
i nadprodukcji czynnikow prozapalnych/prozwidknieniowych. Inny bardzo wazny proces
majacy bezposrednio wplyw na przebudowe drog oddechowych, to zachodzace w warstwie
podnablonkowej fenotypowe roznicowanie fibroblastow w miofibroblasty (Ryc. 1) [7,13].
Miofibroblasty s3 komorkami wykazujacymi zdolno$¢ do syntezy zaroéwno skladnikow
macierzy zewnatrzkomoérkowej (podobnie jak fibroblasty) jak i izoformy a-aktyny komorek
miesni gladkich (ang. a-smooth muscle actin, a-SMA, podobnie jak miocyty). Komorki
te dzicki wysokiej aktywnosci metabolicznej i wlasciwosciom kurczliwym aktywnie
uczestniczag w przebudowie drég oddechowych [5,7,13,14]. Podsumowanie procesow
prowadzacych do przebudowy drzewa oskrzelowego zachodzacych w komorkach
nabtonkowych, w warstwie podnabtonkowej oraz komodrkach mieéni gladkich drog

oddechowych przedstawiono na Rycinie 1.

Nadprodukcja sluzu
oy
J,,vﬂ*“’) Alergeny
& Uszkodzenie komorek nabtonka
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Rycina 1. Patogeneza astmy oskrzelowej z uwzglednieniem procesu zapalnego
i przebudowy drog oddechowych. Utworzono z wykorzystaniem BioRender.com.
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4.1.3.2. Aktualne strategie i wyzwania terapeutyczne w leczeniu astmy oskrzelowej

Zgodnie z wytycznymi GINA, farmakoterapia astmy obejmuje przede wszystkim leki
przeciwzapalne i rozkurczowe [1]. W podstawowym leczeniu, w zalezno$ci od stanu pacjenta
stosuje si¢ glikokortykosteroidy wziewne oraz dziatajace ogolnoustrojowo, krotko i dtugo
dziatajace B2 adrenomimetyki, leki antyleukotrienowe i przeciwcholinergiczne. W terapii
astmy o poditozu alergicznym podaje si¢ réwniez leki antyhistaminowe i wdraza si¢
immunoterapi¢. Glownym zadaniem leczenia stosowanego w astmie oskrzelowej jest kontrola
choroby [1,15,16].

Pomimo dostgpnosci szerokiej gamy lekdw przeciwzapalnych 1 rozszerzajacych
oskrzela terapia astmy oskrzelowej ciaggle przynosi wyzwania naukowe i1 badawcze.
Powszechnie wiadomo, ze dlugotrwale leczenie duzymi dawkami doustnych
glikokortykosteroidow moze powodowa¢ rdézne dziatania niepozadane, w tym infekcje,
powiktania zZotgdkowo-jelitowe, kostno-mig$niowe, sercowo-naczyniowe, metaboliczne
I psychiatryczne [17]. Powaznym wyzwaniem terapeutycznym jest tagodzenie skutkow
choroby u pacjentéw opornych na leczenie za pomoca glikokortykosteroidow wziewnych lub
tez rozwijajacych na nie opornos¢ w trakcie procesu leczenia [18,19]. Co wigcej wiekszos¢
z dostgpnych lekéw przeciwzapalnych 1 rozkurczowych prawie w ogoéle lub tylko
w niewielkim stopniu oddzialuje na zmiany strukturalne zachodzace w $cianie drog
oddechowych i ich remodeling [20-24]. Tymczasem istniejag doniesienia sugerujace,
ze remodeling moze rozwijac si¢ niezaleznie od zapalenia, co wigcej u niektorych pacjentow
obserwowano pojawienie si¢ oznak przebudowy drég oddechowych na dlugo przed
rozwinigciem przewleklego zapalenia i astmy oskrzelowej [25-27]. Przebudowa drog
oddechowych stanowi powazny problem szczegdlnie u pacjentow z cig¢zka postacig astmy
oskrzelowej. Migdzy innymi dlatego leczenie np. cig¢zkiej astmy typu II jest niezwykle trudne
I nie zawsze przynosi oczekiwane rezultaty [28]. Badania ostatnich lat wskazuja
na mozliwo$¢ zastosowania u pacjentow z cigzka astmg lekow celowanych np. przeciwciat
skierowanych przeciwko IL-4, IL-5, IL-13, IgE, w tym depilumabu, mebolizumabu,
benzalizumabu, reslizumabu 1 omalizumabu [29-31]. Istnieja rowniez doniesienia
o mozliwych benefitach ptynacych ze stosowania w terapii astmy lekow z grupy
metyloksantyn, gtownie teofiliny [32-35].

Najnowsze podejscie do poszukiwania nowych lekéw przeciwastmatycznych zaktada,
ze proces zapalny i przebudowe nalezy traktowa¢ jako dwa bardzo wazne procesy
zaangazowane w patogeneze choroby, a co za tym idzie poszukiwaé zwigzkow o podwojnym,

przeciwzapalnym i przeciwzwtoknieniowym dziataniu [3].
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4.1.3.3. Inhibitory fosfodiesteraz i préby ich wykorzystania w terapii astmy oskrzelowej

W ostatnich latach szczeg6lne zainteresowanie badaczy zwigzane jest poszukiwaniem
zwigzkow o takim dwukierunkowym mechanizmie dzialania w grupie inhibitoréw
fosfodiesteraz. Fosfodiesterazy (ang. phosphodiesterases, PDES) to wewnatrzkomorkowe
enzymy odpowiedzialne za hydrolize wigzan fosfodiestrowych w dwoch wtérnych
przekaznikach sygnatu — cyklicznym adenozyno-3’,5’-monofosforanie (CAMP) i cyklicznym
guanozyno-3’,5’-monofosforanie (cGMP). Ze wzgledu na specyficznos¢ substratowg PDE
zostaly podzielone na 11 podrodzin, w obrebie ktorych wyrdzni¢ mozemy PDE specyficzne
dla cAMP (PDE4, PDE7 i PDES8), specyficzne dla cGMP (PDE5, PDE6 i PDE9) oraz
specyficzne dla obydwu wtornych przekaznikéw sygnatu (PDE1 , PDE2, PDE3, PDE10
i PDE11) [36]. Wykazanie udziatu cAMP/cGMP w regulacji funkcji zar6wno komorek
zapalnych, jak i strukturalnych phuc i oskrzeli w chorobach uktadu oddechowego, wywotato
wzrost zainteresowania inhibitorami PDE, jako potencjalnymi $rodkami terapeutycznymi,
szczegolnie o charakterze przeciwzwloknieniowym [37,38]. Wiadomo np., ze podwyzszony
poziom cAMP sprzyja relaksacji komorek migéni gladkich drég oddechowych, zmniejsza
proliferacje, migracje oraz zdolno$¢ do syntezy bialek macierzy pozakomodrkowej zaréwno
przez komorki migs$ni gtadkich droég oddechowych (ang. airway smooth muscle cells, ASMC)
jak 1 fibroblasty ptucne, a takze ogranicza fenotypowe roznicowanie fibroblastow
w miofibroblasty [38-40].

Pierwszym i dotychczas jedynym lekiem z grupy nieselektywnych inhibitorow PDE
dopuszczonym do stosowania w leczeniu astmy jest nalezagca do metyloksantyn
wystepujacych naturalnie, teofilina (1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dion). Lek ten
stosowany jest w terapii ciezkich przypadkow astmy, w farmakoterapii astmy u dzieci, jak
rowniez w leczeniu innych choréb ptuc [33]. Wykazano np., ze teofilina moze by¢
odpowiedzialna za rozkurcz drog oddechowych 1 migsni gladkich naczyn, a podanie jej
doustnie, w formie tabletek o przedtuzonym dziataniu, jako uzupeinienie do wziewnych
glikokortykosteroidow u pacjentow z cigzka astmg, moze prowadzi¢ do poprawy stanu
chorego [33]. Pomimo mozliwych korzysci plynacych z zastosowania tego leku, obecnie
teofilina nie jest lekiem powszechnie stosowanym w terapii astmy oskrzelowej. Mechanizm
jej dziatania obejmuje nie tylko hamowanie PDE, ale roéwniez antagonizowanie receptorow
adenozynowych i aktywacje deacetylazy histonow [33,41]. Jest nieselektywnym inhibitorem
PDE, a dodatkowo jej aktywnos$¢ inhibicyjna wobec poszczegdlnych izoform PDE jest

stosunkowo niska (Tab. 1).
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Tabela 1. Porownanie wartosci hamowania 1Cso wybranych PDE dla teofiliny i selektywnych
inhibitorow PDE. Na podstawie danych zawartych w publikacjach H1 i H2.

PDE - ICso [uM]

1A 1B 3A 3B 4A 4B 4D 5A TA 8A

Teofilina na. >1000 185.96 na. na. >1000 >1000 >1000 =>1000 na.
Kontrola pozytywna® 27.93 20.66 0.11 0.064 0.18 0.38 7.58 0.32 429 8.26

* PDEL - winpocetyna, PDE3 — milrinon, PDE4 — rolipram, PDE5S — tadalafil, PDE7 — BRL50481, PDES8 —
dipirydamol; na — nie aktywny.

Z uwagi na konieczno$¢ aplikowania teofiliny w stosunkowo wysokich stezeniach, jej
waski indeks terapeutyczny i wynikajace z tego efekty uboczne, kolejno rozwijano
selektywne inhibitory PDE. Badano mozliwo$¢ hamowania m.in. PDEI, 3, 4 i 7, jako
glownych izoform mogacych bra¢ udzial w patogenezie astmy oskrzelowej [36-38,42].
Zaprojektowano wiele selektywnych inhibitoréw o obiecujagcym profilu dziatania, a niektére
z nich zostaly skierowane do badan klinicznych [42—44]. Niestety obecnie w rutynowym
leczeniu astmy nie stosuje si¢ zadnego leku z tej grupy, a nieliczne jak np. inhibitor PDE4 —
roflumilast, znalazty zastosowanie jedynie w terapii POChP [45]. Wydaje si¢ ze ze wzgledu
na mozliwy udzial réznych izoform w patogenezie astmy oskrzelowej, jak réwniez
zroznicowang ekspresje izoform w obrgbie drzewa oskrzelowego zasadne byloby
zastosowanie zwigzku wykazujacego zdolnos¢ hamowania kilku izoform PDE jednocze$nie
(Ryc. 2) i aktywnego na tyle, by mozliwa byta jego aplikacja w mozliwie najnizszych

stezeniach.
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Rycina 2. Ekspresja wybranych izoform PDE w plucach i korzysci plyngce z ich hamowania
w odniesieniu do astmy oskrzelowej. Utworzono na podstawie [37] z wykorzystaniem BioRender.com.
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4.1.4. Zalozenia i cel pracy

W Katedrze Chemii Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceutycznego UJCM od wielu
lat prowadzone sa poszukiwania nowych zwigzkéw o aktywno$ci przeciwzapalnej, przez
modyfikacje 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu i wprowadzanie w pozycjach 7
1 8 glownego ukladu réznych podstawnikow. Badania te pozwolity na uzyskanie wsrod
pochodnych z ugrupowaniem hydrazydowym lub amidowym w pozycji 7 uktadu puryno-2,6-
dionu silnych, dualnych inhibitorow PDE4/7, z ktorych dwa (zwiazek 1 i 2) zaprezentowano

na ponizszej rycinie (Ryc. 3).

e
%\ 9)—»2\&/}%"4 //1\ />—O\_\_

PDE4B IC5, = 1.90 uM PDE4B ICso = 5.43 uM
PDE7A ICso = 8.10 uM PDE7A ICso = 5.07 uM

Rycina 3. Budowa chemiczna wybranych 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-
1H-puryno-2,6-dionu, zwigzkow 1 i 2, oraz ich wlasciwosci jako dualnych inhibitorow PDE4/7.

Badania przesiewowe wykazaty, ze aktywno$¢ zwigzkow 1 i 2, jako inhibitorow
PDEA4/7, jest o wiele lepsza w porownaniu zarowno z aktywnoscig nieselektywnego inhibitora
PDE - teofiliny, jak i innego nieselektywnego inhibitora — 3-izobutylo-1-metyloksantyny
(IBMX) [46,47]. Przeprowadzone w modelach in vivo badania farmakologiczne potwierdzity,
ze zwigzek 1 wykazat wlasciwosci przeciwzapalne, obnizajac poziom TNF-a w modelu
endotoksemii wywotanej lipopolisacharydem u szczura [46], a zwiazek 2 posiadat silne
wiasciwosci przeciwzapalne i przeciwbolowe potwierdzone w zwierzgcych modelach bélu
i stanu zapalnego (test formalinowy i obrzek tapy wywotany karagening) [47]. Zwigzek
2 wykazywat rowniez istotne wlasciwosci antyallodyniczne we wczesnej fazie neuropatii
obwodowej wywotanej oksaliplatyng u myszy [47].

Rownoczesnie przeprowadzone we wspoOtpracy z Zakladem Biologii Komorki,
Wydzialu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii wtasne badania wykazaty, ze zar6wno
teofilina jak i pochodne teobrominy (pentoksyfilina i lizofilina) moga hamowaé jeden

Z procesoOw zaangazowanych w przebudowe drog oddechowych w astmie — FMT,
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w komorkach pochodzacych od pacjentow z astma oskrzelowa [48]. O ile dzialanie samej
teofiliny bylo umiarkowane, o tyle pentoksyfilina i jej aktywny metabolit — lizofilina,
posiadaty silniejsza aktywno$¢, ktdora mozna bylo przypisa¢ ich lepszej aktywnosci
hamowania wybranych izoform PDE [49,50]. Wyniki badan przeprowadzonych przez Yano
1 in., réwniez sugerowaty, ze teofilina moze ograniczaé ekspresj¢ genow pro-
zwloknieniowych w fibroblastach ptuc [51].

Majac na uwadze potrzebe poszukiwania nowych lekow przeciwastmatycznych
dziatajacych zarowno na proces zapalny jak i przebudowe droég oddechowych (Ryc. 1),
zréznicowang ekspresje roznych izoform PDE zaréwno w samych komorkach biorgcych
udzial w patogenezie astmy, jak i w ich wewnatrzkomorkowych przedziatach (Ryc. 2),
zaangazowanie roznych izoform w efekty przeciwzapalne i przeciwzwtoknieniowe (Ryc. 2)
w ramach prezentowanych badan postanowiono okreslic wptyw wybranych 7,8-
dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu, zwigzkéw
wykazujacych jednoczes$nie zdolno$¢ do hamowania kilku izoform PDE (inhibitorow
pan-PDE), na rozne procesy komorkowe, zwigzane z przebudowa drzewa oskrzelowego
w astmie, a takze zweryfikowaé dzialanie najaktywniejszych zwigzkow w zwierzecym

modelu astmy in vivo.

W oparciu o przedstawione powyzej zatozenia celem przeprowadzonych przeze mnie
badan byto:

e okreslenie aktywnosci przeciwzapalnej i przeciwzwtoknieniowej wybranych 7,8-
dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu
w r6éznych modelach komodrek budujacych drogi oddechowe, w tym w komodrkach
pochodzacych od pacjentéw z astmg oskrzelowa

e pordéwnanie aktywnos$ci przeciwzapalnej i1 przeciwzwioknieniowe] wybranych 7,8-
dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu
z aktywnoscig farmakologiczng selektywnych i nieselektywnych inhibitoréw PDE

e podjecie proby wyjasnienia molekularnego mechanizmu dzialania wybranych 7,8-
dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu poprzez
zidentyfikowanie wewnatrzkomoérkowych szlakow sygnalizacyjnych mogacych

stanowi¢ punkt uchwytu dla inhibitorow pan-PDE
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e zbadanie bezpieczenstwa dzialania oraz wybranych parametrow ADMET
w warunkach in vitro dla dwoch najaktywniejszych 7,8-dipodstawionych pochodnych
1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu

o zweryfikowanie aktywno$ci przeciwzapalnej 1 przeciwzwldknieniowej dwoch
najaktywniejszych 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-
puryno-2,6-dionu w modelu przewlektej astmy indukowanej alergenem in Vvivo,
z uwzglednieniem wziewnej aplikacji badanych inhibitorow pan-PDE, a takze
poréwnanie ich aktywnos$ci farmakologicznej z deksametazonem, lekiem nalezgcym
do grupy glikokortykosteroidow

e okreslenie oddziatywania dwoch najaktywniejszych 7,8-dipodstawionych pochodnych
1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu  na  wewnatrzkomoérkowy  szlak
sygnalizacyjny TGF-f przez biatka Smad w modelu przewleklej astmy indukowanej

alergenem in vivo

4.1.5. Omoéwienie wynikéw wlasnych badan

H1. Waéjcik-Pszczola K, Chlon-Rzepa G, Jankowska A, Ellen 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. Eur J
Pharmacol. 2019, 865: 172779. doi: 10.1016/j.ejphar.2019.172779.

