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1. POSIADANE DYPLOMY | STOPNIE NAUKOWE

1991 stopieh magistra analityki medycznej, dyplom z wynéeniem

Akademia Medyczna, Krakéw (obecnie Uniwersytet didgiski Collegium Medicum),
Wydziat Farmaceutyczny

Tytut pracy: Apoproteiny osocza krwi-wlasiooi funkcje.

Promotor: Prof. dr hab.med. Halina Szafran

2002 stopier doktora nauk farmaceutycznych (wyngenie rozprawy doktorskiej)
Uniwersytet Jagiellaski Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny,

Tytut pracy: Wptyw wybranych pochodnych kwasu Whwéwego na aktywnié kompleksu
dehydrogenazy rozgationych alfa ketokwaséw (BCKDH).

Promotor: Prof. dr hab.med. Jerzygklawicz; Dyscyplina: Biochemia

2013 dyplom ukaczenia studiow podyplomowych: Badania Kliniczne dRiktow

Leczniczych

Uniwersytet Jagiellaski Collegium Medicum, Wydziat Farmaceutyczny, Koak

Posiadane Specjalizacje

2003 | stopien specjalizacji w zakresie Analityki Klinicznej, Kkéw

2003-Prawo wykonywania zawodu diagnosty laborategp
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2. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU w
JEDNOSTKACH NAUKOWYCH

1.10.1991-30.09.1997 Katedra Toksykologii, Wydziat Farmaceutyczny, allemia

Medyczna, Krakow (obecnie Uniwersytet Jagigdki Collegium Medicum) - asystent

1.10.1997-30.09.2002 Zaktad Analityki Biochemicznej, Wydziat Farmactgceny,

Uniwersytet Jagiellski Collegium Medicum — asystent

1.10.2002-28.02.2012 Zaktad Analityki Biochemicznej, Wydzial Farmatgeeny,
Uniwersytet Jagiellbski Collegium Medicum — adiunkt

1.03.2012-nadal - Zakiad Analityki Biochemicznej, Wydziat Farmactgceny,

Uniwersytet Jagielldski Collegium Medicum - starszy wykladowca

25.02.2005-29.02.2009 Biomarker Research Laboratory, Department ohé#lagy and
Laboratory Medicine, University of Pennsylvaniah8al of Medicine, Philadelphia, PA,
USA - visiting scholar
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3. WSKAZANIE OSI AGNIECIA* WYNIKAJ ACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY
Z DNIA 14 MARCA 2003 r. O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYT ULE
NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE SZTUK | (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm).

3.1. Tytut osiagniecia naukowego

Praeg habilitacyjry stanowi cykl pgciu prac naukowych (czterech oryginalnych oraz
jednej przegjdowej) opublikowanych w latach 2009-2015 gi¢gh wspdlnym tytulem
~Wptyw niektorych lekdw hipolipemicznych na aktywstokomplekséw enzymatycznych

nalezacych do dehydrogenaz 2-oksokwasow.”

3.2.Wykaz publikacji stanowigcych podstawe habilitacji

P1. Knapik-Czajka M, Gozdzialska A, Jaskiewicz J. Adverse effect oioférate on
branched-chain alpha-ketoacid dehydrogenase compleat’s liver. Toxicology, 2009,
266, 1-5.

wskaznik Impact Factor 200: 3.241; punktacjaKBN/MNiISW : 24.000

P2. Knapik-Czajka M. Stimulation of rat liver branched-chain alphaekeacid
dehydrogenase activity by low doses of bezafibrBdgicology 2013, 306, 101-107.
wskaznik Impact Factor ,013: 3.745 punktacjaKBN/MNiSW: 35.000

P3. Knapik-Czajka M. Simvastatin increases liver branched-chain al@taacid
dehydrogenase activity in rats fed with low-protdiet. Toxicology 2014, 325, 107-114.
wskanik Impact Factor 014 3.621; punktacj&BN/MNiISW: 35.000

P4. Knapik-Czajka M . Effect of low doses of bezafibrate and fenofieran liver 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex in low proté@t f&d rats. Bangladesh Journal of
Pharmacology, 2015, 10, 505-512.

wskaznik I mpact Factor 2014: 1.052 punktacjaKBN/MNiSW: 15.000
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P5. Knapik-Czajka M. Wplyw wybranych lekéw hipolipemicznych na metaboii
aminokwasow o rozgedionych taicuchach. Farmacja Polska 2015, 71, 415-420.
wskaznik I mpact Factorp4: 0,00Q punktacjaKBN/MNiSW: 3.000

Zgodnie z analiz bibliometrycza sumaryczny wskanik Impact Factor prac
wiaczonych do cyklu wynosl1,659 pkt, a odpowiadara mupunktacja KBN/ MNiSW
wynosil12 pkt

Opis indywidualnego wkitadu habilitanta w powstamieloautorskich publikacii
znajduje s w zahczniku 3 czsé |, pkt. B.

Oswiadczenia wszystkich wspotautoréw ollegace indywidualny wkiad kadego z

nich w powstanie prac wieloautorskich znajdsig w zahczniku 6.

3.3.0mowienie celu naukowego ww. pracy/prac i osgnietych wynikéw wraz z
omoéwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

3.3.1. Wprowadzenie

W skiad rodziny wieloenzymatycznych komplekséw riitondrialnych
dehydrogenaz 2-oksokwaséw wchedizzy kompleksy, ktore wykazajpodobigéstwo
strukturalne i funkcjonalne. Naig do nich dehydrogenaza rozgabnych a-ketokwasow
(ang branched-chain-keto acid dehydrogenase - BCKDH; EC 1.2.4.4), debyenaza 2-
oksoglutaranu gng 2-oxoglutarate dehydrogenase - 2-OGDH, nazywama t
dehydrogenag o-ketoglutaranuanga-ketoglutarate dehydrogenase, KGDH; EC 1.2.4.2)
oraz dehydrogenaza pirogronianovemd@ pyruvate dehydrogenase - PDH; EC 1.2.4.1),
ktore katalizug tlenowy dekarboksylagj odpowiednich 2-oksokwasow. Kompleksy te
petnia kluczowy role odpowiednio w: katabolizmie aminokwaséw o rozgainych
lancuchach (leucyny, izoleucyny i walinyang branched-chain amino acids, BCAAS),
cyklu Krebsa oraz metabolizmie glukozy [1].

Kompleks BCKDH zbudowany jest z wielu Kkopii trzecpodjednostek
katalitycznych: dehydrogenazy rozgabnych o-ketokwasow (sktadowa EZXtica
heterotetramerem: [E}E1(3,), transacylazy dihydrolipoamidowej, stangue] rdzeé

kompleksu (skladowa E2) oraz dehydrogenazy dihjymsamidowej (skiadowa E3).
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Podjednostka E3 jest4dno zwhzana z BCKDH i po dysocjacji nae fgczy¢ sie z innymi
kompleksami nalezcymi do rodziny dehydrogenaz 2-oksokwaséw [2]. Ridmav skiad
BCKDH wchodz enzymy regulatorowe, specyficzna kinaza i speewficfosfataza, ktore
mog taczy¢ sie i odlagczat od kompleksu, w zalmosci od warunkéw metabolicznyd3,
4].

Kompleks BCKDH, katalizujcy nieodwracala reakcg tlenowej dekarboksylacji
a-ketokwasOw o rozgetionych tacuchach, jest kluczowym enzymem katabolizmu
BCAAs. Leucyna, walina i izoleucyna musky¢ przyjmowane z pgywieniem, poniewa
nie § syntetyzowane w organizmie ssakéw [5].

Podstawow rola BCAAs w ustroju jest ich udzial, jako substratow,syntezie
biatek. Ponadto BCAAs, a gtdwnie leucyna, gniigzne funkcje regulatorowe. Szczegpln
role pelnp BCAAs w migsniach szkieletowych. BCAAs stanawiokoto 50%
aminokwasow pobieranych przez ¢énie szkieletowe oraz 14 do 18% wszystkich
aminokwasow budagych biatka mgsni [6, 7]. BCAAs g nie tylko substratem do
budowy biatek, ale rownie regulup ten proces. BCAAs nasilgj syntez biatek
migsniowych (na etapie translacji) i ograniczagh degradaej[8, 9]. BCAAs stanowg
takze zrodto energii dla meisni szkieletowych. Leucyna promuje réwaigobieranie
glukozy przez nmusnie szkieletowe [10]. Dlatego zmianazgnia BCAAs mae prowadz
do zaburzenia metabolizmu miocytow, w tym réwnowagedzy syntez i degradag
biatek mgsniowych, a w konsekwencji do nieprawidiowego fumk@wania mgsni
szkieletowych. Stwierdzono tad ze niezaburzony metabolizm BCAAs jest niedby do
prawidtowego funkcjonowania g#inia sercowego orazatroby [11, 12]. Aminokwasy te
pobudzaj syntez albuminy, a take ograniczaj proces apoptozy i przyspieszaj
regeneragj hepatocytow. Ponadto, leucyna reguluje uwalniargaliny z komorel3 wysp
Langerhansa do osocza krwi [13]. BCAAs wykazupwniez wptyw na funkcg tkanki
nerwowej, regulyjc transport tryptofanu i tyrozyny, substratow kazigych do syntezy
neurotransmiterow (serotoniny i katecholamin) [14].

Utrzymanie homeostazy w zakresie BCAAs jest bandmtne dla prawidtowego
funkcjonowania organizmu. Z jednej strony,$s§o0BCAAs musi by wystarczajca do

pokrycia zapotrzebowania ustroju na te aminokwasylrugiej strony, zawarfé tych
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aminokwasow nie powinna byzbyt dua w stosunku do potrzeb, poniewaadmiar
BCAAs i ich metabolitéw mee by toksyczny, szczegdlnie dla uktadu nerwowego [15].

Zasadniczym mechanizmem utrzymania odpowiedniegersa BCAAS w 0soczu
krwi jest modyfikacja szybkwi katabolizmu BCAAs. Przy zbyt daj ilosci BCAAs w
stosunku do potrzeb napuje przyspieszenie degradacji BCAAs. Z kolei, przy
zmniejszonej pody z paywieniem, katabolizm BCAAs ulega ograniczeniu. Wehy
warunkach metabolicznych BCAAs svykorzystywane przede wszystkim do syntezy
biatek.

Podstawowymi tkankami, ktére bipudziat w metabolizmie BCAAs (bige pod
uwag mag tkanek) g migsnie szkieletowe, a tak tkanka ttuszczowa. Mniejszy udziat w
metabolizmie BCAAs maj nerki, watroba i mézg [16]. Zmiana szybswm katabolizmu
BCAAs w jednej lub kilku tkankach, wywotana przeézme czynniki, mae prowadz do
zmiany s¢zenia BCAAs w osoczu i edych tkankach oraz zaburzenia syntezy biatek oraz
innych procesow regulowanych przez te aminokwasy przyklad, upéledzenie
katabolizmu BCAAs, gtdwnie w tkance tluszczowejuiskijace wzrostem sgkenia tych
aminokwasow w osoczu krwi, wygtuje u pacjentow z cukrzycoraz u chorych z
nadwag lub otytcscig [17, 18]. Z kolei, zaburzenie degradacji BCAAs ardiomiocytach
wigze sk z niewydolndcig migsnia sercowego [12]. Niektdrzy autorzy propanugnanie
BCAAs za biomarkery ryzyka wygtienia na przykiad cukrzycy typu 2 i choroby
sercowo-naczyniowej [19, 20]

Katabolizm BCAAs obejmuje pogikowo takie same reakcje (Ryc. 1). W
pierwszym etapie zachodzi odwracalna transamin&ejalizowana przez specyficzn
aminotransferaz(ang branched-chain aminotransferase, BCAT). Produk&meakcji 8
a-ketokwasy o rozgakionych tacuchach éng branched chain-ketoacids, BCKAs)O-
ketoizowalerianian (KIV), a-keto{3-metylowalerianian (KMV) i a-ketoizokapronian
(KIC); powstajice odpowiednio z waliny, izoleucyny i leucyny. Ngstie, BCKAs ulega
nieodwracalnej dekarboksylacji tlenowej, katalizoejpprzez BCKDH, do odpowiednich
tioestrow-CoA [21]. Jest to kluczowy etap katabwliz leucyny, waliny i izoleucyny.
Kolejng reakcp jest odwodorowanie tioestrow acylo-CoA. Dalszy givieg degradacii
szkieletu wglowego jest ju odmienny dla kadego z tych zwizkdéw. Ostatecznie, w

wyniku degradacji waliny powstaje bursztynylo-Ca2gleucyny - propionylo-CoA (ktory
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moze by przeksztatlcony do bursztynylo-CoA) i acetylo-Cod, degradacja leucyny
prowadzi do wytworzenia acetylo-CoA. BursztynyloAConoze by wykorzystany do
syntezy glukozy, a acetylo-CoA do syntezy substdmtpnowych. Ponadto, w zal@osci
od potrzeb danej tkanki, wszystkie produkty katemoll BCAAs mog zostd zwzyte jako

materiat energetyczny, poprzez catkowite utlenielwecQ i H,O w cyklu Krebsa.

< WALINA IZOLEUCYNA LEUC?_N"A" o

1| @can

BCKA

'KIV,KMV,KI(':t S

|
Estry-CoA

7 N\

’4 N

GLUKOZA «— Bursztynylo-CoA Acetylo-CoA —— CKETONOWE

b

CYKL KREBSA

Ryc.1 Uproszczony schemat katabolizmu BCARS][
BCAA - aminokwasy o rozgationych tacuchach, BCKAs -a-ketokwasy o

rozgakzionych tacuchach, BCAT - aminotransferaza aminokwasow o
rozgatzionych taicuchach, BCKDH-kompleks dehydrogenazy rozgainych a-
ketokwasow.

Aktywnos¢ BCKDH, ktéra jak podano powgj, determinuje szybko katabolizmu
BCAAs, regulowana jest wielokierunkowo: przez mokig€je kowalencyjma, przez
produkty reakcji oraz przez zmigekspresji genow dla enzyméw sktadowych kompleksu
[22]. Powszechnie uwa sk, ze modyfikacja kowalencyjna, polegag na odwracalnej
fosforylacji, jest najwaniejszym mechanizmem regulatorowym [23]. Kinaza gteksu
BCKDH (BDK) katalizuje fosforylagj podjednostki Ed, co hamuje aktywng BCKDH.
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Niedawno opisana fosfataza tego komplekang( mitochondrial protein phosphatase
2Cm; PP2Cm, w niniejszym autoreferacie élara jako BDP) katalizuje defosforylacj
podjednostki Ed& oraz aktywag BCKDH [24]. Uproszczony schemat regulacji
aktywnasci BCKDH poprzez odwracainfosforylacg przedstawiono na Ryc. 2.