W pracy H1 omoéwiono wptyw dwoch wybranych 7,8-dipodstawionych pochodnych
1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu (zwigzkéw 1 i 2, Ryc. 3) na indukowany
TGF-B fenotyp zwldknieniowy Iludzkich komoérek migéni gladkich drég oddechowych
(ASMC). Do badan wybrano pochodne, zawierajgce w potozeniu 7 uktadu 1,3-dimetylo-3,7-
dihydro-1H-puryno-2,6-dionu ugrupowanie hydrazydowe (1) lub ugrupowanie amidowe (2)
(Ryc. 3). Obydwie pochodne w przeprowadzonych wczesniej badaniach wykazywaty silne
wlasciwosci przeciwzapalne i przeciwbolowe [46,47], a ich aktywno$¢ potaczono m.in.
z silnym hamowaniem izoform PDE4B oraz 7A.

W ramach badan wstepnych zaprezentowanych w pracy H1 potwierdzono, ze zwiazki
1 i 2 skutecznie hamuja nie tylko PDE4B i 7A, ale rowniez inne izoformy PDE (w tym
PDEIB, 2A, 3A, 4D, 5A, 10A), a ich aktywno$¢ jest znacznie lepsza w poréwnaniu
do teofiliny oraz modelowego, nieselektywnego inhibitora PDE, zwigzku IBMX. WartoS$ci

ICs0 uzyskane dla poszczegdlnych izoform PDE dla zwigzkéw 1 i 2 byly porownywalne
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do wartosci hamowania ICso selektywnych inhibitoréw PDE (w tym winpocetyny, EHNA,
milrinonu, rolipramu, zaprinastu, papaweryny, czy BRL-50481). W kolejnym etapie badan
zweryfikowano wplyw zwigzkéw 1 i 2 na wewnatrzkomoérkowy poziom cAMP. Wykazano,
ze obydwa badane zwigzki istotnie podnosza poziom tego wtornego przekaznika sygnatlu
w komodrkach w sposob porownywalny do IBMX oraz znanego aktywatora cAMP —
forskoliny. Co ciekawe, traktowanie ASMC za pomoca zwigzkéw 1 i 2 powodowato
silniejsza akumulacje cAMP w wnetrzu komorek, w poréwnaniu zarowno do teofiliny,
jak 1 selektywnych inhibitorow PDE uzytych jako zwiagzki referencyjne — winpocetyny,
milrinonu, roflumilastu, cilomilastu, czy BRL-50481.

Biorgc pod uwage fakt, ze obydwie badane pochodne 1 i 2 reprezentujg silne
inhibitory pan-PDE oraz znaczaco podnosza wewnatrzkomorkowy poziom cAMP, nastgpnie
zweryfikowano ich wptyw na fenotyp zwidknieniowy ludzkich komoérek migéni gladkich drog
oddechowych. Przeanalizowano wplyw badanych zwiazkéw na indukowane surowicg lub
TGF-f takie cechy ASMC jak: nadmierna proliferacja (hiperplazja), nadmierny rozrost
(hipertrofia), zwigkszona produkcja sktadnikow macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz
migracja.

Analiza tempa podziatdéw komorek wykazata, ze zwiazki 1 i 2 obnizaja proliferacje
ASMC. Takiego dziatania nie wykazano dla referencyjnych, selektywnych inhibitorow PDEI,
3, 4 i 7, w tym winpocetyny, milrinonu, roflumilastu, cilomilastu, czy BRL-50481.
Jednoczesnie nieselektywne inhibitory PDE, teofilina i IBMX posiadaly nieznaczng
aktywno$¢ obnizania proliferacji badanych komoérek. W celu potwierdzenia silnego dziatania
ograniczajacego hiperplazje komorek miesni gladkich drég oddechowych przez inhibitory
pan-PDE wykonano doswiadczenie, w ktorym zastosowano mieszaning selektywnych
inhibitorow PDEI1, 3, 4 1 7 w rownych st¢zeniach oraz stezeniach odpowiadajacych
aktywnosci badanych zwigzkow 1 i 2. Obydwie mieszaniny selektywnych inhibitoréw
znaczaco obnizyty tempo proliferacji ASMC, potwierdzajac tym samym znaczenie
hamowania ww. izoform w obserwowanym efekcie zwigzkoéw 11 2.

Dalsze analizy potwierdzity, ze obydwa badane inhibitory pan-PDE skutecznie
ograniczaja nie tylko hiperplazje¢ ASMC, ale takze ich nadmierny rozrost (poprzez
ograniczanie indukowanego TGF-f poziomu genéw profibrotycznych — ACTA2 oraz CNN1
oraz gldwnego markera komorek miegs$ni gltadkich — a-SMA), synteze sktadnikow macierzy
zewnatrzkomorkowej (poprzez ograniczanie indukowanego TGF-3 poziomu gendéw kolagenu
lal, fibronektyny czy wersykanu jak i samego kolagenu I) oraz zwigkszona w odpowiedzi

na TGF-B migracj¢. Warto podkreslic¢, ze opisane przeciwzwloknieniowe efekty zwigzkow 1 i
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2 byly znacznie silniejsze, niz te obserwowane dla dwoch znanych inhibitorow PDE4 —
roflumilastu i cilomilastu.

Biorgc pod uwage obiecujaca aktywno$¢ przeciwzwloknieniowg zwigzkow 1 i 2
w ludzkich komoérkach mig$niowych drog oddechowych w ramach pracy H1 oceniono
réwniez ich stabilno$¢ metaboliczng. Badania stabilno$ci metabolicznej wykonane w modelu
ludzkich mikrosomow watrobowych (ang. human liver microsomes, HLM) potwierdzity
stabilno$¢ metaboliczng obydwu inhibitorow pan-PDE. Wiedzac, ze mechanizm dziatania
teofiliny obejmuje nie tylko hamowanie izoform PDE, ale rdéwniez antagonizowanie
receptorow adenozynowych, w ramach pracy H1 przeanalizowano roéwniez wplyw
antagonistow receptorow adenozynowych - A1 i Aza na hiperplazjg ASMC. Przeprowadzone
badania wykluczyly udzial blokowania tych receptorow w obnizaniu tempa proliferacji
ludzkich komoérek migsniowych drég oddechowych.

Podsumowujac, badane zwigzki 1 i 2 zostaty scharakteryzowane jako silne, inhibitory
pan-PDE, posiadajace obiecujacy profil farmakologiczny. Obydwie 7,8-dipodstawione
pochodne 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu  skutecznie obnizatly fenotyp
zwloknieniowy ludzkich komoérek mieéni gladkich drég oddechowych, a ich
przeciwzwioknieniowa aktywnos¢ w ASMC byla znacznie lepsza niz stabych
i nieselektywnych inhibitorow PDE (teofiliny oraz IBMX) jak i znanych, selektywnych
inhibitoréw PDE, w tym winpocetyny, milrinonu, roflumilastu, cilomilastu, czy BRL-50481.

H2. Waéjcik-Pszczola K, Chlon-Rzepa G, Jankowska A, §lusarczyk M, Ferdek PE, Kusiak
AA, Swierczek A, Pociecha K, 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-g Signaling and Activation of cAMP/PKA Signaling.
Int J Mol Sci. 2020, 21(11): 4008. doi: 10.3390/ijms21114008.

Wiedzac, ze przebudowa drég oddechowych to skomplikowany proces, obejmujacy
zmiany zachodzace w réznych typach komorek, w pracy H2 poddano analizie wptyw
kolejnych 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu,
na indukowany TGF-B fenotyp zwldknieniowy ludzkich fibroblastow ptucnych linii MRC-5.
Do badan wybrano trzy zwiazki — 832, 869 i 145 (zwiazek 2 z pracy H1), przedstawione
na rycinie 4.

Badania wstepne przedstawione w pracy H2 wykazaty, ze zwigzek 832 i 145 posiadaja
bardzo dobrg aktywnos$¢ hamowania wybranych izoform PDE (Ryc. 4). Jednoczes$nie nie

potwierdzono takich wlasciwosci dla zwigzku 869. Wiedzac, ze niektore 7,8-dipodstawione
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PDE1B ICsp = 0.04 uM PDE1B IC59 = n.a. PDE1B IC5q = 2.69 uM
PDE3B ICsp = 0.42 uM PDE3B ICsy = 156.7 uM PDE3B ICsq = 2.05 uM
PDE4B IC5sp = 4.4 uM PDE4B IC50 = n.a. PDE4B ICsg = 5.43 uM
PDE7A IC5p = 10.5 uM PDE7A IC59 = n.a. PDE7A ICsq = 5.07 uM

Rycina 4. Budowa chemiczna wybranych 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-
1H-puryno-2,6-dionu, zwigzkéw 832, 869 i 145 oraz ich wiasciwosci jako inhibitoréw pan-PDE.

pochodne  1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu  moga rowniez regulowac
aktywno$¢ kanatu TRPAL [47], przeprowadzono analiz¢ wptywu zwigzkéw 832, 869 i 145
na aktywacj¢/blokowanie tego kanatu. Wykazano, ze sposrod badanych pochodnych, jedynie
pochodng 869, mozna scharakteryzowac jako antagonist¢ kanalu TRPAL.

Dalsze badania przeprowadzone w indukowanych TGF-f ludzkich fibroblastach
ptucnych linii MRC-5 wykazaly, ze badane zwigzki w zro6znicowany sposob oddziatujg na
fenotyp zwloknieniowy tych komorek. Badano wptyw zwigzkow 832, 869 i 145 na wywotane
TGF-B zwigkszong proliferacj¢, migracje, wlasciwosci kurczliwe oraz jeden z wazniejszych
procesow zachodzacych w trakcie przebudowy drzewa oskrzelowego u chorych na astme,
tj. réznicowanie fibroblastow w miofibroblasty. Sposrod wszystkich badanych zwigzkow, 145
w najwiekszym stopniu hamowat indukowang TGF-f proliferacj¢ 1 migracje komoérek MRC-5
oraz ograniczal ich zdolnosci kurczliwe. Najstabsza aktywno$¢ posiadat zwigzek 869.
Ponadto pochodna 145 w znaczacy sposob ograniczata rowniez wywotane TGF-3 fenotypowe
roznicowanie fibroblastow w miofibroblasty. Zanotowano obnizenie poziomu trakskryptu
genow tj. ACTA2, MYH11, SM22, COL1A1, TNC, FN1, czy VCAN oraz gldéwnych markerow
miofibroblastow, w tym a-SMA i kolagenu | w fibroblastach MRC-5 traktowanych 145
i indukowanych TGF-B. Pozostale zwigzki réwniez ograniczaly fenotyp zwitoknieniowy
ludzkich fibroblastow ptucnych, jednak ich efekt byl nieco stabszy. Poniewaz analizy
sygnatow wapniowych w komoérkach MRC-5 wskazywaty, ze zwigzek 145 moze
w nieznaczny sposob oddzialywaé¢ na przeptyw jonéw Ca?*, w kolejnych do$wiadczeniach
zbadano wptyw aktywacji/blokowania kanatu TRPA1 na przeciwzwldknieniowg aktywno$¢
145. Dowiedziono, ze modulacja tego kanatu nie prowadzi do wzmocnienia/ostabienia

wlasciwosci zwigzku 145.
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Majac na uwadze korzystne wlasciwosci przeciwzwioknieniowe in vitro zwigzku 145,
w ramach badan zaprezentowanych w pracy HZ2 podjeto takze probe okreslenia jego
wewnatrzkomorkowego mechanizmu dziatania. Wykazano, ze zwigzek 145 w indukowanych
TGF-f komoérkach MRC-5 oddziatuje z kanonicznym szlakiem sygnalizacji TGF-p przez
biatka Smad, ograniczajgc zardbwno poziom fosforylacji biatka Smad-2 jak i translokacji jego
fosforylowanej formy do jadra komoérkowego. Mozna przypuszczaé, ze taka aktywnos$¢ 145
moze prowadzi¢ do zahamowania ekspresji wielu genow zwldknieniowych (Ryc. 5).
Jednoczesnie stwierdzono, ze w indukowanych TGF-B komoérkach MRC-5 zwigzek 145
wzmaga sygnalizacj¢ na osi cAMP/PKA/CREB. Wykazano, ze badany inhibitor pan-PDE
podnosi wewnatrzkomorkowy poziom cAMP, wzmaga aktywnos$¢ kinazy biatkowej A,
zwigksza poziom fosforylacji czynnika transkrypcyjnego CREB oraz jego translokacje
do jadra (Ryc. 5) w komorkach aktywowanych TGF-B. Wiadomo, ze aktywacja tej kaskady
sygnalizacyjnej w wielu przypadkach prowadzi do uruchomienia transkrypcji genow

zaleznych od CREB, do ktorych nalezg np. cytokiny przeciwzapalne [52,53].
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Rycina 5. Proponowany mechanizm przeciwzwloknieniowego dzialania zwigzku 145 [H2].

Badania zaprezentowane w pracy H2 dowiodly, ze wybrane inhibitory pan-PDE,
zwigzek 832, a szczegdlnie 145, poprzez zmniejszanie sygnalizacji za pomoca szlaku
TGF-p/biatka Smad mogg skutecznie ogranicza¢ fenotyp zwldknieniowy ludzkich

fibroblastow plucnych. Ponadto ich aktywno$¢ jest o wiele lepsza, w poréwnaniu
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do nieselektywnego inhibitora PDE, zwigzku IBMX, a takze nie jest zwigzana
z oddziatywaniem na kanat TRPA1. Podsumowujgc, mozna stwierdzi¢ ze inhibitory
pan-PDE, opisane w pracy H2, moga stanowi¢ struktury wiodgce do poszukiwania nowych

substancji o dziataniu przeciwzapalnym i przeciwzwioknieniowym w drogach oddechowych.

H3. Waéjcik-Pszczola K, Jankowska A, Slusarczyk M, Jakieta B, Plutecka H, Pociecha K,
Swierczek A, Popiot J, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Wyska E, Pekala E, Gosens R,
Chlon-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. Bioorg Chem. 2021, 117: 105409. doi:
10.1016/j.bioorg.2021.105409.

Obiecujgce wyniki badan, dotyczace aktywnos$ci przeciwzwloknieniowej in Vitro
badanych inhibitorow pan-PDE zaprezentowane w pracach H1 i H2, sktonity nas do podj¢cia
kolejnych doswiadczen — opisanych w pracy H3, ktorych celem bylo zaprojektowanie
i zsyntetyzowanie nowych N'-fenylo- lub N'-benzylobutanamidowych-
i N'-arylidenobutanohydrazydowych pochodnych 8-aminopuryno-2,6-dionu (Ryc. 6).

145 zwiazek 1 832
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R' = NHCH,Ph, R? = 2,3 4-triOH R" = NHCHy(furan-2-yl), R? = 2,4-diOH
iggi :g5°: g'g? “m PDE4B ICsp = 1.90 uM PDE4B ICgg = 4.40 pM
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A " _ 5
N=Z o N #
R R’
R' = aryloalkiloamina lub amina cykliczna R' = aryloalikoamina
R?= rozgaleziony alkil lub grupa hydroksylowa R?= grupa hydroksylowa

n=0or1

Rycina 6. Projektowanie nowych N'-fenylo- lub N'-benzylobutanamidowych-
i N'-arylidenobutanohydrazydowych pochodnych 8-aminopuryno-2,6-dionu poprzez modyfikacje
strukturalng najbardziej aktywnych zwigzkow z naszych wezesniejszych badan.
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Powyzsze serie zwigzkow obejmowaly bliskie analogi zwigzkéw: 145 (praca
H2/zwiazek 2 z pracy H1), 1 (praca H1) oraz 832 (praca H2), zmodyfikowane pod wzgledem
fragmentu hydrofobowego w pozycji 8 oraz rodzaju podstawienia w grupie fenylowej,
w ugrupowaniach amidowych lub hydrazydowych (Ryc. 6). Zgodnie z wcze$niejszymi
wynikami badan modelowania molekularnego podstawnik w pozycji 8 uktadu 1,3-dimetylo-
3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu  zawierajacy akceptor lub donor/akceptor wigzan
wodorowych oraz cze$¢ hydrofobows jest kluczowy dla hamowania aktywnosci PDE4/7 [47].
Zatozono, ze nowe pochodne zawierajace rézne ugrupowania aminowe (aryloalkiloamina
lub amina cykliczna) spetnig wymagania strukturalne dla tych celéw biologicznych.

Dla wszystkich nowo zsyntetyzowanych i opisanych w pracy H3, N'-fenylo-
lub N'-benzylobutanamidowych- (zwiazki 27-37) i N'-arylidenobutanohydrazydowych
(zwiazki 38-43) pochodnych 8-aminopuryno-2,6-dionu wykonano badania przesiewowe pod
katem ich zdolno$ci do hamowania izoform PDE4B i1 7A, aktywnos$ci antyoksydacyjnej oraz
przeciwzapalnej in vitro. Aktywnos$¢ antyoksydacyjng okre§lono za pomocg testu DPPH, oraz
oznaczajac poziom reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) w mysich
makrofagach linii RAW264.7, hodowanych w obecnosci badanych zwigzkoéw i indukowanych
za pomoca lipopolisacharydu (LPS). Aktywno$¢ przeciwzapalng okre§lono w oparciu
0 analiz¢ poziomu czynnikoéw prozapalnych takich jak azotan, TNF-a i IL-6 w mysich
makrofagach hodowanych w obecnos$ci badanych zwigzkoéw 1 indukowanych za pomocg LPS.
Wyniki badan przesiewowych dla zwigzkow 27-43 przedstawiono graficznie na rycinie 7

Za pomocg mapy ciepla.
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Rycina 7. Mapa ciepla przedstawiajqca aktywnosé badanych N'-fenylo- lub N'-
benzylobutanamidowych- (27-37) i N'-arylidenobutanohydrazydowych (38-43) pochodnych
8-aminopuryno-2,6-dionu.
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Na podstawie uzyskanych danych z calej grupy nowych N'-fenylo-
lub  N'-benzylobutanamidowych- i  N'-arylidenobutanohydrazydowych  pochodnych
8-aminopuryno-2,6-dionu wyselekcjonowano 5 zwiazkéw — 32, 33, 34, 35 i 38, ktore
najsilniej hamowaty izoformy PDE4B 1 7A, a jednocze$nie posiadaty bardzo dobre
wlasciwosci antyoksydacyjne i1 przeciwzapalne. Dla wybranych zwiazkéw przeprowadzono
rozszerzong analiz¢ ich profilu hamowania w stosunku do innych izoform PDE, w tym 1A,
1B, 3A, 3B, 4A, 4D, 5A i 8A (Ryc. 8).
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PDE1A ICsg > 200 uM PDE1A ICsg = 16.32 uM
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PDE4A ICso = 1.68 uM PDE4A IC5 = 1.31 uM
PDE5A ICsg = 53.21 uM PDESA ICsp = 25.42 uM
PDE7A ICs = 151 pM PDE7A ICsq = 10.3 uM
PDESA ICsq > 200 uM PDEB8A ICsq = 0.17 M

Rycina 8. Budowa chemiczna zwigzkow 32-35, 38 oraz ich wlasciwosci jako inhibitorow pan-PDE.

Wykonane analizy potwierdzity, ze wyselekcjonowane z grupy N'-fenylo-
lub  N'-benzylobutanamidowych i  N'-arylidenobutanohydrazydowych  pochodnych
8-aminopuryno-2,6-dionu zwigzki stanowig bardzo dobre inhibitory pan-PDE (Ryc. 8).
Sklonito to nas do podjecia kolejnych badan, ktorych celem miato by¢ zweryfikowanie
aktywnosci przeciwzapalnej i przeciwzwitoknieniowej zwigzkow 32-35 oraz 38 w modelu

komorek budujacych drogi oddechowe.
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W pracy H3 do powyzszych badan wykorzystano ludzkie komorki nabtonka
oddechowego (ang. human bronchial epithelial cells, HBEC) wyizolowane od pacjentéw
ze zdiagnozowanag astmg oskrzelowa. Komorki te hodowano w obecnosci badanych
inhibitorow pan-PDE, a nastgpnie indukowano za pomocg IL-13 (w celu wywotania w nich
fenotypu pro-zapalnego) lub TGF-B (w celu wywotania w nich fenotypu zwtoknieniowego).
Uzyskane wyniki pozwolity stwierdzi¢, ze badane inhibitory pan-PDE skutecznie ograniczaja
zarowno ekspresj¢ genow pro-zapalnych, tj. CXCL8, CCL26, TSLP, czy POSTN i poziom
czynnikow pro-zapalnych tj. IL-8, eotaksyna 3, periostyna, czy IL-13, jak i ekspresje genow
wybranych markerow zwloknienia tj. FN1, MMP-9, SNAIL, czy VIM, w aktywowanych
komoérkach HBEC, a ich aktywnos$¢ jest o wiele lepsza niz struktury wyjsciowej, teofiliny.

Podsumowujac, wybrane do badan =zaprezentowanych w pracy H3, nowo
zsyntetyzowane N'-fenylo- lub N'-benzylobutanamidowe- i N'-arylidenobutanohydrazydowe
pochodne 8-aminopuryno-2,6-dionu, bedace silnymi inhibitorami pan-PDE, posiadaty
korzystng aktywno$¢ przeciwzapalng oraz przeciwzwidknieniowg w modelu indukowanych
komorek nabtonka oddechowego pochodzacych od oséb chorujacych na astme oskrzelowa.
Wyniki te potwierdzily zasadno$¢ poszukiwania nowych kandydatow na leki
przeciwastmatyczne w grupie 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-
1H-puryno-2,6-dionu.

H4. Wéjcik-Pszczola K, Chlon-Rzepa G, Jankowska A, Ferreira B, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Pg¢kala E, Wyska E, Pociecha K, Gosens R. Pan-Phosphodiesterase
Inhibitors Attenuate TGF-S-Induced Pro-Fibrotic Phenotype in Alveolar Epithelial
Type Il Cells by Downregulating Smad-2 Phosphorylation. Pharmaceuticals (Basel).
2022, 15(4): 423. doi: 10.3390/ph15040423.

Publikacja H4 stanowi kontynuacje badan nad przeciwzwldknieniowym charakterem
wybranych 7,8-dipodstawionych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu.
Na podstawie wczesniej zaprezentowanych wynikéw zauwazono, ze wyrdzniajaca na tle
innych zwigzkoéw aktywnos$¢ mogg posiada¢ 7,8-dipodstawione pochodne 1,3-dimetylo-3,7-
dihydro-1H-puryno-2,6-dionu posiadajagce w pierScieniu fenylowym znajdujagcym sie
w obrebie podstawnika w polozeniu 7, grupy 2-OH, 5-tert-Bu. Z tego powodu, do badan
opisanych w pracy H4 wybrano 3 inhibitory pan-PDE posiadajace taka budowe
(8-podstawione 1,3-dimetylo-2,6-diokso-1,2,3,6-tetranydro-7H-puryn-7-ylo-N-(5-(tert-
butylo)-2-hydroksyfenylo)butanamidy): zwigzek 1 i 2 (odpowiednio zwigzki 32 i 35 z pracy
H3) oraz zwigzek 3 (odpowiednio zwigzek 145 z pracy H2 i zwigzek 2 z pracy H1) (Ryc. 9).
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Rycina 9. Ogélna budowa chemiczna zwigzkow 1 - 3 (praca H4). Ich wiasciwosci jako inhibitorow
pan-PDE przedstawiono na Ryc. 4 i 8.

W ramach pracy H4 analizowano wplyw zwigzkow 1, 2 oraz 3
na zwloknieniowy/mezenchymalny fenotyp indukowanych TGF-f komorek nablonka
pecherzykéw plucnych typu II, linii A549. Wykazano, ze wszystkie badane inhibitory
pan-PDE w istotny sposob wplywaja na obnizenie poziomu ekspresji wybranych genéw
charakterystycznych dla fenotypu mezenchymalnego komoérek A549, tj. CDH2, SNAIL, VIM,
FN1, czy TGFB1, jak rowniez skutecznie zmniejszaja wewnatrzkomérkowy poziom
markeréw zwloknienia tj. wimentyny, a-SMA, czy kolagenu I. Co wigcej zwiazki 1-3
zmniejszaty rowniez indukowang TGF-B migracje komorek A549, zarowno w modelu
zarastania rany jak i migracji przez mikroporowatg membrang w systemie Traswell®.
Jednoczes$nie ich aktywno$¢ byla znacznie lepsza niz teofiliny.

Podjete w pracy H4 badania pozwolity takze ustali¢ wewnatrzkomorkowy mechanizm
dziatania badanych inhibitoréw pan-PDE w indukowanych TGF-B komodrkach AS549.
Wykazano, ze zwigzki 1-3 skutecznie ograniczajg fosforylacje oraz translokacje do jadra
komorkowego jednego z glownych efektorow szlaku sygnalizacyjnego TGF-f — biatka Smad-
2. Roéwnolegle, zwiazki te wzmagaja fosforylacj¢ czynnika transkrypcyjnego CREB,
co potwierdza silng aktywacje szlaku cAMP/CREB w komorkach A549 hodowanych
w obecnosci badanych inhibitoréw pan-PDE oraz indukowanych TGF-B. Co ciekawe efektu
takiego nie wywolywala sama teofilina, najprawdopodobniej ze wzglgdu na bardzo stabg
zdolno$¢ hamowania PDE, przez ten nieselektywny inhibitor.

Podsumowujac, badane w pracy H4, 8-podstawione 1,3-dimetylo-2,6-diokso-1,2,3,6-
tetrahydro-7H-puryn-7-ylo-N-(5-(tert-butylo)-2-hydroksyfenylo)butanamidy
charakteryzowaly si¢ bardzo dobrymi  wlasciwosciami  przeciwzwloknieniowymi
w indukowanych komorkach nabtonka pecherzykow ptucnych typu II, a ich aktywnos$¢
uzalezniona byla od blokowania sygnalizacji TGF- poprzez biatka Smad. Dodatkowo ich

przeciwzwloknieniowe dziatanie byto znacznie lepsze niz zwigzku wyjsciowego, teofiliny,
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co stanowi kolejny dowdd na zasadnos¢ modyfikacji tej struktury w celu uzyskania lepszego

profilu farmakologicznego nowych zwigzkow.

H5. Woajcik-Pszczola K, Szafarz M, Pociecha K, Stoczynska K, Piska K, Koczurkiewicz-
Adamczyk P, Kocot N, Chion-Rzepa G, P¢kala 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. Toxicol Appl Pharmacol. 2022, 457: 116318. doi:
10.1016/j.taap.2022.116318.

Na podstawie wynikow badan wiasnych zawartych w pracach H1-H4 oraz danych
niepublikowanych ustalono, ze w grupie 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-
dihydro-1H-puryno-2,6-dionu  najlepsza aktywnos¢ inhibitora pan-PDE oraz profil
przeciwzapalny i przeciwzwioknieniowy in vitro w roznych typach komorek budujacych
drogi oddechowe posiadajg zwiazki 38 (praca H3) i 145 (praca H2 oraz odpowiednio zwigzek
2 z pracy H1 i zwigzek 3 z pracy H4). Bioragc pod uwage preferencyjne wiasciwosci
powyzszych zwigzkéw, w ramach pracy H5 postanowiono zweryfikowaé ich ogdlny profil
bezpieczenstwa in Vvitro oraz wlasciwosci farmakokinetyczne po dozylnym i dootrzewnowym
podaniu myszom szczepu Balb/c.

Dla obydwu inhibitoréw pan-PDE zaplanowano seri¢ badan in silico, w ramach
ktorych okreslono podstawowe parametry ADMET i potencjalne kierunki metabolizmu oraz
badania in vitro, majace na celu zbadanie potencjalu cytotoksycznego z wykorzystaniem
wybranych linii komoérkowych, genotoksycznego w tescie mikrojadrowym, mutagennego
w tescie Ames’a, zdolnosci przenikania w teScie PAMPA 1 stabilno$ci metabolicznej
w modelu mysich 1 ludzkich mikrosomow watrobowych. Na podstawie uzyskanych wynikow
badan stwierdzono, ze obydwie 7,8-dipodstawione pochodne 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-
puryno-2,6-dionu  nie  wykazywaly dzialania  hepatocytotoksycznego  (HepG2),
neurocytotoksycznego (SH-SY5Y), kardiocytotoksycznego (H9c2(2-1)), mutagennego
i genotoksycznego in vitro. Zwiazki 38 i 145 wykazywaly umiarkowang stabilno$é
metaboliczng w modelu mikrosomow watrobowych myszy i1 cztowieka, a takze zostaly
zaliczone do kategorii zwigzkow o niskim lub $rednim przenikaniu. Dodatkowe analizy
ujawnity rowniez brak oddziatywania badanych inhibitorow pan-PDE z receptorami
adenozynowymi, w tym Az, Aza i Aze.

Majac na uwadze fakt, ze opisane w pracy H5, 7,8-dipodstawione pochodne

1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu  posiadajg satysfakcjonujacy  profil

26



dr n .med. Katarzyna Wojcik-Pszczota
Zatgcznik nr 3 Autoreferat

bezpieczenstwa in vitro, w kolejnym kroku zdecydowano przeprowadzi¢ dla obydwu
inhibitorow pan-PDE analizy farmakokinetyczne. Do badan wykorzystano samice myszy
szczepu Balb/c, ktorym podano dozylnie lub dootrzewnowo pojedyncze dawki zwigzkow 38
i 145. Po podaniu dozylnym obydwa badane inhibitory pan-PDE byly wykrywalne
W surowicy, mozgu, watrobie i sercu, jednak ich stezenia byly zdecydowanie nizsze niz
warto$ci ICsp uzyskane w trakcie analizy toksycznosci in vitro, z uzyciem linii komérkowych,
co wskazuje na potencjalne bezpieczenstwo ich stosowania. Po podaniu dootrzewnowym
obydwie badane 7,8-dipodstawione pochodne 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu
byty skutecznie wchtaniane z jamy otrzewnej. Jednoczes$nie byty one szeroko rozprowadzane
do pluc myszy i wykrywane w poptuczynach oskrzelowo-pgcherzykowych po podaniu
dootrzewnowym. Analiza niekompartmentowa wykazata, ze zwigzki 38 i 145 osiggaly
wysokie stezenia w surowicy i ptucach myszy 1 byly obecne w tych tkankach przez dlugi czas
(ponad 4 h), co wydaje si¢ wystarczajace z punktu widzenia utrzymania efektu
farmakologicznego przez pozadany okres oddziatywania. Analiza farmakokinetyczna
wykazata rowniez ze obydwa badane inhibitory pan-PDE ulegaty powolnej eliminacji z ptuc,
co moze by¢ korzystne, biorgc pod uwage fakt, ze jest to narzad docelowy dla obydwu
Zwigzkow.

Podsumowujgc, badania zaprezentowane w pracy H5 dostarczyly dowodow,
ze zwiagzki 38 i 145 posiadajg zadowalajacy profil bezpieczenstwa in vitro i akceptowalne
wilasciwosci farmakokinetyczne po dozylnym i dootrzewnowym podaniu myszom szczepu
Balb/c. Mozna zatem stwierdzi¢, ze modyfikacje struktury wyjsciowej 1,3-dimetylo-3,7-
dihydro-1H-puryno-2,6-dionu, podjete w celu zwickszenia selektywnosci i aktywnosci
badanych zwigzkow jako inhibitorow pan-PDE, nie naruszyly ich korzystnego profilu
bezpieczenstwa. Zwiazki 38 i 145 reprezentuja zatem dobrych kandydatow do dalszych badan
farmakologicznych in vivo, np. w modelu mysiej astmy alergicznej.

Badania zawarte w pracach H1-H5 pozwolity na dogl¢bne poznanie aktywnos$ci
zwigzkow 38 i 145 w warunkach in vitro i in vivo. Podsumowanie wtasciwosci obydwu

zwigzkow przedstawiono w ponizszej tabeli (Tab. 2).

Tabela 2. Podsumowanie bezpieczenstwa i wiasciwosci farmakologicznych in vitro zwigzkéw 38 i 145.