P

Q BDK °
\/ -
BDP

BCKDH BCKDH
AKTYWNY NIEAKTYWNY
I KATABOLIZM l KATABOLIZM
BCAAs BCAAs

Ryc.2 Uproszczony schemat regulacji aktysesidkompleksu BCKDH na zasadzie
odwracalnej fosforylacjiPg)].
BDK-kinaza kompleksu BCKDH, BDP-fosfataza komplel&0KDH

Modyfikacji podlega rownigz aktywnagé¢ enzymow regulatorowych, BDK i BDP,
przy czym najw¢cej badéa wykonano dla poznania regulacji BDK [3, 21, 25]yk&zano,
ze aktywndc¢ tego enzymu jest regulowana na drodze diugotemvepopoprzez zmian
ekspresji genu oraz krétkoterminowej, poprzez b&aumi, allosteryczny wplyw
hamupcy produktow transaminacji BCAAs, czyli odpowiedmicu-ketokwasow o
rozgatzionych taicuchach (bdacych zarazem substratami dla BCKDH). Podstawowym,
endogennym inhibitorem BDK jest-ketoizokapronian (KIC), produkt transaminacji

leucyny [26, 27]. Dowiedziono réwnigze pomedzy BDK i BDP zachodzi konkurencja o
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wigzanie do wspolnego substratu, czyli kompleksu BCKPkzyhczanie BDK lub BDP
do kompleksu BCKDH jest w znacznym stopniu regullogvaoziomem BCAAs i BCKAs
(gtéwnie KIC) w ustroju — mate stenie tych zwizkdédw promuje wizanie BDK do
BCKDH, za& hamuje przyczenie BDP, co skutkuje zahamowaniem akty$gen8CKDH i
degradacji BCAAs. Wysoki poziom BCAAs i BCKAs mavaatny wptyw na wijzanie
enzymow regulatorowych do kompleksu BCKDH [4].

W wyniku dziatania BDK i BDP (zwizanych z kompleksem) napuje
dynamiczna zmiana stopnia ufosforylowania podjetkndsla, a tym samym aktywrsoi
katalitycznej kompleksu BCKDH. Mma zatem wyréni¢ stan peinej defosforylacji
kompleksu, ktory okrda sk jako aktywnd¢ catkowity (maksymalp) oraz stan ggciowej
defosforylacji, ktéry definiuje sijako aktywnd¢ aktualy kompleksu BCKDH. Wylicza
sie rOwniez procent, nazywany stanem aktywoiokompleksu BCKDH, catkowitej il&ci
enzymu wysipujacy w stanie defosforylowanym, czyli aktywnym. Biea aktywnéc
katalityczna BCKDH, ktéra wyznacza beZpednio szybké: katabolizmu BCAAs w
danej tkance i w danych warunkach metabolicznychezya od ilosci enzymu
wystepujacego w aktywnej, defosforylowanej formie [23]

Dowiedziono, ze jednym z czynnikbw modyfikagych aktywné¢ BCKDH w
watrobie szczurOw jest zawakto biatka w paywieniu. Przy diecie standardowej
(zawierajcej okoto 20% biatka) aktywré BDK jest niewielka, na skutek czego prawie
caly kompleks BCKDH cechuje ¢simaksymaln aktywndcia, czyli jest w peini
zdefosforylowany - stan aktywéd BCKDH wynosi blisko 100%. Natomiast w
warunkach braku lub ograniczonej pagdiatka pokarmowego, wygtuja istotne zmiany
adaptacyjne kompleksu BCKDH. Polegane na zmniejszeniu poziomu mRNA i biatek
dla podjednostek katalitycznych kompleksu BCKDH (EIE2) [28]. Rownoczéie
nastpuje wzrost poziomu mMRNA, biatka oraz aktywoo kinazy BCKDH oraz
zmniejszenie iléci mMRNA dla BDP [4, 25, 29]. Dochodzi rowaiglo nasilenia wizania
BDK, za ograniczenia wizania BDP do kompleksu. W konsekwencji opisanychaam
adaptacyjnych zmniejsza ¢siaktywna¢ katalityczna BCKDH [30, 31].Degradacja
egzogennych BCAAs ulega ograniczeniu, gzki te g oszczdzane przede wszystkim dla
syntezy biatek. Uproszczony schemat modyfikacjiyaktosci BCKDH w watrobie w

odpowiedzi na ograniczgrpoda biatka pokarmowego przedstawiono na Ryc. 3.
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P

Ograniczona
podaz
biatka w diecie
00E=100

BCKDH BCKDH
AKTYWNY NIEAKTYWNY
l KATABOLIZM
BCAAs

Ryc.3 Uproszczony schemat przedstayogj adaptag aktywndci kompleksu
BCKDH w watrobie do ograniczonej poghabiatka pokarmowegdi5|.
BCAA - aminokwasy o rozgationych taicuchach

Stwierdzono take, ze aktywnad¢ kompleksu BCKDH jest regulowana przezné
ksenobiotyki, w tym fibraty. Pochodne kwasu klofiarego, w tym fenofibrat i bezafibrat,
Sa wspoitczénie stosowane w terapii zabufizipidowych. Zwhzki te wykazug dziatanie
hipolipemiczne, przede wszystkim poprzez zmniejgzarstzenia triglicerydéw
(angtriglicerides, TG) oraz zwkszenie sizenia cholesterolu HDL w osoczu krwi, a tak
normalizacg skladu i wielkdci czgstek LDL w kierunku wgkszych i mniej gstych (mniej
aterogennych). Ostatnio, znaczenie fibratow jakadue uzupetniajcych terapeutyczne
dziatanie statyn, wzrosto wswietle poghdu, ze hipertriglicerydemia, obok
hipercholesterolemii, powinna bytraktowana jako istotny czynnik ryzyka wygtenia
choroby sercowo-naczyniowej [32]. Hipertrigliceryai@, niski poziom cholesterolu HDL
oraz obecn@& matych, gstych czstek LDL g charakterystyczne dla zZionych zaburze

lipidowych (okrélanych mianem dyslipidemii aterogennej), ktére wpsfa czesto u
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chorych na cukrzyc i zespOot metaboliczny. Leczenie zabuirzdipidowych,
charakterystycznych dla dyslipidemii aterogennegt jszczegélnym wskazaniem dla
stosowania fibratow [33, 34]. Oprdcz opisanego wjphna parametry przemiany lipidowej
fibraty wykazup takze liczne, korzystne dziatania plejotropowe; w tymzgeiwzapalne,
antyoksydacyjne, przeciwzakrzepowe i popragg@jczynné¢ srodbtonka naczyniowego
[35].

Fibraty nalea do lekéw dobrze tolerowanych przezkgza¢ oséb. Znaczna ¢&
pojawiapcych sé dziatax niepazadanych wysfpuje daé¢ rzadko i cgsto ma charakter
przegciowy. Do powanych, chocia rzadkich dziatd niepazadanych, wysipujacych w
trakcie terapii lekami hipolipemicznymi, zaliczae siszkodzenie méni szkieletowych,
okreSlane ogOlnie jako miopatia.Patomechanizm miopatii nie zostat catkowicie
wyjasniony, wyniki przeprowadzonych batlavskazug, ze jest zwgzany z zaburzeniem
funkcji miocytow, w tym ze zmiapn metabolizmu mitochondrialnego, funkcjonowania
kanatéw chlorkowych, komérkowej homeostazy jonOwpmiawych oraz metabolizmu

energetycznego komorek [36].

Na poziomie molekularnym, pochodne kwasu fibrynosvegguluj ekspresj
gendw dla ranych biatek, poprzez aktywacgpecyficznych czynnikdéw transkrypcyjnych
jakimi 53 receptory dla proliferatoréw peroksysomoéw (PPARJ][ Najlepiej poznana jest
regulacja ekspresji genow dla biatek gmanych z metabolizmem lipidéw. Receptory
PPAR wys¢puja w postaci 3 podtypow; PPAR PPARB/3 i PPARy. Stwierdzono,ze
bezafibrat w odrénieniu od pozostatych fibratéw, w tym fenofibrakipre bcza sie z
receptorami PPAR, maze wigzat si¢ takze z PPAR/S | PPARy [38]. Niektorzy autorzy
podejrzewaj, ze to odmienne dziatanie fenofibratu i bezafibratu poziomie komorki,
moze by przyczyry wystpowania ranych efektow dziatania tych lekowVykazano
rowniez, ze fibraty reguluj okreslone procesy metaboliczne w sposéb niezgteod PPAR
[39, 40].