38 145

Inhibitor pan-PDE PDE1B 10.89 2.69
1 PDE3A 0.27 0.18

1Cs0 [uM] PDE3B 0.06 2.05

* Na podstawie wynikéw opisanych w pracach H1-H4 oraz danych niepublikowanych
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PDE4A 131 1.59

PDE4B 2.81 5.43
PDE4D 1.88 13.85
PDESA 25.42 103.88
PDE7A 10.30 5.07
PDESA 0.17 14.4

Bezpieczenstwo in vitro?
genotoksycznos¢/mutagennosé

hepatocytotoksycznos¢ (HepG2) brak
neurocytotoksycznos$¢ (SH-SY5Y)

kardiocytotoksycznos¢ (H9c2(2-1))

Aktywno$¢ przeciwzaplana in vitro® | poziom azotanu, TNF-a i IL-6 w makrofagach
Aktywno$¢ antyoksydacyjna in vitro® | poziom reaktywnych form tlenu w makrofagach

Aktywno$¢ przeciwzwloknieniowa in vitro*
| fenotyp zwldknieniowy fibroblastoéw plucnych
| fenotyp zwtoknieniowy komoérek migéni gtadkich drog oddechowych

| fenotyp zwldknieniowy komoérek | fenotyp mezenchymalny komoérek
nabtonka oddechowego astmatykow nabtonka pecherzykow ptucnych typu II

H6. Waéjcik-Pszezola K, Pociecha K, Chton-Rzepa G, Zadrozna M, Nowak B, Plutecka H,
Koczurkiewicz-Adamczyk P, Przejczowska-Pomierny K, Pekala E, Gosens R, Wyska
E. Inhaled pan-phosphodiesterase inhibitors ameliorate ovalbumin-induced airway
inflammation and remodeling in murine model of allergic asthma. Int
Immunopharmacol. 2023, 119: 110264. doi: 10.1016/j.intimp.2023.110264.

Badania zaprezentowane w pracy H6 zostaly podjete w celu ustalenia aktywnos$ci
farmakologicznej zwigzkoéw 38 i 145 o wlasciwosciach inhibitoréw pan-PDE (Ryc. 4 i 8, Tab.
2) w modelu indukowanej owoalbuming (OVA) przewleklej astmy alergicznej u myszy. W
celu wywolania objawow choroby u myszy szczepu Balb/c, w pierwszym etapie
eksperymentu zwierzgta uczulano za pomocg OVA, a nastepnie w drugim etapie drogi
oddechowe myszy poddawano wziewnej prowokacji alergenem (Ryc. 10). Badane zwiazki 38
I 145 podawano myszom wziewnie, przed kazdg prowokacja OVA, za pomoca dedykowanej
wiezy inhalacyjnej. Wziewna aplikacja inhibitoréw pan-PDE zostata podyktowana checig
uzyskania wysokiego stezenia w ich docelowym miejscu dzialania, a takze potrzeba
ograniczenia ewentualnych efektow systemowych, ktore moglyby wystgpi¢c w trakcie
eksperymentu. W modelu uzyto jako kontroli pozytywnej powszechnie stosowanego leku

glikokortykosteroidowego, o silnej aktywnos$ci przeciwzapalnej — deksametazonu, ktoéry

2 Na podstawie wynikéw opisanych w pracy H5
8 Na podstawie wynikéw opisanych w pracy H3 oraz danych niepublikowanych
4 Na podstawie wynikéw zaprezentowanych w pracach HI-H5 oraz danych niepublikowanych
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podawano zwierzetom dootrzewnowo, rowniez przed kazdorazowa prowokacja OVA.
Przebieg czasowy modelu przewleklej astmy alergicznej indukowanej alergenem

przedstawiono schematycznie na rycinie 10.

Uczulenie Leczenie i Prowokacja Pobranie prébek
Czas (dni) i) 7l 1£, 2l1 2l;3 sls A:LZ 4&£ SEL)
¢ r < 38 inh. g
OVA + AI{OH)z i.p. 145 inh. 1% OVA inh.
DEX i.p.

Rycina 10. Schemat modelu przewlekiej astmy alergicznej indukowanej alergenem.

Przeprowadzone badania pozwolity stwierdzi¢, ze obydwa badane inhibitory
pan-PDE, zwiazek 38 i 145, zmniejszaja cechy zapalne zwigzane z odpowiedzig astmatyczng
typu Th2 u samic myszy szczepu Balb/c. Wysoce podwyzszona w odpowiedzi na aktywacje
alergenu liczba komorek zapalnych, w tym eozynofilii, poziomy IgE i st¢zenia cytokin
prozapalnych w probkach pobranych od myszy poddanych prowokacji OVA byly znaczaco
zmniejszone u zwierzat, ktore inhalowano za pomocag zwigzkow 38 i 145. Jednoczes$nie
badane inhibitory hamowaly wiele typowych cech przebudowy drog oddechowych, w tym
metaplazje komorek kubkowych, nadmierne wydzielanie sluzu, nadprodukcje 1 odktadanie
kolagenu, jak rowniez poziom markeréw zwloknieniowych tj. Tgfbl, VEGF i a-SMA
w drogach oddechowych myszy prowokowanych OVA. Bardzo ciekawe wyniki uzyskano
w trakcie analizy poziomu VEGF i a-SMA w homogenatach tkanki ptucnej pochodzacych
od myszy prowokowanych alergenem, ktorym podawano badane inhibitory pan-PDE.
U zwierzat tych oznaczono bardzo niski poziom wspomnianych biatek, co sugeruje,
ze zwiazki 38 1 145 moga posiada¢ bardzo korzystne dziatanie hamujace obrzgk tkanek
wystepujacy w astmie 1 zwigzany z przepuszczalnos$cig naczyn, a takze inng bardzo wazng
ceche przebudowy drog oddechowych - hiperplazje i hipertrofi¢ komorek miesni ghadkich.
Deksametazon, zgodnie z oczekiwaniami hamowal stan zapalny u myszy prowokowanych
alergenem, ale w nieznacznym stopniu zmniejszat przebudowe drog oddechowych.
Przeciwzapalny efekt terapeutyczny 38 i 145 w modelu astmy alergicznej u myszy byt
poréwnywalny z tym wywolanym deksametazonem, jednakze badane inhibitory pan-PDE

posiadaty lepsze wtasciwosci przeciwzwioknieniowe.
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Wyniki badan zaprezentowane w pracy H6 wskakuja réwniez ze za aktywnos$¢
przeciwzapalna i przeciwzwitoknieniowa badanych zwiazkow 38 1 145 odpowiada
ich oddzialywanie na szlak sygnalizacyjny TGF-B przez biatka Smad. W homogenatach
tkanki ptucnej pobranych od zwierzat prowokowanych alergenem, ktorym podawano badane
inhibitory pan-PDE, oznaczono niski poziom fosforylacji dwoch glownych biatek
kanonicznego szlaku sygnalizacji TGF-f — Smad-2 i Smad-3.

Przedstawione w pracy H6 badania po raz pierwszy wykazaly, ze jednoczesne
hamowanie r6znych PDE obecnych w drogach oddechowych i zaangazowanych w rozwoj
astmy, przez silne inhibitory pan-PDE z grupy 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-
dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu  aplikowane wziewnie, skutecznie tagodzi
zarowno proces zapalny, jak i przebudowe drog oddechowych w modelu przewleklej astmy
alergicznej wywotanej OVA u myszy. Biorgc pod uwage dane dotyczace korzystnego profilu
bezpieczenstwa i aktywnosci in vitro, jak rowniez wlasciwosci farmakokinetyczne zwigzkow
38 1 145, mozna stwierdzi¢ ze badane inhibitory pan-PDE reprezentuja obiecujace,
oddziatujgce zaréwno na proces zapalny jak i przebudowe drog oddechowych, struktury

wyjsciowe w poszukiwaniach nowych i skutecznych kandydatow na leki przeciwastmatyczne.

4.1.6. Podsumowanie osiggniecia naukowego

Najwazniejsze wnioski ptynace z moich badan przedstawionych w cyklu powiazanych
tematycznie artykutow naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b ustawy stanowiacych
osiggniecie naukowe sg nastgpujace:

1. Po raz pierwszy wykazano, ze wybrane 7,8-dipodstawione pochodne puryno-2,6-
dionu, zwigzki bedace inhibitorami pan-PDE, wykazujg bardzo dobrg aktywnos¢
przeciwzapalng 1 przeciwzwitoknieniowa w réznych modelach komorek budujacych
drogi oddechowe, w tym komoérkach migsni gladkich drég oddechowych,
fibroblastach ptucnych, komorkach nabtonka pecherzykow plucnych typu 11
1 komorkach nabtonka oskrzeli pochodzacych od astmatykow.

2. Udokumentowano bardzo dobry profil bezpieczenstwa in vitro wybranych
7,8-dipodstawionych  pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu
oraz potwierdzono ich satysfakcjonujgcy profil farmakokinetyczny po podaniu

dootrzewnowym.
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. Wykazano znaczaca aktywno$¢ przeciwzapalng i przeciwzwldknieniowg wybranych
7,8-dipodstawionych  pochodnych  1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-puryno-2,6-dionu
w modelu przewlektej astmy indukowanej alergenem u myszy.

. Po raz pierwszy wskazano, ze za wlasciwosci przeciwzwidknieniowe wybranych
inhibitorow pan-PDE z grupy 7,8-dipodstawionych pochodnych 1,3-dimetylo-3,7-
dihydro-1H-puryno-2,6-dionu, odpowiada ich ograniczajace oddzialtywanie
na kanoniczny szlak sygnalizacji TGF-B poprzez biatka Smad. Mozna zatem
postulowaé, ze Sciezka ta stanowi dobry cel dla potencjalnych terapii
przeciwzwlioknieniowych.

. Wyniki badan przeprowadzonych w modelu in vivo potwierdzaja, ze w kontekscie
choréb uktadu oddechowego, wziewna droga podania moze stanowi¢ dobra
alternatywe dla terapii z wykorzystaniem inhibitoréw PDE. Zastosowany
w doswiadczeniach sposéb aplikacji badanych zwigzkéw zapewnia nie tylko ich
precyzyjne dostarczenie, a tym samym bezposrednie dziatanie inhibitoréw pan-PDE
w tkance docelowej, ale moze wplywaé na ograniczenie ich ogdlnoustrojowych
efektow i potencjalnych skutkow ubocznych.

. Wyniki zaprezentowanych badan dowodza rowniez, ze aktualny trend wykorzystania
znanych juz struktur (tj. teofiliny) w poszukiwaniu nowych lekéw jest warty uwagi.
Modyfikacje wprowadzone w pozycji 7 i 8 ukladu 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-
puryno-2,6-dionu przektadaja si¢ na korzystng aktywnos$¢ badanych zwigzkéw jako
inhibitorow pan-PDE i bedace jej wynikiem zdecydowanie lepsze, w poroOwnaniu
do zwigzku macierzystego, wlasciwos$ci farmakologiczne.

. Nowoscig zaprezentowanych danych jest rowniez wykazanie, ze inhibitory pan-PDE,
zwigzki wykazujace jednocze$nie zdolnos¢ do silnego hamowania wybranych,
istotnych z punktu widzenia patogenezy astmy oskrzelowej izoform PDE, posiadaja
duzo lepsza aktywnos¢ farmakologiczng w uktadzie oddechowym niz selektywne
(np. roflumilast, cilomilast) i nieselektywne (np. teofilina, IBMX) inhibitory PDE.
Dodatkowo uzyskane w ramach niniejszego projektu wyniki badan jednoznacznie
wskazuja, ze inhibitory pan-PDE ograniczaja zarowno zapalenie jak i wigkszos¢
procesow zwigzanych z remodelingiem drég oddechowych. Mozna zatem postulowag,
ze rownoczesne hamowanie kilku roéznych izoform PDE moze przynies¢ wiele
korzyS$ci terapeutycznych 1 z pewnoscig warto rozwazy¢ taki kierunek w dalszych

poszukiwaniach nowych lekow przeciwastmatycznych.
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Podsumowujac, wyniki uzyskane i opisane w ramach cyklu powigzanych tematycznie
artykutéw naukowych, zgodnie z art. 219 ust. 1. pkt 2b ustawy stanowiacych osiggnigcie
naukowe, poszerzaja aktualny stan wiedzy dotyczacy mozliwosci przeciwdziatania
przebudowie drzewa oskrzelowego w astmie, dostarczaja dowodow wskazujgcych na liczne
korzysci ptynace z potencjalnego zastosowania w terapii inhibitorow pan-PDE, a szczegodlnie
ich wziewnej aplikacji. Wybrane 7,8-dipodstawione pochodne 1,3-dimetylo-3,7-dihydro-1H-
puryno-2,6-dionu, zwiazki oddzialujace zarowno na zapalenie jak i remodeling drog
oddechowych, z pewno$cig stanowig obiecujgce struktury wiodagce w dalszych

poszukiwaniach nowych lekow przeciwastmatycznych.

4.2. Pozostale osiagniecia naukowe

4.2.1. Badania wplywu czynnikéw regulujacych fenotypowe réznicowanie fibroblastow
w miofibroblasty w astmie oskrzelowej

Za swoje drugie, najwazniejsze osiggni¢cie naukowe uwazam Szerokie badania
prowadzone nad naturg procesu fenotypowego rdéznicowania si¢  fibroblastow
w miofibroblasty (FMT) w ramach ktorych dokonatam odkrycia wspoétdziatania dwoch
waznych czynnikéw wzrostu, TGF-f 1 czynnika wzrostowego tkanki tacznej (CTGF),
w trakcie roznicowania fibroblastéw oskrzelowych pochodzacych od astmatykéw
w miofibroblasty, jak rowniez zidentyfikowatam kilka mozliwych sposobow ograniczania
samego procesu FMT. Zjawisko FMT zachodzi w trakcie przebudowy drzewa oskrzelowego
w astmie oskrzelowej i obecnie nie jest celem zadnej strategii terapeutycznej stosowanej
w leczeniu tej choroby. Poznanie jego dokltadnej natury jak réwniez czynnikdéw biorgcych
udziat w jego regulacji przyczynia si¢ do poszerzenia wiedzy w zakresie mozliwosci
przeciwdziatania FMT.

Interdyscyplinarne prace badawcze nad réznymi czynnikami mogacymi regulowaé
FMT realizowalam w ramach swojej pracy doktorskiej w dwodch odrebnych jednostkach
badawczych: Zakladzie Biologii Molekularnej 1 Genetyki Klinicznej, Wydziatu Lekarskiego
UJCM oraz w Zaktadzie Biologii Komorki, Wydziatu Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii
UJ. Zaplanowane i wykonane przeze mnie badania po raz pierwszy wykazaly,
ze w fibroblastach oskrzelowych pochodzacych od astmatykéw, dochodzi do silnej ekspresji
1 wydzielania CTGF pod wplywem innego znanego czynnika pro-zwioknieniowego, TGF-p,
a addytywne dzialanie obydwu czynnikéw znaczgco wzmaga proces FMT w komorkach

pobranych od os6b z astma oskrzelowa. Efektu tego nie wykazalam w fibroblastach
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oskrzelowych 0so6b zdrowych, co dodatkowo identyfikuje CTGF jako bardzo istotny czynnik
wzmagajacy proces FMT w przebiegu astmy oskrzelowej. W swoich badaniach udowodnitam
rowniez po raz pierwszy, ze wyciszenie ekspresji CTGF w fibroblastach oskrzelowych
pobranych od astmatykow, powoduje zahamowanie ich réznicowania
w miofibroblasty. Rezultaty moich badan nie tylko wskazujg na niezwykle istotng rol¢ CTGF
we wzmaganiu procesu FMT i przyczyniaja si¢ do lepszego zrozumienia zmian zachodzacych
w trakcie przebudowy drzewa oskrzelowego w astmie, ale takze wyznaczaja nowe mozliwe
punkty uchwytu dla potencjalnych lekéw przeciwastmatycznych, oddzialujacych na proces
przebudowy drog oddechowych. Swoje obserwacje 1 uzyskane wyniki przedstawitam
w dwoch nizej przedstawionych pracach, w ktorych jestem pierwszym autorem. Dodatkowo,
pierwsza z wymienionych ponizej prac zostatla dostrzezona i nagrodzona Il miejscem
w konkursie Redaktor Naczelnej Polish Archives of Internal Medicine na najlepsza studencka
prace oryginalng opublikowang w tym czasopismie, w 2012 roku.

o Wijcik K, Koczurkiewicz P, Michalik M, Sanak M. Transforming growth factor-g.-
induced expression of connective tissue growth factor is enhanced in bronchial
fibroblasts derived from asthmatic patients. Pol Arch Med Wewn. 2012;122(7-8):326-
32. PMID: 22814516.

o  Wojcik-Pszczola 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 Feb;102:187-190.
doi: 10.1016/j.cyt0.2017.09.002.

Zalezno$¢ wspotdziatania TGF-f 1 CTGF w procesie FMT w astmie oskrzelowej byta
rowniez podstawg moich doniesien konferencyjnych, np.: PP10, PP37 czy prezentacji ustnej
(PU4) wygtoszonej w trakcie 1st Congress BIO 2014, w Sesji Protein functions in Cellular

Signaling, w Warszawie.

Swoje spostrzezenia dotyczace znaczenia udziatu réoznych czynnikéw w wzmaganiu
procesu FMT w astmie oskrzelowej, zaprezentowatam réwniez w pracy przegladowe;j, ktorej

jestem pierwszym (réwno cenny udziat) i korespondencyjnym autorem.

e Michalik M, Wajcik-Pszczota K, Paw M, Wnuk D, Koczurkiewicz P, Sanak M, Pekala
E, Madeja Z. Fibroblast-to-myofibroblast transition in bronchial asthma. Cell Mol
Life Sci. 2018 Nov;75(21):3943-3961. doi: 10.1007/s00018-018-2899-4.

Praca ta stanowi kompendium aktualnej wiedzy dotyczacej zardwno udzialu réoznych
czynnikow w procesie FMT jak i potencjalnych mozliwosci jego regulacji w astmie
oskrzelowej. Praca ta byta do tej pory cytowana ponad 70 razy, co potwierdza zarowno jej

bardzo dobra pozycje w aktualnym pisSmiennictwie, jak réwniez znaczenie samego procesu
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FMT w patogenezie astmy oskrzelowej i mozliwosci jego regulacji, jako nowy kierunek

w poszukiwaniach nowych kandydatéw na leki przeciwastmatyczne.

W trakcie badan prowadzonych w Zaktadzie Biologii Komorki, Wydziatu Biochemii,
Biofizyki i Biotechnologii UJ, uczestniczylam rowniez w realizacji interdyscyplinarnych
projektéw naukowych, w ramach ktorych podjeto liczne proby zidentyfikowania natury
samego procesu FMT, jak i substancji mogacych przeciwdziata¢ i/lub ogranicza¢ FMT.
Bezposrednio prowadzitam badania, w ramach ktéorych udalo si¢ zidentyfikowaé kilka
sposobéw hamowania FMT w komorkach pochodzgcych od astmatykéw, w tym za pomoca
nalezacej do statyn — lowastatyny, przedstawiciela z grupy flawonoidow — apigeniny,
stosowanych w zaburzeniach afektywnych dwubiegunowych — soli litu, czy tez poprzez
ograniczenie kontaktow komorka-komorka lub wyciszenie ekspresji koneksyny 43. Rezultaty
tych badan przyczynily si¢ do odkrycia i wytypowania nowych kierunkow poszukiwania
skutecznych, oddziatujacych na zachodzacy w drzewie oskrzelowym chorych na astme proces
FMT, kandydatéw na leki przeciwastmatyczne. Efektem mojego zaangazowania w powyzsze

prace sg liczne publikacje badawcze, ktérych jestem wspotautorem:

o Michalik M, Pierzchalska M, Wilodarczyk A, Wojcik KA, Czyz J, Sanak M, Madeja Z.
Transition of asthmatic bronchial fibroblasts to myofibroblasts is inhibited by cell-cell
contacts. Respir Med. 2011 Oct;105(10):1467-75. doi: 10.1016/j.rmed.2011.04.009.

e Michalik M, Wéjcik KA, Jakiela B, Szpak K, Pierzchalska M, Sanak M, Madeja Z,
Czyz J. Lithium Attenuates TGF-p(1)-Induced Fibroblasts to Myofibroblasts
Transition in Bronchial Fibroblasts Derived from Asthmatic Patients. J Allergy
(Cairo). 2012;2012:206109. doi: 10.1155/2012/206109.

o Wijcik KA, Skoda M, Koczurkiewicz P, Sanak M, Czyz J, Michalik M. Apigenin
inhibits TGF-B1 induced fibroblast-to-myofibroblast transition in human lung
fibroblast populations. Pharmacol Rep. 2013;65(1):164-72. doi: 10.1016/s1734-
1140(13)70974-5.

e Michalik M, Soczek E, Kosinska M, Rak M, Wéjcik KA, Lasota S, Pierzchalska M,
Czyz J, Madeja Z. Lovastatin-induced decrease of intracellular cholesterol level
attenuates fibroblast-to-myofibroblast transition in bronchial fibroblasts derived from
asthmatic patients. Eur J Pharmacol. 2013 Mar 15;704(1-3):23-32. doi:
10.1016/j.ejphar.2013.02.023.

e Paw M, Borek I, Wnuk D, Ryszawy D, Piwowarczyk K, Kmiotek K, Wéjcik-Pszczola
KA, Pierzchalska M, Madeja Z, Sanak M, Blyszczuk P, Michalik M, Czyz J.
Connexin43 Controls the Myofibroblastic Differentiation of Bronchial Fibroblasts
from Patients with Asthma. Am J Respir Cell Mol Biol. 2017 Jul;57(1):100-110. doi:
10.1165/rcmb.2015-02550C.
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oraz liczne doniesienia konferencyjne, np.: PP1-5, P8, PP14-15, PP17-20, PP23-27, PP29,
PP31, PP34-35, PP40-43, PP72

Podejmowane poszukiwania i liczne proby identyfikacji substancji ograniczajgcych
proces FMT lezaly réwniez u poczatkdéw moich zainteresowan grupg metyloksantyn.
Do grupy tych zwigzkéw nalezy m.in. teofilina, lek stosowany w niektorych przypadkach
astmy oskrzelowej. Wiadomo, ze ma ona silne dziatanie przeciwzapalne, ale niewiele byto
wiadomo na temat jej oddziatywania na przebudowe¢ drog oddechowych. W ramach mojej
autorskiej koncepcji badan udato si¢ wykona¢ seri¢ do§wiadczen, ktére potwierdzity, ze trzy
zwigzki nalezgce do grupy metyloksantyn, tj. teofilina, pentoksyfilina i jej metabolit lizofilina,
moga skutecznie hamowac proces FMT. Uzyskane rezultaty badan zostaly przeze mnie
opisane i zaprezentowane w formie doniesien konferencyjnych (PP49, PP52, PP73), a takze

W ponizszej pracy, ktorej jestem pierwszym i korespondencyjnym autorem:

o  Wojcik-Pszczota K, Hincza K, Wnuk D, Kqgdziotka D, Koczurkiewicz P, Sanak M,
Madeja Z, Pgkala E, Michalik M. Pentoxifylline and its active metabolite lisofylline
attenuate transforming growth factor f1-induced asthmatic bronchial fibroblast-to-
myofibroblast  transition. Acta  Biochim Pol. 2016;63(3):437-42. doi:
10.18388/abp.2016_1357.

oraz staly si¢ przyczynkiem do podjgcia dalszych prac nad zwigzkami z grupy metyloksantyn
i ich pochodnych, a ich rezultatem sg wyniki badan zawarte w publikacjach stanowigcych

osiggniecie naukowe zaprezentowane w punkcie 4.1 (H1-H6).

4.2.2. Badania bezpieczenstwa nowych kandydatéw na leki

Niezwykle waznym aspektem mojej pracy naukowo-badawczej, stanowigcym
jednoczesnie moje kolejne osiggnigcie naukowe, sg prowadzone w ramach wstgpnej oceny
parametrow ADMETox w warunkach in vitro, badania bezpieczenstwa zard6wno NOWO
syntetyzowanych kandydatow na leki jak i potencjalnych sktadnikow nowych preparatow
kosmetycznych. Badania te prowadzg¢ od poczatku mojego zatrudnienia w Zakladzie

Biochemii Farmaceutycznej.

Wykluczenie dziatania toksycznego substancji chemicznych jak rowniez
potwierdzenie ich stabilnosci metabolicznej jest priorytetowe i powinno by¢ przeprowadzane
juz we wczesnym etapie rozwoju nowej czgsteczki — potencjalnego leku. Analizy takie maja,
zgodnie z zasada 3R, na celu zminimalizowanie liczby zwierzat potrzebnych do badan in vivo,
ograniczenie ich cierpienia oraz poszukiwanie alternatywnych metod badan. Doskonatym

narzedziem odpowiadajacym na te potrzeby sa analizy wykonywane w warunkach in vitro.

35



dr n .med. Katarzyna Wojcik-Pszczola
Zatgcznik nr 3 Autoreferat

Z wykorzystaniem metodyki opartej o hodowle réznych typéw komorek, bratam udziat
w licznych badaniach majacych na celu zweryfikowanie dziatania hepatocytotoksycznego,
neurocytotoksycznego, kardiocytotoksycznego, czy tez draznigcego skore dla nowych
zwigzkéw. Wykluczenie powyzszych aktywnosci pozwolito na wytypowanie optymalnych
i bezpiecznych zwigzkow do kolejnych badan, a tym samym przetozyto sie¢ na dalszy rozwoj

wybranych grup pochodnych.

Rezultaty przeprowadzonych przeze mnie analiz bezpieczenstwa staty si¢ podstawa
rozwoju m.in. takich grup zwigzkéw jak: 1,3-podstawione pochodne pirolidyno-2,5-dionu
o  dzialaniu  przeciwdrgawkowym; 3,3-difenylopropionamidy o  aktywnosci
antynocyceptywnej; 3-(2-chlorofenylo)- i 3-(3-chlorofenylo)-2,5-diokso-pirolidyn-1-ylo-
acetamidy posiadajace wilasciwosci przeciwdrgawkowe 1 przeciwbolowe; znakowane
fluorescencyjnie pochodne zydowudyny, czy tez zwigzki o aktywnos$ci fotoprotekcyjnej

z grupy pochodnych ksantonu lub 5-arylidenoimidazolidyno-2,4-dionu.

Innym bardzo waznym elementem wstepnych badah ADMETox nowych kandydatow
na leki in vitro jest badanie biotransformacji i wyznaczenie mozliwych $ciezek metabolizmu
z wykorzystaniem modelu mikrosoméw watrobowych. W ramach kilku projektow bratam
rowniez udzial w tego typu analizach, a uzyskane rezultaty moich badan pozwolity
na potwierdzenie stabilno$ci metabolicznej wybranych struktur wiodacych w obrebie takich
grup zwiazkoéw jak: agonistow receptora 5-HT7 o wiasciwosciach przeciwdepresyjnych
i anksjolitycznych, wybranych nowych chiralnych N-aminoalkilowych pochodnych trans-2-
aminocykloheksan-1-olu wykazujacych dziatanie przeciwdrgawkowe, czy tez nowych

pochodnych hydantoiny o obiecujacych wiasciwosciach fotoochronnych.

Reasumujac, prowadzone przeze mnie na szerokg skale wstepne badania ADMETox
in vitro nowych kandydatéw na leki oraz potencjalnych sktadnikow preparatow
kosmetycznych przyczynity sie¢ do wyselekcjonowania optymalnych pod katem
bezpieczenstwa 1 stabilnosci metabolicznej struktur do dalszych badan. Rezultaty

przeprowadzonych przeze mnie analiz pojawity si¢ w nastgpujacych pracach:

e Rybka S, Obniska J, Zmudzki P, Koczurkiewicz P, Wéjcik-Pszczota K, Pekala E, Bryla
A, Rapacz A. Synthesis and Determination of Lipophilicity, Anticonvulsant Activity,
and Preliminary Safety of 3-Substituted and 3-Unsubstituted N-[(4-Arylpiperazin-1-
yhalkyl]pyrrolidine-2,5-dione Derivatives. ChemMedChem. 2017 Nov
22;12(22):1848-1856. doi: 10.1002/cmdc.2017005309.
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e Rapacz A, Obniska J, Koczurkiewicz P, Wéjcik-Pszczota K, Siwek A, Grybos A, Rybka
S, Karcz A, Pekala E, Filipek B. Antiallodynic and antihyperalgesic activity of new
3,3-diphenyl-propionamides with anticonvulsant activity in models of pain in mice.
Eur J Pharmacol. 2018 Feb 15;821:39-48. doi: 10.1016/j.ejphar.2017.12.036.

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

e Popiol J, Gunia-Krzyzak A, Stoczynska K, Koczurkiewicz-Adamczyk P, Piska K,
Wojcik-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. Int J Mol Sci. 2020 Dec 22;22(1):34. doi:
10.3390/ijms22010034.

o Gora M, Czopek A, Rapacz A, Gebska A, Wojcik-Pszczota K, Pekala E, Kaminski K.
Synthesis, Anticonvulsant, and Antinociceptive Activity of New 3-(2-Chlorophenyl)-
and 3-(3-Chlorophenyl)-2,5-dioxo-pyrrolidin-1-yl-acetamides. Molecules. 2021 Mar
12;26(6):1564. doi: 10.3390/molecules26061564.

e Kasza P, Pociecha K, Wdjcik-Pszczota K, Canale V, Wyska E, Zajdel P, Szafranski
PW, Cegla M. Ligand assisted CuAAC labelling and RP-HPLC analysis of zidovudine
and Retrovir using propargyl-Fmoc probe. Eur J Pharm Sci. 2022 Nov 1;178:106293.
doi: 10.1016/j.ejps.2022.106293.

o Sloczynska K, Wéjcik-Pszczota K, Canale V, Zmudzki P, Zajdel P, Pekala E.
Biotransformation of 4-fluoro-N-(1-{2-[(propan-2-yl)phenoxy]ethyl}-8-
azabicyclo[3.2.1]octan-3-yl)-benzenesulfonamide, a novel potent 5-HT7 receptor
antagonist with antidepressant-like and anxiolytic properties: In vitro and in silico
approach. J Biochem Mol Toxicol. 2018 May;32(5):e22048. doi: 10.1002/jbt.22048.

o Stoczynska K, Koczurkiewicz P, Piska K, Powroznik B, Wéjcik-Pszczolta K, Klas K,
Wyszkowska-Kolatko M, Pegkala E. Similar Safety Profile of the Enantiomeric N-
Aminoalkyl  Derivatives of  Trans-2-Aminocyclohexan-1-ol  Demonstrating
Anticonvulsant  Activity.  Molecules. 2019  Jul  9;24(13):2505.  doi:
10.3390/molecules24132505.

e Popiét J, Piska K, Sloczynska K, Biehr A, Zelaszczyk D, Gunia-Krzyzak A,
Koczurkiewicz P, Wajcik-Pszczotla K, Marona H, Pegkala E. Microbial
biotransformation of some novel hydantoin derivatives: Perspectives for
bioremediation of potential sunscreen agents. Chemosphere. 2019 Nov;234:108-115.
doi: 10.1016/j.chemosphere.2019.05.254.

a takze, w licznych doniesieniach konferencyjnych, np.: PP22, PP48, PP51, PP55, PP57-58,
PP63, PP69-70, PP77, PP79, PP91.
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4.2.3. Badania dotyczace udzialu kanalu TRPA1 w chorobach zwléknieniowych pluc

Od kilku lat jestem rowniez aktywnie zaangazowana w badania prowadzone
w Zaktadzie Chemii Lekow, Katedry Chemii Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceutycznego
UJCM, majace na celu okreslenie wptywu zwiazkow modulujacych kanat TRPA1 (zarowno
agonistow, jak i antagonistow) na procesy zwigzane z przebudowa drog oddechowych
w przewleklych chorobach uktadu oddechowego, takich jak astma czy POChP. Badania
ostatnich lat wskazujg, ze kanat ten moze odgrywac istotng rol¢ W rozwoju astmy, przez
indukowanie m.in. zapalenia neurogennego, nadreaktywno$ci droég oddechowych i poznej
odpowiedzi astmatycznej. W ramach aktualnie trwajgcego projektu OPUS (PR7), ktorego
kierownikiem jest dr hab. Grazyna Chlon-Rzepa, prof. UJ, jestem odpowiedzialna
za prowadzenie badan biologicznych w modelach komodrkowych, jak réwniez badan
biochemicznych z wykorzystaniem tkanek zwierzecych. Wyniki przeprowadzonych przeze
mnie dotychczas badan potwierdzaja, ze wybrani antagonisci kanalu TRPA1 mogg ograniczac
fenotyp zwloknieniowy w pierwotnych ludzkich komoérkach migéni gladkich oskrzeli oraz
fibroblastach ptucnych. W swoich badaniach wykazatam, migdzy innymi, ze wybrane zwiazki
posiadajace aktywno$¢ inhibitora PDE oraz modulatora kanatu TRPA1 posiadajg aktywnos¢
przeciwzapalng (badania w modelu mysich makrofagéw indukowanych lipopolisacharydem)
oraz przeciwzwloknieniowg in vitro (badania w modelach indukowanych TGF-B komorek
miesni gladkich oskrzeli i fibroblastow ptucnych). Dodatkowo udowodnilismy, ze najbardziej
aktywni w badaniach in vitro, antagoni$ci kanatu TRPA1 ograniczaja rowniez proces zapalny
oraz cechy zwigzane z POChP w modelu wywotanej elastaza rozedmy u myszy. Aktualnie
koordynuj¢ rowniez badania przesiewowe, ktore prowadzi pod mojg opieka doktorantka, mgr
Natalia Kocot w grupie nowo zaprojektowanych 1 zsyntetyzowanych pochodnych
teobrominy, benzimidazolu, 8-alkoksyteofiliny oraz triazyny, zwigzkow modulujacych
aktywno$¢ kanatu TRPA1. Dotychczasowe wyniki badan potwierdzaja, ze zwiazki
wplywajace na aktywnos$¢ kanatu TRPAT1 stanowig niezwykle ciekawg 1 wartg dalszych analiz
grupe nowych kandydatow na leki, mozliwych do zastosowania w terapii przewlektych
choréb uktadu oddechowego. Ze wzgledu na wstepny charakter projektu, wyniki naszych
analiz byly dotychczas podstawa doniesien konferencyjnych (PP68, PP71, PP86, PP95),

a najnowsze sg przedmiotem publikacji bedgcej w trakcie opracowania.