Stwierdzono,ze klofibrat, przedstawiciel fibratow wprowadzonyjwezesniej do
praktyki klinicznej, stosowany w dych eksperymentalnych dawkach wptywa na
aktywnas¢ kompleksu BCKDH [41]. Efekt klofibratu jest szczdgie nasilony przy

ograniczonej podg biatka. Jak podano povsj, fizjologicznie, w warunkach braku lub
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niedoboru biatka w diecie, aktywfioBCKDH i katabolizm BCAAs w tkance atrobowe]
sg ograniczone [30, 31]. U szczuréwywionych pasg niskobiatkows, klofibrat, (w postaci
aktywnego metabolitu kwasu klofiborowego) zaburzafizjologiczra adaptag poprzez
zwickszenie aktywnéci BCKDH w watrobie [42-44]. Klofibrat nasila ekspresgnzymow
skladowych kompleksu BCKDH (E1 i E2), rownoéaiee zmniejszajc ekspresj genu dla
BDK i aktywna¢ tego enzymu. W konsekwencji dziatania klofibratmastpuje
przyspieszenie degradacji BCAAs i zmniejszenie @ozi BCAAs w osoczu krwi [41, 45].
Takie dziatanie klofibratu mi@ przyczynid sie do wysgpienia miopatii [46]

W ramach badabg¢dacych przedmiotem mojej pracy doktorskiej, wykazatam
fenofibrat i bezafibrat, dodawane do paszy nisKibiaej (8% biatka) szczurow w ifai
0,5%, co w przybfieniu (uwzgtdniajgc ilos¢ zjedzonej paszy) odpowiada dawce ponad
200 mg/kg m.ciata, dzialgjna kompleks BCKDH w wtrobie, podobnie jak klofibrat.
Stwierdzitam, ze badane fibraty; z jednej strony zWszap poziom mMRNA dla
podjednostek katalitycznych kompleksu (E1 i E2)s zadrugiej zmniejszaj poziom
MRNA i aktywnd¢ BDK. W efekcie dochodzi do istothego wzrostu aktgeci
katalitycznej kompleksu BCKDH w tkanceatsobowej szczuréw, pomimo ograniczonej
ilosci biatka pokarmowego [47-49].

Wiadomo, ze wptyw lekdédw na réne procesy metaboliczne, zafew znacznym
stopniu od zastosowanej dawki. Dla niektorych lekékreslone efekty wysipuja tylko
przy zastosowaniu dych, eksperymentalnych dawek, natomiast nie stwegest ich dla
niskich dawek [50, 51]. Jak podano pawy przeprowadzone do tej pory badammavivo
dotyczce wptywu fenofibratu i bezafibratu na kompleks HOH wykonatam z
zastosowaniem tylko jednego, wysokiego poziomu aavénia. Dlatego te po uzyskaniu
stopnia doktora rozpoglam eksperymenty dotygee oceny wplywu niskich,
terapeutycznych [52, 53], dawek fenofibratu i béwatu na aktywn& kompleksu
BCKDH w watrobie szczurowzywionych pasz z ograniczog zawartdcig biatka.
Pocatkowo badatam zammos¢ dawka-efekt, rozpoczyngy w ten sposéb cykl
eksperymentéw opisanych w publikacjach geglonych nasgpnie do cyklu prac
habilitacyjnych.
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3.3.2. Cel i zakres prowadzonych bada

Celem moich badanaukowych, ktorych efektem jest cykl publikacjtakapcy si
na ,oshkgniccie habilitacyjne”, byla ocena wptywun vivo okrelonych lekow
hipolipemicznych (fenofibratu, bezafibratu i simwagny) na aktywn& dehydrogenazy
rozgatzionycha-ketokwasow (BCKDH) oraz dehydrogenazy 2-oksoganar(2-OGDH),
nalezacych do rodziny dehydrogenaz 2-oksokwasoOw; z ugdrgeniem analizy
wybranych aspektow mechanizmu dziatania tych lekédwymienione kompleksy.

Przedstawiony pow)gj cel zostat zrealizowany przez przeprowadzengahaw
obrebie ktorych mana wyr@ni¢ trzy obszaryP1-P4:

-ocena dziatania niskich dawek bezafibratu i femetfiu na aktywn@& kompleksu BCKDH
w tkance wgtrobowej szczuréw w warunkach ograniczonej pydbiatka pokarmowego
(karmionych diet zawieragca 8% biatka) P1 i P3J.

-analiza wptywu simwastatyny na aktywsdokompleksu BCKDH w tkance atrobowej

szczurOwzywionych pasz o zr&nicowanej zawartxi biatka (dieg standardow-23%

biatka i niskobiatkow-8% biatka) P3].

- ocena dziatania niskich dawek bezafibratu i fédoratu na aktywng kompleksu 2-
OGDH w tkance wtrobowej szczuréw, ktoreywiono pasz niskobiatkows (8% biatka)

[P4].

Opublikowano take prae przeghdowa [P5] przedstawiajca wspotczesne poglly
na funkcje BCAAs oraz metabolizm tych aminokwas®&asadnicz cz$¢ tej pracy
stanowi omowienie wynikow bada dotyczcych wptywu wybranych lekéw
hipolipemicznych z grupy fibratow i statyn na kashbm BCAAs.
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3.3.3. Oméwienie wynikéw przeprowadzonych bada

3.3.3.1. Wplyw niskich dawek bezafibratu i fenofibratu na aktywnos¢
kompleksu dehydrogenazy rozgaizionych a-ketokwaséw w tkance
watrobowej szczurbw w warunkach ograniczonej podzy biatka
pokarmowego [P1-P2].

Zastosowano model badawczy, w ktoryayto szczurdw pici reskiej, rasy Wistar,
zywionych pasz niskobiatkows (8% biatka), otrzymujcych przez okres 14 dni
wzrastagce dawki fenofibratu (5,10,20 i 50 mg/kg m.c) luezhfibratu (5,10 i 20 mg/kg
m.c) kydz roztwodr rozpuszczalnika (0,3 % metylocelulozy) aednych raz dziennie
(dozotadkowo).

Analizy przeprowadzone w zakresie tego tematu obejaty:

-izolacg kompleksu BCKDH z tkanki wirobowej szczurOw oraz pomiar aktywseo
aktualnej oraz catlkowitej BCKDH, przy zastosowanikinetycznej metody
spektrofotometrycznej, a naphie wyliczenie stanu aktywsa Kkatalitycznej tego
kompleksuP1 i P2]

- o0znaczenie aktywroi katalitycznej oraz iléci biatka enzymatycznego (przy
zastosowaniu techniki Western blot zyciem specyficznych przeciwciat) dla kinazy
kompleksu BCKDH (BDK)P1].

-oznaczenie poziomu MRNA dla skladowych katalitycdn kompleksu BCKDH -
podjednostka Ed, E13 i E2, a take enzymow regulatorowych BDK oraz BDP z
wykorzystaniem techniki RT-PCRuutg.reverse transcription-PCHRj2].

Celem pracyPl (Knapik-Czajka M, Gozdzialska A, Jaskiewicz J. Aslyaffect of
fenofibrate on branched-chain alpha-ketoacid debgenase complex in rat liver.
Toxicology, 2009, 266, 1-5)byta ocena wptywu fenofibratu stosowanego w dawkac
5,10,20 i 50 mg/kg m.c, na aktyw§to kompleksu BCKDH w wtrobie szczuréw
zywionych pasz niskobiatkow (8% biatka).