5. Informacja o wykazywaniu sie¢ istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury,
w szczegoOlnoS$ci zagranicznej.
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5.1. Department of Molecular Pharmacology, University of Groningen, Holandia

W 2017 roku samodzielnie nawigzatam trwajacg do dnia dzisiejszego, wspOlprace
naukowo-badawczg z prof. Reinoudem Gosens, z Department of Molecular Pharmacology,
University of Groningen, w Holandii. Niezwykle owocna wspélpraca rozpoczeta sie
od mojego czterotygodniowego stazu w zespole prof. Gosensa i udziale w pracach
badawczych prowadzonych w tym czasie w Jednostce. Wyjazd i pobyt byt mozliwy dzigki
uzyskaniu na drodze konkursu §rodkéw finansowych w ramach stypendium ERS Short Term
Research Fellowship. Realizowany pod opiekg prof. Gosensa moj projekt badawczy miat
na celu analize wptywu dualnych inhibitorow PDE3/4 na funkcje komorek migsni gladkich
drég oddechowych w astmie oskrzelowej. Badania przeprowadzitam z wykorzystaniem
wyprowadzonych i unieSmiertelnionych przez prof. Gosensa linii komoérkowych. W trakcie
pobytu w Department of Molecular Pharmacology moje obowiazki polegaty m.in.
na zaktadaniu oraz rutynowej hodowli komoérek ASMC, przygotowaniu komorek
do do$wiadczen, wykonywaniu testow proliferacji oraz analizy zywotnos$ci, izolacji RNA
z komorek ASMC, przeprowadzaniu reakcji RT-PCR, a nastgpnie ocenie ilo$ci transkryptu
wybranych gendéw za pomoca analizy qPCR, ponadto bylam zaangazowana w organizacj¢
pracy w laboratorium, jak rowniez uczestniczytam w wydarzeniach dodatkowych tj. wyktady,
seminaria i konsultacje naukowe. W trakcie mojego pobytu w zespole prof. Gosensa
poznatam szereg procedur i wykonatam liczne eksperymenty, a wyniki mojej pracy zostaty
zawarte w doniesieniu zjazdowym (PP76) oraz byly podstawa jednej z publikacji

stanowigcych osiggniecie naukowe (praca H1).

W ramach samodzielnie zaplanowanych i zrealizowanych w Department of Molecular
Pharmacology, University of Groningen w Holandii badan wykazatam, ze wybrane pochodne
puryno-2,6-dionu, reprezentujace inhibitory PDE3/4 istotnie ograniczaja wybrane cechy
zwigzane z fenotypem zwldknieniowym w stymulowanych TGF-B komoérkach miesni
gladkich drog oddechowych. Udowodnitam miedzy innymi, ze wybrane zwigzki z tej grupy
obnizaja tempo proliferacji ASMC oraz ekspresj¢ waznych genow zwigzanych z ich
fenotypem zwloknieniowym. Gtownym rezultatem moich badan byto potwierdzenie dziatania
przeciwzwloknieniowego wybranych pochodnych puryno-2,6-dionu, co w konsekwencji
przyczynilo si¢ do podjgcia dalszych badan i prac nad ta grupg zwigzkéw oraz ich

przeciwastmatycznym charakterem.

Dodatkowo, nasza wspoélpraca polegajaca na prowadzeniu wspoOlnych badan,

regularnej dyskusji naukowej, wymianie pogladow i wsparciu merytorycznemu byta bardzo
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owocna i jej czeSciowym efektem sg rowniez dalsze publikacje stanowigce osiggniecie
naukowe (prace H2-H4, H6), jak rowniez inne doniesienia konferencyjne (PP67, PP85, PP87,
PP94).

Nasza wspolpraca trwa nieustannie od 2017 roku, a prof. Gosens byt jednym
z wykonawcow kierowanego przeze mnie projektu OPUS. Korzystajac ze wsparcia
merytorycznego 1 wieloletniego doswiadczenia profesora w prowadzeniu badan
w zwierzecych modelach astmy in vivo, mozliwe byto wdrozenie ww. modelu do rutynowych
badan na Woydziale Farmaceutycznym UJCM. Juz w trakcie pobytu w Department
of Molecular Pharmacology, poznatam podstawy teoretyczne modelu mysiej, przewlekle;
astmy indukowanej alergenem oraz warunki konieczne do jego przeprowadzenia. Dzigki
nabytym umiej¢tnosciom mozliwe byto zaplanowanie i zorganizowanie przeze mnie zaplecza
naukowo-technicznego, a nastgpnie dzigki niezwykltemu zaangazowaniu i wspotpracy
z zespotem prof. Elzbiety Wyski z Zakladu Farmakokinetyki i Farmacji Fizycznej, Wydzialu
Farmaceutycznego UJCM, jego opracowanie i wykonanie w warunkach naszego Wydziatu.
W najblizszym czasie planujemy takze rozbudowe naszego modelu o modutl umozliwiajacy
wykonywanie pomiaréw pletyzmograficznych oraz generator dymu papierosowego (w celu
wywolywania u zwierzat laboratoryjnych innych, przewlektych choréb ptuc m.in. POChP).
Badania prowadzone z wykorzystaniem modeli chordb ptuc, jak rowniez wziewna aplikacja
substancji (mozliwa dzigki zastosowaniu unikatowej wiezy inhalacyjnej) sa prowadzone przez
pojedyncze jednostki naukowe w Polsce, a wdrozenie ich do rutynowych badan na Wydziale
Farmaceutycznym UJCM z pewnoscig bylo mozliwe dzigki umiejetnosciom i wiedzy

zdobytej w trakcie mojego pobytu i pracy w Groningen.

Dzigki statej wspotpracy z zespotem prof. Gosensa mozliwe jest prowadzenie dalszych
badan z wykorzystaniem komorek ASMC, rowniez w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej
UJCM. Aktualnie w Department of Molecular Pharmacology prowadzone sa zaplanowane
badania nad wlasciwosciami rozkurczowymi nowych inhibitorow pan-PDE z grupy
pochodnych puryno-2,6-dionu, w modelu ex vivo z wykorzystaniem precision cut lung slices
(PCLS). Dlatego tez moje najblizsze plany naukowo-badawcze obejmujg kolejny pobyt
w zespole prof. Gosensa celem dokonczenia tych badan, a takze zdobycia doswiadczenia
dotyczacego potencjalu wykorzystania PCLS w badaniach obejmujacych zar6wno
poszukiwania nowych punktow uchwytu dla substancji o dziataniu przeciwastmatycznym, jak
rowniez szersze badania farmakologiczne ex vivo potencjalnych kandydatow na leki

oddziatujace na uktad oddechowy.
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5.2. Zespol Biofizyki Molekularnej i Bioenergetyki, Wydzial Fizyki i Informatyki
Stosowanej, Akademia Gérniczo-Hutnicza, Krakéw

W okresie od czerwca 2010 do lipca 2011 roku, w Zespole Biofizyki Molekularnej
I Bioenergetyki, na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH, kierowanym przez prof.
dr hab. Kvetoslave Burda, bratam udzial w prowadzeniu wielokierunkowych badan
dotyczacych wlasciwosci nanomechanicznych komoérek zmienionych chorobowo. Wiele
ze znanych lekoéw np. przeciwnowotworowych oddziatuje na architekture cytoszkieletu
komorki, prowadzac do jej uposledzenia. To z kolei przektada si¢ na zmiang whasciwosci
nanomechanicznych komorki. Istniejagca korelacja pomigdzy struktura cytoszkieletu,
a wlasciwosciami nanomechanicznymi komorki daje podstawy dla mozliwosci
wykorzystania wtasciwosci elastycznych komorki w procesie oceny dziatania nowych
kandydatow na leki [54].

W ramach prowadzonych na AGH badan, w oparciu 0 potaczenie analizy wykonanej
za pomocg mikroskopu sit atomowych oraz wynikdéw badan biologicznych odkrylismy po raz
pierwszy, ze fibroblasty oskrzelowe wyizolowane z biopsji pobranych od pacjentow z astmag
oskrzelowa i hodowane na podtozu szklanym w standardowych warunkach in vitro,
charakteryzujag si¢ odmiennymi wilasciwosciami nanomechanicznymi, w porOéwnaniu
do komorek pobranych od oséb zdrowych. Wykazalismy, ze komorki te posiadajg prawie
4-krotnie wyzsza sztywno$¢, wyrazong za pomocg modulu Younga, w poréwnaniu
do fibroblastow oskrzelowych pochodzacych od os6b zdrowych. Zwigkszone napigcie
i aktywnos¢ mechaniczna tych komorek przektada si¢ z kolei na ich zdolnosé¢
do fenotypowego rdznicowania w kierunku miofibroblastow, a tym samym na progresje
zwloknienia.

Moja rola w realizowanym projekcie polegata na udziale w tworzeniu koncepcji pracy
oraz zaplanowaniu i prowadzeniu badan biologicznych, obejmujacych propagacje hodowli
komorkowych, przygotowanie komorek do pomiaré6w z wykorzystaniem mikroskopu sit
atomowych, analize wtasciwosci cytofluorymetrycznych komorek, wykonanie analiz
immunofluorescencyjnych oraz porownanie danych z wynikami analiz nanomechanicznych.
Wykazatam m.in., istnienie r6znic w organizacji cytoszkieletu aktynowego oraz wielkos$ci
kontaktow  zogniskowanych  wystepujace  pomigdzy  fibroblastami  oskrzelowymi
pochodzacymi od astmatykow i osoéb zdrowych. Rezultaty moich badan pozwolily takze
na odnalezienie korelacji pomiedzy wilasciwosciami nanomechanicznymi, a strukturg

cytoszkieletu fibroblastow oskrzelowych pochodzacych od astmatykéw. Biorgc pod uwage
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skomplikowane zmiany zachodzace w architekturze cytoszkieletu komoérek strukturalnych
drog oddechowych w trakcie przebiegu astmy oskrzelowej, wyniki tych prac moga przetozy¢
si¢ na mozliwos¢ wykorzystania wlasciwosci elastycznych zardwno w monitorowaniu zmian
strukturalnych zachodzacych w komorce w trakcie przebiegu astmy oskrzelowej,
jak i w procesie weryfikacji dziatania nowych potencjalnych lekow przeciwastmatycznych.
W trakcie badan prowadzonych w Zespole Biofizyki Molekularnej i Bioenergetyki,
na Wydziale Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH bytam réwniez zaangazowana w projekt,
w ramach ktorego udokumentowaliSmy po raz pierwszy wplyw wybranych saponin
triterpenowych na elastyczno$¢ i potencjat inwazyjny komorek ludzkiego raka prostaty
prowadzacy do ostabienia ich zdolnosci inwazyjnych. Wynikiem mojej aktywnosci
prowadzonej w ww. jednostce sg ponizsze publikacje:

e Sarna M, Wojcik KA, Hermanowicz P, Wnuk D, Burda K, Sanak M, Czyz J, Michalik
M. Undifferentiated bronchial fibroblasts derived from asthmatic patients display
higher elastic modulus than their non-asthmatic counterparts. PLoS One. 2015 Feb
13;10(2):e0116840. doi: 10.1371/journal.pone.0116840.

e Koczurkiewicz P, Podolak |, Skrzeczynska-Moncznik J, Sarna M, Wijcik KA,
Ryszawy D, Galanty A, Lasota S, Madeja Z, Czyz J, Michalik M. Triterpene
saponosides from Lysimachia ciliata differentially attenuate invasive potential of
prostate cancer cells. Chem Biol Interact. 2013 Oct 25;206(1):6-17. doi:
10.1016/j.¢hi.2013.08.003.

takze doniesienia konferencyjne: PP6, PP11, PP28, PP30, PP31, PP34, PP36

5.3. Zaklad GenetyKki, Instytut Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii Nauk, Warszawa

W lipcu 2010 roku, w trakcie studidow doktoranckich, odbylam miesi¢czny staz
w Zakladzie Genetyki Instytutu Biochemii i1 Biofizyki, Polskiej Akademii Nauk
w Warszawie pod opieka pani dr hab. Beaty Burzynskiej, prof. IBB PAN. W trakcie mojego
pobytu w tej jednostce bytam aktywnie zaangazowana w prac¢ laboratoryjng, w tym m.in.:
izolacje¢ RNA z komorek drozdzy, izolacje DNA z krwi ludzkiej, oczyszczanie produktow
reakcji PCR do sekwencjonowania, prowadzenie rozdzialu kwasoéw nukleinowych/biatek
za pomocg elektroforezy, wykonywanie reakcji PCR w czasie rzeczywistym, projektowanie
starterow, izolacje leukocytéw z pelnej krwi, a takze analize produktow sekwencjonowania
oraz analize¢ mutacji przy uzyciu odpowiedniego oprogramowania. Zapoznatam si¢ takze
z metodyka mikromacierzy ekspresyjnych oraz technika automatycznej izolacji kwasow

nukleinowych. Jako stazystka uczestniczylam w pracach badawczych realizowanych
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woOwczas W tej jednostce. Umiejetnosci i doswiadczenie w pracy laboratoryjnej zdobyte
w trakcie pobytu w Zaktadzie Genetyki, Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN, zostaty przeze
mnie wykorzystane w trakcie pdzniejszej pracy naukowo-badawczej, w ramach projektow,
ktorych wyniki zawarto m.in. w wymienionych nizej publikacjach z moim wspoétautorstwem,
np.:

e Koczurkiewicz-Adamczyk P, Ggsiorkiewicz B, Piska K, Gunia-Krzyzak A, Jamrozik M,
Bucki A, Stoczynska K, Bojdo P, Waéjcik-Pszczota K, Wiadyka 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. Life Sci. 2022 Sep 15;305:120777. doi:
10.1016/j.1fs.2022.120777.

o  Wojcik-Pszczola 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 Feb;102:187-190.
doi: 10.1016/j.cyt0.2017.09.002.

o Waojcik KA, Skoda M, Koczurkiewicz P, Sanak M, Czyz J, Michalik M. Apigenin
inhibits TGF-1 induced fibroblast-to-myofibroblast transition in human lung
fibroblast populations. Pharmacol Rep. 2013;65(1):164-72. doi: 10.1016/s1734-
1140(13)70974-5.

e Koczurkiewicz P, Podolak I, Wdjcik KA, Galanty A, Madeja Z, Michalik M, Czyz J.
Lclet 4 enhances pro-apoptotic and anti-invasive effects of mitoxantrone on human
prostate cancer cells - in vitro study. Acta Biochim Pol. 2013;60(3):331-8. Epub 2013
Jul 18. PMID: 23869350.

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

6.1. Osiagniecia dydaktyczne

Dziatalnos¢ dydaktyczng rozpoczetam juz w trakcie studiow doktoranckich na Wydziale
Lekarskim UJCM, a nastepnie kontynuowatam jg w Zaktadzie Biologii Komorki, Wydziatu
Biochemii, Biofizyki 1 Biotechnologii UJ. Z chwilg rozpoczgcia przeze mnie pracy
na Wydziale Farmaceutycznym UJCM, zostalam zaangazowana w zaje¢cia dydaktyczne

prowadzone w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej.

A. W ramach dotychczasowej pracy naukowo-dydaktycznej bylam promotorem 4 prac
magisterskich na kierunku Farmacja (mgr Justyna Meserszmit, mgr Marcin Romanowski,
mgr Klaudia Nowak oraz mgr Karolina Rajek) i 5 prac magisterskich na kierunku

Kosmetologia (mgr Anna Nowak, mgr Karolina Kazmierczak, mgr Aleksandra
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Markowska, mgr Natalia Jaro§, mgr Dominika Janiec). Praca magisterska studentki

farmacji, mgr Karoliny Rajek przygotowana pod moja opieka, zdobyta Il miejsce

w Wydzialowym Konkursie Prac Magisterskich w roku akademickim 2020/21. Ponadto

recenzowatam 2 prace magisterskic na kierunku Farmacja i 2 prace magisterskie

na kierunku Kosmetologia. Od pazdziernika 2022 roku petni¢ rowniez funkcje promotora

pomocniczego pracy doktorskiej mgr Natalii Kocot, realizujacej studia doktoranckie
w Szkole Doktorskiej Nauk Medycznych i Nauk o Zdrowiu UJCM.

B. Od poczatku mojej pracy naukowo-dydaktycznej prowadzitam/prowadzg¢ nastepujace

zajecia dydaktyczne:

Biochemia (kierunek farmacja, Wydziat Farmaceutyczny UJCM) — seminaria
i ¢wiczenia, 2013 — obecnie

Biotechnologia w kosmetologii (kierunek kosmetologia, Wydzial Farmaceutyczny
UJCM) — ¢wiczenia, 2013 — obecnie

Biochemia ogdlna i medyczna (Studium Ksztatcenia Podyplomowego Wydziatu
Farmaceutycznego, UJCM) — wyktady, 2019 — obecnie

Biology in Pharmaceutical Sciences (kierunek Drug Discovery and Development,
Wydziat Farmaceutyczny UICM) - ¢wiczenia, 2018 — obecnie

Najnowsze technologie komérkowe w badaniach nad lekiem (kierunek farmacja,
Wydziat Farmaceutyczny UJCM ) — zajecia fakultatywne, 2016 — obecnie
Biomedycyna i inzynieria tkankowa w kosmetologii (kierunek kosmetologia,
Wydziat Farmaceutyczny UICM ) — zajecia fakultatywne, 2016 — 2018

Biologia Komorki (Studia podyplomowe z biologii molekularnej, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, UJ) — ¢wiczenia, 2012

Biologia komorki (kierunek biologia, biotechnologia i biochemia, Wydziat
Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii, UJ) — ¢wiczenia, 2011-2013

Praktikum z biologii komoérki (kierunek biologia, biotechnologia i biochemia,
Wydziat Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ) — ¢wiczenia, 2011-2013
Genetyka (kierunek lekarski, Wydziat Lekarski UICM) — ¢wiczenia, 2010-2012
Genetyka (kierunek dietetyka, Wydzial Lekarski UJICM) — ¢wiczenia, 2011-2012

C. W latach 2017-2018 bytam uczestnikiem programu Erasmus+ staff mobility for teaching

i bralam udziat w ksztalceniu studentow uczelni zagranicznych. W trakcie pobytu

w Uniwersytecie Lublanskim oraz w Uniwersytecie w Ratyzbonie realizowalam

nastepujace zajecia dydaktyczne:
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e Biopharmaceutical Evaluation of Pharmaceutical Forms (przedmiot dla studentow
4 roku kierunku Farmacja na Uniwersytecie w Lublanie)

e The Use of Genetic and Cellular Testing in Biomedicine and Pharmacy
(przedmiot dla studentow 4 roku kierunku Farmacja na Uniwersytecie
w Lublanie)

e Clinical Pharmacy (seminaria dla studentow 4 i 5 roku kierunku Farmacja
na Uniwersytecie w Ratyzbonie).

D. W 2014 roku, bytam wspotodpowiedzialna za  opracowanie programu
oraz przygotowanie sylabusu =zaje¢ fakultatywnych na kierunku Kosmetologia
(Biomedycyna 1 inzynieria tkankowa w kosmetologii) oraz kierunku Farmacja
(Najnowsze technologie komoérkowe w badaniach nad lekiem). Obydwa fakultety zostaty
pozytywnie zaopiniowane i weszty do programu ksztatcenia na kierunkach Kosmetologia
i Farmacja.

E. W trakcie swojej dotychczasowej pracy naukowo-dydaktycznej sprawowatam rowniez
opicke nad studentami realizujgcymi projekty naukowe, prace magisterskie, stypendia,
staze zardbwno w Zakladzie Biologii Komorki, Wydzialu Biochemii, Biofizyki i
Biotechnologii UJ, jak i w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej, Wydziatu
Farmaceutycznego UJCM:

e W okresie 01.02.2021 — 30.04.2021 bylam opickunem naukowym studenta
kierunku Farmacja, Uniwersytetu w Porto, Portugalia — Bruno Ferreira, ktory
odbywat staz w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej, w ramach programu
Erasmus+. Do moich obowigzkéw nalezal nadzér merytoryczny nad projektem
naukowym stazu, opieka w laboratorium, koordynacja pracy studenta, a takze
nauczanie podstawowych technik laboratoryjnych. Oprocz realizacji zatozonych
planow badawczych student zostal rowniez zaangazowany w prace prowadzone
w ramach projektu OPUS (PR3), a wynikiem tego jest publikacja oraz doniesienia
konferencyjne, ktorych jest wspotautorem (publikacja H4, doniesienie
konferencyjne PP67).

e W okresie 25.06.2018 — 13.07.2018 sprawowatam opieke naukowg nad studentkg
kierunku Farmacja, Uniwersytetu Marmara w Stambule, Turcja — Burgin
Karaaslan, realizujacg praktyki wakacyjne w ramach stazy organizowanych przez

Polskie Towarzystwo Studentow Farmacji. W trakcie pobytu stazystki
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w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej bylam odpowiedzialna za organizacje
czasu jej pracy, nauczanie technik laboratoryjnych oraz nadzor merytoryczny.

e W okresie czerwiec-sierpien 2014 sprawowatam opieke¢ nad studentka kierunku
Farmacja, Uniwersytetu w Bonn, Niemcy — Birte Niemann, realizujgca naukowy
staz wakacyjny w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej. Bytam odpowiedzialna
za organizacj¢ zadan badawczych stazystki w laboratorium, nauczanie
podstawowych technik laboratoryjnych i zasad pracy laboratorium hodowli
komoérkowych. Efekt naszej pracy to dwa doniesienia konferencyjne, ktorych
stazystka jest wspotautorka (PP21, PP44).

e W okresie od stycznia do lipca 2022 bylam opiekunem wolontariatu, ktory
w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej odbywala mgr Natalia Kocot,
absolwentka kierunku Farmacja, Wydzialu Farmaceutycznego, Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy. Bytam odpowiedzialna za organizacj¢ pracy wolontariuszki
1 wdrozenie jej w rutynowe prace prowadzone w laboratorium, nauczanie metod
hodowli komorkowych oraz biologii molekularnej, przygotowanie doniesien
konferencyjnych. Wynikiem wspolnych prac byto wiaczenie wolontariuszki jako
wspoétautora kilku doniesien konferencyjnych i jednej publikacji (PP89, PP93,
publikacja H5).

e Od 2013 roku jestem zaangazowana w opieke¢ nad studentami biochemiczno-
biotechnologicznego kota naukowego ,,Cytogenom”, dzialajacego w ramach
Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej. Efektem tej aktywnosci sa liczne
doniesienia konferencyjne (PP54, PP61, PP74, PP78), jak i publikacje (P11, P12,
P46).

e W latach 2010 — 2013 bytam rowniez zaangazowana w opiek¢ nad studentami
kierunkéw Biologia 1 Biotechnologia, wykonujagcymi prace magisterskie
w Zaktadzie Biologii Komorki, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii
uJ.

F. W celu podnoszenia swoich kompetencji dydaktycznych zrealizowatam rowniez
nastepujace kursy 1 szkolenia:

e Warsztaty Ars Docendi — rok akademicki 2011/2012 — cykl warsztatow

dydaktycznych stuzacych wspieraniu poczatkujacych nauczycieli akademickich
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w rozwijaniu kompetencji dydaktycznych, warsztaty zorganizowane przez Dziat
Rozwoju i1 Jako$ci Ksztalcenia, Centrum Wsparcia Dydaktyki UJ

e Innovative teaching methods in the fields of Technology and Chemical Engineering
according to the best standards of the Bologna Process — 04.07.2017

e Prawo autorskie w dziatalnosci naukowej i dydaktycznej — 05.06.2020

e Tworzenie prezentacji i wizerunek naukowca” — 26.11.2020

e Akademia Wystgpien Publicznych: Dykcja i impostacja glosu bez tajemnic —
05.04.2022

e Udziat w szkoleniu pt. ,,Teaching & Learning Means Getting in Mental Synchrony”
wygloszonych przez prof. Barbar¢ Oakley — swiatowej stawy ekspertka w dziedzinie
dydaktyki akademickiej, a takze autorka jednego
Zz najpopularniejszych webinariow na platformie Coursera pt. Learning How

to Learn. — 31.05.2023

6.2.  Osiagniecia organizacyjne

A. W latach 2010 — 2012 bytam czlonek Rady Towarzystwa Doktorantow Uniwersytetu
Jagiellonskiego oraz Przewodniczaca Komisji TDUJ ds. Collegium Medicum. Do moich
obowigzkoéw nalezato uczestniczenie w posiedzeniach Rady, przygotowanie protokotow,
wspotodpowiedzialno$¢ za podejmowanie decyzji dotyczacych srodowiska doktorantow
UJ. Bytam rowniez odpowiedzialna za przygotowanie propozycji podzialu $rodkow
finansowych przyznawanych doktorantom w ramach §wiadczeh pomocy materialnej oraz
wysokosci stypendiow dla najlepszych doktorantow Wydziatu Lekarskiego i Wydziatu
Farmaceutycznego UICM

B. W latach 2011 — 2013 pehnitam funkcj¢ cztonka komitetu organizacyjnego Konferencji
Naukowej Doktorantow Wydzialu Lekarskiego 1 Farmaceutycznego. Bylam
wspodtodpowiedzialna za kontakt z zaproszonymi gos¢mi, sponsorami i zleceniobiorcami,
opracowanie programu wydarzenia, przygotowanie materialdow graficznych, edycje
materiatdw naukowych oraz wydruki plakatéw, koordynacj¢ stanowiska rejestracji oraz
logistyke zwigzang z impreza towarzyszacg.

C. W latach 2013-2014 bratam udziat w organizacji Matopolskiej Nocy Naukowcow
na Woydziale Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ. Moja rola polegata
na koordynowaniu zapisOw na poszczegélne wydarzenia i nadzorze nad procesem

rejestracji.
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D. W latach 2016 — 2019 petitam funkcje wspotorganizatora i koordynatora Matopolskiej
Nocy Naukowcow na Wydziale Farmaceutycznym UJCM. Moja rola polegata
na przygotowaniu programu wydarzenia na Wydziale Farmaceutycznym (program
obejmowat 18 warsztatoéw odbywajacych sie w Kilku Katedrach/Zaktadach), wspotpracy
z Dziatem Promocji Nauki UJ oraz Inspektoratem BHP UJ, opracowaniu harmonogramu
warsztatow oraz budzetu wydarzenia, prowadzeniu rejestracji indywidualnych
i zbiorowych na poszczegélne warsztaty, koordynacji stanowiska rejestracji w dniu
wydarzenia, nadzorowaniu 1 przygotowaniu umoéw zlecenia/dzieto dla studentow
Wydzialu Farmaceutycznego, rozliczaniu faktur, przygotowaniu raportu z wydarzenia
I opracowania statystycznego.

E. W roku 2016 bylam cztonkiem Komitetu Organizacyjnego konferencji ,,Nowoczesna
Kosmetologia - od Nauki do Biznesu”, wydarzenia organizowanego na Wydziale
Farmaceutycznym Uniwersytet Jagiellonski Collegium Medicum. Moja rola polegala
poszukiwaniu, a nastepnie na kontakcie ze sponsorami, opracowaniu, formatowaniu
1 ztozeniu ksigzki abstraktow oraz pomocy w przygotowaniu materiatow graficznych.

F. W latach 2013 — 2017 bytam odpowiedzialna za funkcjonowanie strony internetowej

Zaktadu Biochemii Farmaceutycznej, Wydziatu Farmaceutycznego UJCM.

6.3.  Osiagniecia popularyzujace nauke

A. W 2011 roku bratam udziat w Festiwalu Nauki, w ramach stoiska Wydziatu Biochemii,
Biofizyki 1 Biotechnologii UJ, na rynku gléwnym w Krakowie. W ramach wydarzenia
promowalam wiedz¢ z zakresu podstaw biologii komorki. Prowadzitam krotka prelekcje
1 pokazy dotyczace obstugi mikroskopu fluorescencyjnego 1 mozliwosci jego
zastosowania w badaniach podstawowych.

B. W 2012 roku bratam udziat w Dniach Otwartych Wydzialu Biochemii, Biofizyki
1 Biotechnologii UJ, w ramach ktérych prowadzitam pokazy w sali ¢wiczen Zaktadu
Biologii Komorki, dotyczace obserwacji komorek w mikroskopie jasnego pola, a takze
podstaw pracy z hodowlami komorkowymi w laboratorium.

C. W 2018 roku bytam odpowiedzialna za przygotowanie i wygloszenie prelekcji dotyczacej
badan bezpieczenstwa 1 ich roli w procesie rozwoju nowych lekéw oraz oprowadzanie
po laboratorium uczestnikow warsztatow pt. ,,Skad si¢ biorg leki”, zorganizowanych
przez Sekcje ds. projektow promocyjnych UJ, w ramach inicjatywy ,,Uniwersytet Blizej

Was — wycieczki na Uniwersytet Jagiellonski”.
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D. Prowadzenie prelekcji dotyczacej badan prowadzonych w Zakladzie Biochemii
Farmaceutycznej, Wydzialu Farmaceutycznego UJCM oraz roli podstawowych badan
przedklinicznych w  procesie rozwoju nowych lekéw dla uczniow szkot
ponadpodstawowych oraz studentow uczelni zagranicznych wizytujacych Wydziat
Farmaceutyczny.

E. Udzial w materiale telewizyjnym Jak odkrywa¢ nowe leki? promujacym nowy kierunek
studiow prowadzonych na Wydziale Farmaceutycznym UJCM — Drug Discovery and
Development.

F. Jestem wspoétautorka Kilku prac o charakterze popularnonaukowym, w tym np.:

e Artykutu opublikowanego na zaproszenie w branzowym czasopi$mie Swiat Przemystu
Farmaceutycznego; Kubowicz P, Koczurkiewicz P, Wéjcik K, Pekala E, Rok M,
Slipek P, Zastosowanie cieklego azotu w biotechnologii, farmacji i medycynie.” Swiat
przemystu farmaceutycznego, 2014, vol. 27, no. 01, pp.: 8 — 12.

e Artykutu opublikowanego na zaproszenie w branzowym czasopismie Dermatologia
Estetyczna; Wajcik-Pszczola K, Koczurkiewicz P, Pekala E. Hodowle komorkowe -
wybrane zastosowania w kosmetologii. Dermatologia Estetyczna, Vol. 19, nr 1, pp.:
22 — 29, 2017.

G. Popularyzacja prowadzonych badan oraz ich wynikéw w ramach portali internetowych,
np.: artykut informacyjny dotyczacy realizowanego projektu OPUS na portalu Rzeczo.pl,
promocja wynikéw badan na portalach tj. Encyclopedia MDPI czy Po Prostu Nauka
UJCM.