Fenofibrat powodowat zmniejszenie aktywoioBDK, w zaleznosci dawka-efekt
(0 61%, 64%, 66% i 89%<0.0001w stosunku do grupy kontrolnej), natomiast nietmia
wplywu na ilg¢ biatka enzymatycznego. Na podstawie tych wynikéwsmnuto

przypuszczenieze fenofibrat hamuje aktywdé BDK na poziomie potranslacyjnym.
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Fenofibrat jest strukturalnym analogiem klofibraktdrego aktywny metabolit, kwas
klofibrowy wykazuje strukturalne podoligtwo doa-ketoizokapronianu (KIC). Z kolei ten
ostatni zwiyzek, kedacy produktem transaminacji leucyny, jest endogennym
allosterycznym inhibitorem BDK [26, 27]. W konsekwo@ zmniejszonej aktywnii
BDK, przewaa dziatanie BDP i dochodzi do ograniczenia fostacyl BCKDH oraz
zwiekszenia aktywnsti kompleksu. U szczurow otrzymygyych fenofibrat nagpowat
dawkozaleny wzrost stanu aktywsoi BCKDH ( byt 2.8+£0.2, 3.1+0.1, 3.2+0.1 i 3.0+0.1
razy wyzszy w stosunku do grupy kontrolneg:0.000]). Obserwowano tale zwikszenie
aktywnaici aktualnej ( byta 0 3.7+0.3, 4.1+0.1, 4.6+0.30#D.3 razy wysza w stosunku
do grupy kontrolnej; £0.0001) oraz catkowitej BCKDH (byta 1.3+0.1, 1.3+0.1, 21 i
1.340.1 razy wysza w porownaniu do grupy kontrolngg0,007). Stwierdzono réwnieg
znany wczeniej dla duych eksperymentalnych dawek fenofibratu, efekt tepagalii, w

odpowiedzi na podanie tego leku w dawd® mg/kg m. c[P1].
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Ryc. 4 Wplyw wzrastacych dawek fenofibratu na stan aktywookompleksu BCKDH
oraz aktywné¢ enzymu regulatorowego, BDK w tkancetvobowej szczuréwywionych
pasa niskobiatkows (8% biatka); (*p< 0,0009; [P1].

Poniewa, jak podano powiej, bezafibrat mze wykazywé odmienny od
fenofibratu wptyw na okrdone procesy metaboliczne, w kolejnej praeg (Knapik-
Czajka M. Stimulation of rat liver branched-chailplaa-keto acid dehydrogenase activity
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by low doses of bezafibrate. Toxicology 2013, 306-107)przedstawiono wyniki bada
ktorych celem byta ocena dziatania bezafibratust@mego w dawkach (5,10 i 20 mg/kg
m.c) na aktywn& kompleksu BCKDH w wtrobie szczuréw zywionych pasz
niskobiatkovs. Ze wzgkdu na wycofanie z rynku kluczowego dla oznacZéDK
odczynnika, nie byt mdiwy pomiar aktywndci tego enzymu regulatorowego.
Roéwnoczénie, po raz pierwszy oceniono wptyw fibratu (belediu) na poziom mRNA
dla BDP, ktéra zostata zidentyfikowana jako spexia fosfataza, bigca udziat w
regulacji aktywnéci BCKDH, dopiero w 2009 r. [24].

Wykazano, ze bezafibrat zwksza aktywné aktualm, calkowity oraz stan
aktywnaici kompleksu BCKDH w wtrobie szczuréwzywionych pasz niskobiatkow.
Obserwowany efekt byt dawkozale;; stan aktywnéci BCKDH u  zwierat
otrzymupcych wzrastajce dawki bezafibratu byt 0 2.1 + 0.2, 2.3 + 0.27 2 0.2 razy
wyzszy niz w grupie kontrolnej§<0.01) (Ryc.5). Zmiany aktywniei kompleksu BCKDH
nie byty zwigzane ze zmianami poziomu mRNA dla podjednostekligatanych i/lub
regulatorowych (Ryc. 6). Takie wyniki wskazuja zmniejszenie przez bezafibrat stopnia
ufosforylowania kompleksu BCKDH, prawdopodobnie &z bezpérednie dziatanie
hamupce na aktywn& BDK (wstgpne, nieopublikowane dane). Nie ma rownig
wykluczy¢ wptywu bezafibratu na proces agania enzymow regulatorowych (BDK lub/i
BDP) z kompleksem BCKDH. Obserwowano #ek ze bezafibrat stosowany w

najwickszej dawce (20 mg/kg m.ciata) wywotywat hepatontiegazwierat [P2].
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Ryc. 5 Wptyw bezafibratu na stan aktywsnokompleksu BCKDH w tkance atrobowej
szczurowzywionych pasz niskobiatkowy (8% biatka); (*p<0,01); [P2].
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Ryc. 6 Wplyw bezafibratu na poziom mRNA dla BDP (é)az BDK (B), w tkance
watrobowej szczurowywionych pasz niskobiatkows (8% biatka); P2].
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Na podstawie wynikow praPl i P2 mozna stwierdzi, ze w tkance wtrobowe]
szczurOwzywionych pasz niskobiatkova, fenofibrat i bezafibrat, stosowane w niskich
dawkach, poprzez zmniejszenie fosforylacji kompleksowoduj wzrost aktywnéci
BCKDH. Badane fibraty zaburzgj wiec fizjologiczrg adaptagy kompleksu do
ograniczonej dosgpndcsci biatka pokarmowego. Wiadomaze nadmierna aktywno
BCKDH skutkuje przyspieszeniem katabolizmu BCAAswatrobie i spadkiem skenia
tych aminokwaséw w osoczu, nawet o 30-50% [41, #&)zna wkc sdzi¢, ze w tych
warunkach nagpuje ograniczenie dagincsci BCAAs dla mgsni szkieletowych, co wize
sie z zaburzeniem metabolizmu miocytoéw, w tym rownowagdzy syntez a degradagj
biatek mesniowych. W konsekwencji m® dochodz do zaburzenia funkcjonowania tej
tkanki. Mazna take przypuszczg ze niepaadany wptyw fibratow na katabolizm BCAAs
jest jednym z czynnikbw patomechanizmu dzZialaiepaigdanych ze strony ngni
szkieletowych, obserwowanych u ludzi i zwigireksperymentalnych podczas stosowania
tych lekow.

3.3.3.2. Wplyw simwastatyny na aktywnaé kompleksu dehydrogenazy
rozgatezionych a-ketokwaséw w tkance vgtrobowej szczurow w
warunkach prawidiowe] oraz ograniczonej poday biatka
pokarmowego [P3].

Wyniki prac P1 i P2 skionity mnie do podjcia tematu oceny wptywu innychmi
fibraty, lekdw hipolipemicznych, na aktywiokompleksu BCKDH w tkance atrobowej
szczuréw. Najogciej stosowaq naswiecie w terapii zaburzelipidowych grup lekow g
statyny, w tym lipofilna simwastatyna. Jak wiadomstatyny ograniczaj syntez
cholesterolu (poprzez hamowanie reduktazy HMG-Co#y), prowadzi do zwkszenia
ilosci receptorow dla frakcji LDL i nasilenia pobieraniej frakcji z osocza do wiiza
komorek. Takie dziatanie skutkuje obahiem s¢zenia aterogennej frakcji LDL w osoczu
krwi. Ponadto, statyny zwkszap poziom cholesterolu HDL oraz reduliigtzenie TG w
osoczu krwi. Zwazki te wykazuy tez szereg korzystnych efektéw pozalipidowych,
przyczyniajcych s¢ do ograniczenia rozwoju nidzycy, a w konsekwencji do
zmniejszenia ryzyka wyspienia chorob sercowo-naczyniowych. Do efektow tpelhera

na przyktad: ochronny wptyw n&ddbtonek naczyniowy, zmniejszenie nasilenia stresu
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oksydacyjnego oraz dziatanie przeciwzapalne. Ponastatyny korzystnie modyfika
procesy krzepmcia, a take stabilizuy blaszk miazdzycowg [54]. Podobnie jak w
przypadku fibratéw, podczas terapii statynami (sgcinie lipofilnymi) mog wystpowa
objawy miopatii. Stwierdzono teze okr&lone czynniki np. forsownéwiczenia fizyczne
lub nadmierne spgwanie alkoholu, §dz rownoczesne przyjmowanie lekow, ktorg s
inhibitorami lub substratami dla cytochromu P-488pg dodatkowo zwiksza ryzyko
wystepowania miopatii w trakcie leczenia tymi lekami [5®].

Dotychczas nie wykonano baddla oceny wptywu statyn na metabolizm BCAAs.
Biorac pod uwag wptyw fibratéw na kompleks BCKDH oraz fakt wgpbwania objawow
miopatii, zarowno w trakcie terapii fibratami jaktatynami, wysnutam przypuszczerie,
simwastatyna modyfikuje aktywd® kompleksu BCKDH, szczegblnie w warunkach
ograniczonej podg biatka pokarmowego.

Dla sprawdzenia tej hipotezy przeprowadzono badap&sane w pracyP3
(Knapik-Czajka M. Simvastatin increases liver brasgtichain alpha-keto acid
dehydrogenase activity in rats fed with low-protdiet. Toxicology 2014, 325, 107-)14
w ktérych zastosowano model eksperymentalnyzyciem szczurOw pici gskiej, rasy
Wistar, zywionych przez okres 14 dni paszo zr&nicowanej zawarkei biatka:
standardow (23% biatka) lub niskobiatkoav (8% biatka). Zwiergtom karmionym
odpowiedna diets podawano raz dziennie (gtdadkowo) simwastatygiw dawce 80 mg/kg
m.c (grupy badane) lub roztwér rozpuszczalnika 0@,8netylocelulozy-grupy kontrolne).
Wyboru dawki dokonano uwzglniajgc wyniki uzyskane przeaMallinson i wsp. (2009)
[57], ktorzy wykazali,ze simwastatyna w dawce 80 mg/kg m.c powoduje wzyostomu
MRNA dla kinazy dehydrogenazy pirogronianowang pyruvate dehydrogenase kinase,
PDK), enzymu regulatorowego kompleksu PDH. Ten tostkompleks, podobnie jak
BCKDH i 2-OGDH, naley do rodziny mitochondrialnych dehydrogenaz 2-oksasow

Analizy przeprowadzone w zakresie tego tematu obejaty:

-izolaci kompleksu BCKDH z tkanki gtrobowej szczurO6w oraz pomiar aktywsco
aktualnej oraz catkowitej BCKDH przy zastosowaniuinekycznej metody
spektrofotometrycznej, a naphie wyliczenie stanu aktywha Kkatalitycznej tego
kompleksuP3].
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- oznaczenie poziomu mRNA dla sktadowych katalibyeh kompleksu BCKDH —
podjednostki Ela, E13 i E2, a take enzymoOw regulatorowych BDK i BDP z
zastosowaniem techniki RT-PCRnQ.reverse transcription-PCHH 3].

Potwierdzonoyze fizjologiczna adaptacja ustroju do ograniczoragjgy biatka w
diecie, polega na zmniejszeniu stanu aktysendkompleksu BCKDH w wtrobie i
ograniczeniu katabolizmu BCAAs. U zwigtz zywionych pasz niskobiatkova,
simwastatyna powodowata wzrost aktyweioaktualnej BCKDH, nie miata wptywu na
aktywnas¢ catkowits oraz istotnie zwikszata stan aktywroi kompleksu (o 39%
porownupc do grupy kontrolnejp<0,05 (Ryc. 7B). Wykazanoze zmiana aktywnii
kompleksu nie bytla zwrana z wzrostem poziomu mRNA, dla podjednostek
katalitycznych (E&, E1B, E2) i/lub enzymow regulatorowych (BDK i BDP). Wvierzat
karmionych pasg standardow nie stwierdzono istotnego wplywu simwastatyny na
aktywnai¢ kompleksu BCKDH (Ryc. 7A) oraz poziom mRNA dla pmthostek
katalitycznych i/lub regulatorowych w tkancetwobowe;.

Uzyskane wyniki wskazgj na modyfikacp przez simwastatgn aktywndaci
BCKDH, poprzez ograniczenie fosforylacji komple88]. Mozliwe jest,ze u szczuréw
zywionych pasz niskobiatkowg simwastatyna ogranicza fosforylacBCKDH poprzez
paosredni wptyw na aktywn@ BDK. Zwigzek ten zwgksza bowiem poziom KIC w osoczu
krwi [58]. Wysokie s¢zenie KIC hamuje BDK i ogranicza w#anie tego enzymu do
BCKDH, co prowadzi do nasilenia defosforylacji inegtu aktywnéci kompleksu. Z kolei
u zwierat zywionych pasz standardow poziom KIC jest wysoki; dlatego aktywéo
BDK i ilos¢ tego enzymu zwrzana z kompleksem BCKDHga sniewielkie. W tych
warunkach dominuje aktyw§é BDP. Mazna wkc przypuszczg ze dalszy wzrost
poziomu KIC indukowany przez simwastagynnie ma istotnego wplywu na stan
fosforylacji kompleksu BCKDH.



Matgorzata Knapik-Czajka —Autoreferat w j.polskim Stronal2l

Al

100 100

B0

g0

40

BCKDH activity state (%)
BCKDH activity state (%)

20

5T 5T+5
Group

Group

Ryc. 7 Wptyw simwastatyny na stan aktywookompleksu BCKDH w tkance atrobowe]
szczuréwzywionych diey standardow (23% biatka) (A) i niskobiatkow (8% biatka) (B);
(* p< 0,09 [P3].

Na poziomie molekularnym statyny hamujeduktaz HMG-CoA (na etapie
syntezy mewalonianu z HMG-CoA) [59]. W konsekwermghamowana jest synteza nie
tylko cholesterolu, ale réwniejednostek izoprenoidowych, pednych wana rok w
modyfikacji potranslacyjnej (prenylacji) wielu béd funkcjonalnych. Nie mma
wykluczy, ze simwastatyna nasila defosforykacBCKDH poprzez ograniczenie
prenylacji nie zidentyfikowanego dotychczas biatkeire reguluje aktywrig BDK i/lub
BDP kydz wigzanie s¢ tych enzymow z kompleksem.

Podsumowujc, efekt dziatania simwastatyny (w dawce 80 mg/kg)ma kompleks
BCKDH w watrobie szczuréw zaky od zawartéci biatka pokarmowego. Simwastatyna
nie wykazuje wptywu na kompleks BCKDH w warunkachktrnej dostpnaici biatka
pokarmowego. Natomiast podawana szczurgiwionym diety niskobiatkowa, poprzez
zwigkszenie aktywnai BCKDH, zaburza fizjologiczn adaptagf kompleksu do
ograniczonej podsy biatka [P3]. Podobnie jak w przypadku fibratow, nie ima
wykluczy, ze w warunkach niedoboru pokarmowego nasilony kadtabhoBCAAs w
watrobie jest jednym z czynnikbw patomechanizmu midp&hociaz nie wykonano
szczegotowych badadla oceny metabolizmu gdini szkieletowych szczurow, to jednak w
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trakcie eksperymentu obserwowano objawy miopatii zwierzt laboratoryjnych
zywionych pasz niskobiatkowg i otrzymupcych simwastatyg Nie stwierdzono objawow
zaburzenia funkcji ngéni u szczuréw karmionych passtandardow, ktérym podawano

ten zwizek.

3.3.3.3. Wplyw niskich dawek bezafibratu i fenofibratu na aktywnos¢
kompleksu dehydrogenazy 2-oksoglutaranu w tkance atrobowej
szczuréw w warunkach ograniczonej poday biatka pokarmowego
[P4].