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

A. Poza aktywnos$cia naukowa omdéwiong w punkcie 4. i 5. niniejszego Autoreferatu,

bylam rowniez zaangazowana w realizacj¢ nast¢pujacych badan naukowych:

1. Badania dotyczace poszukiwania zwigzkéw pochodzenia naturalnego o charakterze
przeciwnowotworowym. Badania, w ktorych bralam udziat byly realizowane
w Zakladzie Biologii Komoérki WBBiB UJ oraz w Zakladzie Biochemii
Farmaceutycznej WF UJCM i pozwolity na zidentyfikowanie kilku nowych
aktywnoS$ci zwigzanych z dzialaniem przeciwnowotworowym wybranych zwigzkow
np. saponin triterpenowych wyizolowanych z Lysimachia ciliata, i Lysimachia

clethroides, ekstraktéw z Bacopa monnieri, galaktolipidow wyizolowanych

49



dr n .med. Katarzyna Wojcik-Pszczola
Zatgcznik nr 3 Autoreferat

z Impatiens parviflora, czy tez piperlonguminy, alkaloidu pochodzacego z Piper
longum. Wynikiem prowadzonych badan jest kilka publikacji oryginalnych (P7, P11,
P13, P19, P29) i przegladowych (P38, P39, P40, P42), ktorych jestem wspdtautorem.
Badania dotyczace poszukiwania substancji o charakterze kardioprotekcyjnym
w grupie nowych pochodnych kwasu cynamonowego, z wykorzystaniem modeli
szczurzych  kardiomiocytow oraz kardiomiocytow ludzkich pochodzacych
z indukowanych pluripotencjalnych komoérek macierzystych. Badania prowadzone
byly w Zaktadzie Biochemii Farmaceutycznej, przy wspolpracy z Zakladem
Biotechnologii Medycznej, Wydziatu Biochemii, Biofizyki i Biotechnologii UJ.
Wynikiem prowadzonych badan jest sa publikacje oryginalne: P28 i P32 oraz
doniesienia konferencyjne: PP62, PP64, PP83, ktorych jestem wspotautorem.

Badania dotyczace poszukiwania nowych, skutecznych i bezpiecznych filtrow UV
w grupach nowych pochodnych arylidenohydantoiny i kwasu cynamonowego.
Badania prowadzono w ramach projektu OPUS (PRS5), kierowanego przez prof. dr
hab. Elzbiet¢ Pgkale i realizowanego w Zakladzie Biochemii Farmaceutycznej
1 w Zakladzie Chemii Bioorganicznej, Katedry Chemii Organicznej, Wydziatu
Farmaceutycznego UJCM. W ramach projektu powstaly liczne doniesienia
konferencyjne (PP57-58, PP77, PP79) i publikacje badawcze (P20, P21, P26).
Badania aktywnos$ci neurotoksycznej 1 przeciwzapalnej barwnikéw gomfreninowych
pozyskiwanych z ekstraktow Basella alba. Badania prowadzono w ramach
wspoOtpracy z prof. dr hab. Stawomirem Wybrancem z Katedry Technologii
Chemicznej i Analityki Srodowiskowej, Wydzialu Inzynierii i Technologii
Chemicznej Politechniki Krakowskiej, w ramach projektu OPUS NCN, nr UMO-
2017/27/B/NZ9/02831 pt. “Badania aktywnosci i stabilnoSci barwnikow
gomfreninowych z ekstraktow Basella alba L.”.

Badania bezpieczenstwa oraz aktywno$ci przeciwzapalnej nanoczastek srebra.
Badania prowadzono w ramach wspolpracy z dr Magdaleng Wypij, z Katedry
Mikrobiologii, Wydzialu Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Mikotaja
Kopernika. Wyniki badan zaprezentowano w publikacji badawczej (P33).

Badania dotyczace molekularnych mechanizméw dziatania nowych zwigzkow
0 potencjale hamujagcym monogeneze z grupy pochodnych kwasu cynamonowego.
Badania prowadzono w ramach wspotpracy z dr hab. Agnieszka Gunig-Krzyzak

z Zakladu Chemii Bioorganicznej, Katedry Chemii Organicznej, Wydziatu
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Farmaceutycznego UJCM w ramach projektu LIDER (PR9). Wynikiem badan jest
polskie zgtoszenie patentowe (ZP1) oraz doniesienia zjazdowe (PP96, PP97).

. Uczestniczylam rowniez w projektach komercyjnych realizowanych przez UJCM

na zlecenie firm zewnetrznych, w tym m.in. z firma:

. AERO-BW Kirzysztof Domagata Sp.J. z siedzibg w Chrzanowie, w zakresie
,Opracowania receptury maseczki do wloséw na bazie placenty roslinnej. Analiza
cytotoksycznosci, mutagennosci i potencjatu antyoksydacyjnego”, jako kierownik
projektu.

Insignes Labs Sp. z. o.0. z siedzibg w Krakowie, w zakresie ,,WWykonania ustugi prac
badawczych i eksperymentalno-rozwojowych dotyczacych analizy dodatku
antymikrobiotycznego pod wzgledem potencjalnej cytotoksycznosci, mutagennosci
i ekotoksykologii oraz biotransformacji w modelu biologicznym”, jako wykonawca
zadan badawczych.

. AERO-BW Kirzysztof Domagata Sp.J. z siedzibag w Chrzanowie, w zakresie ,,Badania
aktywnosci biologicznej ekstraktow uzyskanych z komorek macierzystych; Badania
bezpieczenstwa stosowania ekstraktow uzyskanych z komoérek macierzystych”, jako
wykonawca zadan badawczych.

. Adamed Pharma S.A. z siedzibg w Pienkowie, w zakresie ,,Rozwoju wziewnej formy
AD-051.4”, jako kierownik projektu.

. W ramach aktywnosci naukowej prowadzonej w innych jednostkach naukowych

zrealizowalam nast¢pujace projekty:

. W 2009 roku, w Zaktadzie Transplantologii Katedry Immunologii Klinicznej
1 Transplantologii UJCM, uczestniczylam w 7 tygodniowym stazu szkoleniowym w
zakresie metod biologii molekularnej, techniki hodowli komoérkowych in vitro oraz
pracy ze zwierze¢tami do§wiadczalnymi.

. W 2010 roku, w ramach kursu Advanced Lecture Course — Analysis and Engineering
of Biomolecular Systems, ktory odbyt si¢ w Grecji uczestniczylam w serii wyktadow
1 seminariow dotyczacych najnowszych metod modelowania molekularnego
i dedykowanego oprogramowania komputerowego. Prelekcje w  ktorych

uczestniczytam, poswigcone byly rowniez badaniom i analizie oddziatywan roznych
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zwigzkbw z celami  molekularnymi i wewnatrzkomérkowymi  szlakami
sygnalizacyjnymi. Udzial w szkoleniu byt mozliwy dzigki wsparciu stypendium
FEBS.

. W 2016 roku, w trakcie pobytu w Department of Biopharmaceutics and
Pharmacokinetics, Faculty of Pharmacy, University of Ljubljana, w Stowenii
wyglositam cykl wyktadow naukowych dotyczacy podstaw wstepnej analizy ADMET
w warunkach in vitro, a takze mozliwosci badan prowadzonych z wykorzystaniem
metod alternatywnych do oceny bezpieczenstwa nowych zwigzkow. Wyglositam
réwniez wyklad otwarty dla pracownikéw Uniwersytetu pt. ,Fibroblast
to myofibroblast transition in bronchial asthma — possible targets for pharmacological
intervention”.

. W 2017 roku, w trakcie pobytu w Department of Pharmaceutical Technology,
University of Regensburg, w Niemczech wygtositam cykl wykladow naukowych
dotyczacy znaczenia metod alternatywnych we wstepnej analizie ADMET
wykonywanej w ramach badan przedklinicznych. Wygloszono réwniez referat
na zaproszenie dla pracownikéw Uniwersytetu pt. ,,In vitro studies of fibroblast-to-
myofibroblast transition in bronchial asthma — attempts to limit this phenomenon”.

. W 2023 roku, w King’s College of London, w Wielkiej Brytanii uczestniczytam
w szkoleniu pt. ,,Eosinophilic Lung Disease” zorganizowanym przez European
Respiratory Society w ramach podnoszenia kompetencji i kwalifikacji zawodowych
w obszarze podloza i1 patogenezy réznych eozynofilowych chorob pluc, a takze
najnowszych mozliwosci ich leczenia. Zapoznatam si¢ rowniez z najnowszymi
doniesieniami dotyczacymi biologii eozynofilii, technik laboratoryjnych stosowanych
w badaniach tych komorek, a takze biomarkeréw =zapalenia eozynofilowego.
Szkolenie bylo prowadzone zaréwno przez pracownikow King’s College of London,
jak réwniez przez specjalistow w dziedzinie chordb ptuc z poza tej jednostki. Udziat

w szkoleniu byl mozliwy dzigki otrzymaniu stypendium ERS.

. W ramach podnoszenia swoich kwalifikacji zawodowych ukonczylam

nastepujace kursy, szkolenia i seminaria zawodowe:

Szésta szkota letnia komoérek macierzystych — 05-06.06.2009, Krakow, Zaktad
Transplantologii UJICM
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IV Biogerontological Meetings at the Nencki Institute — 17.10.2009, Warszawa,
Instytut Biologii Do$wiadczalnej im. M. Nenckiego PAN
Western Blotting — 07.06.2010, Krakow, Merck Millipore
Od blony plazmatycznej do jadra komérkowego — szlaki sygnalizacyjne niezbedne do
zycia —16.10.2010, Warszawa, Organizator: Komitet Cytobiologii PAN
Bezpieczne Laboratorium, Pewny Pomiar, Niezawodny sprzet — oferta firmy Merck —
25.10.2010, Krakow, Organizator: Merck Millipore
Hodowle komorek ssakow — 09.06.2011, Krakow, Organizator: Merck Millipore
Testy komorkowe: metody i1 narzedzia do badania odpowiedzi komodrkowej —
15.10.2012, Krakéw, Organizator: Promega
Hodowle komorkowe — Analiza komorek — 29.10.2012, Krakoéw, Organizator: Merck
Millipore
Cykl szkoleniowo-warsztatowy dla pracownikow sektora B+R ,Naukowiec
w Biznesie”:
Rozwoj 1 zarzadzanie produktami innowacyjnymi w obszarze nauk medycznych, 17-
18.11.2012, Krakéw, Organizator: Investin
Badania prekliniczne i kliniczne omowione na przyktadzie projektow naukowych,
24-25.11.2012, Krakow, Organizator: Investin
Komercjalizacja produktow biotechnologicznych i medycznych w projekcie, 15-
16.12.2012, Krakéw, Organizator: Investin
Biologia komorki w miniony polwieczu — 01.12.2012, Warszawa, Organizator:
Komitet Cytobiologii PAN
Protokot dyplomatyczny & etykieta dla mtodych naukowcéw — 02.12.2012, Krakow,
Organizator: Towarzystwo Doktorantow UJ
Bioluminescencyjne systemy genéw reporterowych - niezawodne narz¢dzia
do badania regulacji genéw i szlakow sygnatowych w komorkach ~ —  23.04.2013,
Krakow, Organizator: Promega
Odwrotna transkrypcja i Real-Time PCR - technika, zrodta najczestszych problemow i
ich rozwigzania. Klonowanie molekularne — optymalizacja techniki. Technologia
RNAI i jej zastosowanie w badaniach biologicznych — 20.05.2014, Krakow,
Organizator: ABO
Granty indywidualne w ramach dziatan Marii Sklodowskiej-Curie. Jak przygotowac
dobry wniosek? — 15.06.2015, Krakoéw, Organizator: Centrum Transferu Technologii
Politechnika Krakowska
Szkolenie taczone dla os6b odpowiedzialnych za planowanie 1 wykonywanie procedur
i doswiadczen na zwierzetach — 19.09.2015-01.10.2015, Krakoéw, Organizator:
PolLASA, Polskie Towarzystwo Nauk o Zwierzgtach Laboratoryjnych
Dzien informacyjny Inicjatywy Lekow Innowacyjnych — 29.02.2016, Warszawa,
Organizator: Ministerstwo Zdrowia, Departament Nauki 1 Szkolnictwa Wyzszego
Skuteczne Zarzadzanie Projektem — 10-11.03.2016, Krakow, Organizator: UJCM,
warsztaty finansowane ze §rodkow Krajowego Naukowego Osrodka Wiodacego 2012-
2017
Ekstrakcja i oczyszczanie biatek — 20.04.2016, Krakéw, Organizator: Merck Millipore
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Kwas liponowy — od biochemii do farmakologii i terapii — 17.02.2017, Krakow,
Organizator: Zaktad Biochemii Ogolnej, Katedra Biochemii Lekarskiej UICM

Nowe testy komorkowe w czasie rzeczywistym oraz analiza metabolizmu
energetycznego — 29.03.2017, Krakow, Organizator: Promega

Optimize your RNA workflow-hints and pitfalls of RT-gPCR — 14.05.2018, Krakow,
Organizator: Promega

Cell Culture, Stem Cells & Transfection — 15.05.2018, Krakéw, Organizator: Thermo
Fisher Scientific

Cell-based Assays — from basic principles and helpful tips & tricks to distinct
applications — 27.05.2019, Krakéw, Organizator: Promega

From cell seeding to analysis - Getting the best out of your cell-based assay —
15.04.2020, On-line, Organizator: Eppendorf

Cell-Based Assays - From Basic Principles to Distinct Applications— 05.05.2020, On-
line, Organizator: Promega

Optimize your RNA workflow - hints and pitfalls of RT-qPCR — 20.05.2020, On-line,
Organizator: Promega

Mikroskopia konfokalna w pigutce — dziatanie, aplikacje, innowacje — 30.04.2020, On-
line, Organizator: KAWA.SKA

Prawo autorskie w dziatalnosci naukowej 1 dydaktycznej — 05.06.2020, On-line,
ZintegruJ
Cellular Metabolism — Rapid, Selective and Sensitive Detection of Metabolic Changes

in Biological Samples — 17.06.2020, On-line, Organizator: Promega

Pisanie artykulow naukowych — 26.11.2020, On-line, Organizator: Regionalny Punkt
Kontaktowy Centrum Transferu Technologii Politechnika Krakowska

5 sposobow na dobry wniosek grantowy — 25.11.2020, On-line, Organizator:
Regionalny Punkt Kontaktowy Centrum Transferu Technologii Politechnika
Krakowska

Tworzenie prezentacji i wizerunek naukowca — 26.11.2020, On-line, Organizator:
Regionalny Punkt Kontaktowy Centrum Transferu Technologii Politechnika
Krakowska

Real-Time Live-Cell Imaging and Analysis for Drug Discovery — 16.02.2022, On-line,
Organizator: Promega

Akademia Wystagpien Publicznych: Dykcja i impostacja glosu bez tajemnic —
05.04.2022, On-line, Organizator: Akademicki Inkubator Przedsiebiorczosci UJ
Efektywny self-management. Jak realistycznie zaplanowaé swojg prace? — 12.04.2022,
On-line, Organizator: Akademicki Inkubator Przedsi¢biorczosci UJ

Good plastics- Bad plastics? Jak materiaty eksploatacyjne moge wptynaé na wyniki
badan — 19.12.2022, On-line, Organizator Eppendorf

Eosinophilioc lung disease — 6-7.06.2023, Londyn, Organizator: European Respiratory
Society
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E. Moja dotychczasowa praca naukowo-dydaktyczna zostala nagrodzona
Ww nastepujacy sposob:

1. Stypendium Federation of European Biochemical Societies — udziat w konferencjach
w Spetses (Grecja, 2010), w Sewilli (Hiszpania, 2012), w Krakowie (2018), w Pradze
(Czechy, 2019).

2. Nagroda Redaktor Naczelnej Polskiego Archiwum Medycyny Wewngtrznej
za najlepsza studenckg oryginalng prace opublikowang w 2012 roku — Il miejsce.

3. Stypendium Young Scientist Forum — udziat w spotkaniu miodych naukowcow
w Sankt Petersburgu w 2013 roku.

4. Nagroda za najlepsza prezentacj¢ w sesji Basic Science session podczas International
Student Medical Congress, w Koszycach (Stowacja), w 2013 roku.

5. Stypendium naukowe Rektora UJ dla najlepszych doktorantoéw— w latach 2010 —
2013.

6. Stypendium projakosciowe Rektora UJ — w latach 2010 — 2013.

7. Nagroda UJICM za osiagnigcia dydaktyczne i naukowe w 2014 roku.

8. Stypendium Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego — udziat w 19-th International
Medical Esperanto Congress w Budapeszcie w 2014 roku.

9. Wyrdznienie rozprawy doktorskiej w 2015 roku.

10. Stypendium programu Erasmus+ - udziat w stazach dydaktycznych w 2016 i 2017
roku.

11. Stypendium European Respiratory Society Short-Term Fellowship w 2017 roku.
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