2-OGDH katalizuje reakej dekarboksylacji tlenowej 2-oksoglutaranu (2-OG,
nazywanego tea-ketoglutaranem, 2-KG) do bursztynylo-CoA. Komplék©GDH sktada
sie z powtarzalnych kopii dehydrogenazy 2-oksoglutardsktadowa E1), transferazy
sukcynylo-dihydrolipoamidowej (sktadowa E2) i dehygenazy dihydrolipoamidowej
(sktadowa E3). Ostatnio wykazanme w sktad 2-OGDH wchodzi rownigpodjednostka
Kgd 4, ktora jest niezfuina dla utrzymania stabiléa kompleksu [60].

2-OGDH petni szereg istotnych funkcji w komérkadhko kluczowy enzym cyklu
Krebsa bierze udziat w metabolizmie energetycznjonadto, kompleks ten uczestniczy
w sukcynylacji biatek, &dacej jednym z mechanizmoéw przekazywania informacji w
komorce [61]. Stwierdzono rowrig ze aktywnd¢ 2-OGDH determinuje metabolizm
glutaminianu [62]. Poprzez wplyw nac¢senie 2-oksoglutaranu kompleks 2-OGDH
reguluje take szybké¢ glukoneogenezy w komdrkachgtrobowych [63].

Aktywnos¢ 2-OGDH jest kontrolowana gtéwnie poprzez mechanédimsteryczny.
Kompleks 2-OGDH jest hamowany przez wzrost wamitestosunku stzen bursztynylo-
CoA/CoA oraz NADH/NAD [64, 65]. Aktywn& 2-OGDH zmienia si réwniez w
zaleznosci od stanu energetycznego komorki; przy were wartégci stosunku ATP/ADP
nastpuje spadek aktywroi kompleksu. Wptyw na aktywdé 2-OGDH mag tez jony
metali, gtdbwnie wapnia i magnezu [66]. Regulacjdiega rownie ekspresja gendéw dla
podjednostek katalitycznych kompleksu 2-OGDH, jddri@adania na ten temafg s
ograniczone [67]. Przyjmujec¢spowszechnieze w odrénieniu od komplekséw BCKDH i
PDH aktywnd¢ 2-OGDH nie jest kontrolowana na zasadzie odwragalosforylacii.
Jednak wyniki ostatnich baflavskazug na maliwos¢ regulacji tego kompleksu poprzez

fosforylacg, chocia mechanizm tego procesu nie zostat jeszczesnigay [68, 69].
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Prager i wsp. [70] dowiedlize klofibrat modyfikuje aktywn& 2-OGDH w tkance
watrobowej szczuréw. Dodatek klofibratu do paszy eédl 0,75% (co, jak podajautorzy,
odpowiada w przybkeniu dawce 248+47 mg na szczura o masie 140-19@gy pkres 3
tygodni powoduje istotny wzrost aktyw§w tego kompleksu.

Uwzgledniajgc wyniki bada przeprowadzonych przez Prager i wsp., [70], adak
bada wtasnych opisanych w publikacja€ti i P2 jak rowniez podobiéstwo strukturalne
oraz funkcjonalne dehydrogenaz 2-oksokwasow, posidam podaé temat wpltywu
niskich dawek fibratow na aktywisékompleksu 2-OGDH w tkanceatvobowej szczurow
zywionych pasz niskobiatkows (pracaP4 - Knapik-Czajka M. Effect of low doses of
bezafibrate and fenofibrate on liver 2-oxoglutardthydrogenase complex in low-protein
diet fed rats. Bangladesh Journal of Pharmacol@&$45, 10, 505-51)2

Nakajima i wsp. [52] udowodnilize bezafibrat obaa poziom TG w osoczu krwi,
jednak mechanizm dziatania zafeod zastosowanej dawki. W niskiej, terapeutycznej
dawce bezafibrat obiat poziom TG w sposOb niezaley od receptorow PPAR
natomiast w diej, eksperymentalnej dawce, efekt ten bytgzany z wzrostem poziomu
MRNA dla PPAR. Dlatego postanowitam iezbad&, czy ewentualny wplyw niskich
dawek fibratow na kompleks 2-OGDH jest zmany ze zmiaf poziomu mRNA dla
receptorow PPAR

Dla sprawdzenia powgzej hipotezy zastosowano model badawcziytyu w
pracach P1 i P2 w ktérym szczurom pici gskiej, rasy Wistar,zywionym pasza
niskobiatkowg (8% biatka), podawano (raz dziennie,zoladkowo) przez okres 14 dni,
fenofibrat lub bezafibrat (w dawkach 5,10 i 20 ntpfk.c) ladz roztwér rozpuszczalnika

(0,3 % metylocelulozy-grupa kontrolna).
Analizy przeprowadzone w zakresie tego tematu obejaty:

-izolacg kompleksu 2-OGDH z tkanki atrobowej szczurOw oraz pomiar aktywsco
kompleksu przy zastosowaniu kinetycznej metody spékometryczne[P4].

- oznaczenie poziomu mRNA dla skiadowych katalitweh kompleksu 2-OGDH -
podjednostek E1 i E2, a tak dla receptorow PPARz zastosowaniem techniki RT-PCR

(ang reverse transcription-PCI94].
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Stwierdzono,ze w watrobie szczuréw aktywrsé kompleksu 2-OGDH wzrastata
pod wptywem bezafibratu (o 7, 35 i 42%) oraz febaftu (o 8,18 i 56%). Istoin
statystycznie rinice obserwowano dla bezafibratu w dawkach 10 i 20 qgikc oraz dla
najwyzszej dawki fenofibratup<0,001). Poziom mRNA dla podjednostek katalitycznych
kompleksu (E1 i E2) nie #bit sic pomidzy grupami otrzymugymi fibraty a grup
kontrolmg. Fibraty nie miaty te wptywu na poziom mRNA dla receptorow PPARVIozna
przypuszczé& ze fenofibrat i bezafibrat stosowane w niskich dastkapobudzaj
aktywnasi¢ kompleksu 2-OGDH i efekt ten nie jest zwany ze zmiam poziomu MRNA
dla PPAR.. Wykazano,ze klofibrat wptywa na wartd stosunku sten bursztynylo-
CoA/CoA oraz NADH/NAD w komérkach wtroby, a take stzenie jonow wapnia [71,
72]. Mozna gdzi¢, ze podobny wptyw maj fenofibrat i bezafibrat, ktoregsanalogami
klofibratu. Biomc pod uwag kluczowg rolg kompleksu 2-OGDH w metabolizmie nie
mozna wykluczy, ze takie dziatanie badanych fibratow moprowadzi do zaburzé w

funkcjonowaniu wtroby [P4].
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Ryc. 8 Wptyw wzrastagych dawek bezafibratu (A) i fenofibratu (B) na yakhos¢
kompleksu 2-OGDH w wtrobie szczurowywionych pasz niskobiatkow (8% biatka);
(* p<0,00D); [P4].
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3.3.4. Wplyw  wybranych lekdw hipolipemicznych na  metabolim
aminokwasow o rozgagzionych tancuchach [P5]

W pracy [P5] (Knapik-Czajka M. Wptyw wybranych lekéw hipolipeniych na
metabolizm aminokwasow o rozgabnych tacuchach. Farmacja Polska 2015, 71, 415-
420) przedstawiono wspétczesne patyf na rof BCAAs w ustroju oraz podsumowano
wyniki kilkuletnich bada dotyczcych oceny wptywu lekéw hipolipemicznych na
aktywnag¢ BCKDH (prezentowanych w niniejszym autoreferacije wstpie opisano
fizjologiczmg role BCAAS, ze szczegdlnym uwzginieniem funkcji regulatorowych tych
aminokwasoOw, oraz potencjalne zastosowanie BCAAserapii wybranych jednostek
chorobowych. Nasgpnie przedstawiono zarys katabolizmu BCAAS, orazckbwy role
kompleksu BCKDH w utrzymaniu homeostazy BCAAs. Wisdaj czsci, opisano
regulacg katabolizmu BCAAs oraz oméwiono wptyw bezafibratufenofibratu oraz
simwastatyny na aktywdé kompleksu BCKDH w tkance atrobowej szczurdw.
Zaprezentowano réwniehipotez, ze zaburzenie katabolizmu BCAAs watnobie przez
leki hipolipemiczne mge by jednym z czynnikbw patomechanizmu wysiwania
dziatah niepaadanych ze strony rdni szkieletowych. Przedstawiono ztewvniosek
nasuwajcy Sk na podstawie uzyskanych wynikOwe wyshpienie objawow miopatii
podczas terapii tymi lekami me by w pewnym stopniu determinowane zawéct®
biatka w diecie [P1-P3].

3.3.5. Podsumowanie osignie¢ stanowicych podstave habilitacji

Monotematyczny cykl publikacji przedstawiony jaksiaggniecie naukowe do
postpowania habilitacyjnego dotyczy oceny wptywa vivo fenofibratu, bezafibratu
(stosowanych w niskich, terapeutycznych dawkachyimwastatyny, na aktyws§é
dehydrogenazy rozggtionych a-ketokwaséw (BCKDH) oraz dehydrogenazy 2-
oksoglutaranu (2-OGDH); komplekséw enzymatycznyalesacych do dehydrogenaz 2-
oksokwasow.

Na cykl ten sktadaj si¢ cztery prace oryginalne oraz jedna praca pyregla,
opublikowane w latach 2009-2015, ecinym wskaniku impact factor wynosacym
11,659; co odpowiada 112 pkt KBN/MNiSW.
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Przedstawione w autoreferacie badania amelparakter nowatorski, poniewa
dotychczas w gmiennictwie naukowym nie opisano wynikéw takich mdg/mentow.
Ponadto, wyniki tych badastanowi cennezrodio informaciji, rozszerzage obeca
wiedz na temat dziatania wspotéree stosowanych lekéw hipolipemicznych, na enzymy
mitochondrialne, regulage wane procesy metaboliczne ustroju. Istotne znaczenie
uzyskanych wynikéw wynika z faktige dotyca one powszechnie stosowanejédecie
grupy lekéw oraz z faktuze kompleksy enzymatyczne najee do dehydrogenaz 2-
oksokwasow maj kluczowe znaczenie dla katabolizmu BCAAs oraz mflatabolizmu
komorek watrobowych, a w konsekwencji dla funkcjonowania gatestroju.

Podsumowujc, mog stwierdzé, ze do najwaniejszych osignigé i elementéw
nowdasci naukowej wynikajcych z przeprowadzonych badzaaliczam wykazanie:

- pobudzajcego wptywu niskich dawek fenofibratu i bezafibrata aktywneéc
kompleksu BCKDH w tkance atrobowej szczuréw w warunkach ograniczonej
dostpndici biatka pokarmoweg{Pl i P2].

- hamujcego wptywu fenofibratu w zataosci dawka-efekt na aktywrsé kinazy
kompleksu dehydrogenazy rozgebnycha-ketokwasow (BDK), enzymu regulatorowego
dla kompleksu BCKDH w tkance atrobowej szczurow w warunkach ograniczonej
dostpndici biatka pokarmoweg{P1].

- pobudzajcego wptywu simwastatyny (w dawce 80 mg/kg m.ciaa)aktywnéc
kompleksu BCKDH w tkance atrobowej szczurow w warunkach ograniczonej
dostpndici biatka pokarmowego oraz stwierdzenie braku @kielziatania przy petnej
dostpndici biatka pokarmoweg{P3].

- pobudzajcego wptywu fenofibratu i bezafibratu stosowanych niskich,
dawkach, na aktywri¢ katalityczry kompleksu 2-OGDH w tkancesgivobowej szczurow
w warunkach ograniczonej dephcici biatka pokarmoweg{P4].

Szczegolnym osgnigciem tych bada bylo udowodnienie, przeciwnego do
adaptacji fizjologicznej, dziatania niskich dawednbfibratu i bezafibratu na aktywsto
kompleksu BCKDH w warunkach niedoboru biatkowgBa i P2].

Biorac pod uwag otrzymane wyniki mgna przypuszcza ze jedm z przyczyn
miopatii migsni  szkieletowych wyspujacej podczas stosowania opisanych lekow

hipolipemicznych, w warunkach niedoboru biatka pokawego, jest nasilenie
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katabolizmu BCAAs w wtrobie, prowadzce do spadku atenia tych aminokwaséw w
osoczu i ograniczenia ich dephdsci dla mksni, a w konsekwencji do zaburzenia
funkcjonowania tej tkanki.

Uzyskane wyniki mog mie¢ implikacje praktyczne, poniewana ich podstawie
mozna domniemyw& ze jednym z czynnikdw zwkszapcych ryzyko wysipienia
miopatii podczas stosowania lekéw hipolipemiczny@st niedob6r biatka w diecie.

Konieczna jest jednak weryfikacja otrzymanych wynikw badaniach klinicznych.
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4. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSI AGNIEC NAUKOWO-BADAWCZYCH

4.1. Aktywno §¢ naukowo-badawcza przed uzyskaniem stopnia doktora

Od poczatku zatrudnienia w Katedrze Toksykologii CollegiuMedicum UJ
zostalam czasowo oddelegowana do Pracowni Gastevelwmii | Katedry Chirurgii
Ogllnej UJCM gdzie w latach 1991-1996 pracowatand gierunkiem Pani Prof.dr
hab.med Haliny Szafran. Ze wgdl na istnigjce wodwczas warunki nie miatam

mozliwosci  wykonywania prac eksperymentalnych. Moja akty$éno naukowa
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koncentrowata i na zagadnieniach teoretycznych gaminych z gospodagklipidowa
organizmu cziowieka. Efektem tej pracy byly 4 plkéatje przegidowe, z ktérych
pierwsza dotyczyta charakterystyki i funkcji apalgyotein w organizmie cziowieka
(zahcznik 3 czsé I, pkt. D18). W kolejnych 3 publikacjach (2 z hiopublikowano w
1999 r.) przedstawiono dane na temat regulacji miamla kwasow ttuszczowych z tkanki
tluszczowej do osocza krwi u cztowieka przezne hormony: insuligg glukagon i
katecholoaminy; hormon wzrostu i kortyzol, azakormony tarczycy i ptciowe (zgiznik

3 czse ll, pkt. D14, 15, 17).

Z tego okresu pochodzi #epodrcznik, szczegétowo opisagy podstawy
przemiany lipidowej organizmu cziowieka, ktéregst@m wspoétautorem (zgiznik 3
czgsé I, pkt. D19).

W latach 1996-1997 po zakeczeniu oddelegowania, pracowatam w Katedrze
Toksykologii Collegium Medicum i kontynuowatam sw@ainteresowania zagadnieniami
gospodarki lipidowej. W tym okresie opublikowatanra@ przedstawiajca role
wybranych antyoksydantow pokarmowych w ochroniekdjiaLDL przed utlenieniem
(zahcznik 3 czsé I, pkt. D16).

Od 1.10.1997r. rozpoelam prag w nowo utworzonym na Wydziale
Farmaceutycznym Collegium Medicum Uniwersytetu diéagfiskiego, Zaktadzie Analityki
Biochemicznej. Gtéwnym kierunkiem moich badprowadzonych w tym okresie byto
okreslenie wpltywu fibratobw (przy zastosowaniu jednego,ysekiego poziomu
dawkowania) na aktywr¢é kompleksu BCKDH w tkance atrobowej szczuréw. Wyniki
tych bada, dowodzace niepaagdanego dziatania fibratdw na kompleks BCKDH, staihow
podstaw mojej pracy doktorskiej. Wyniki te zostalty opuldikane ju po obronie pracy
doktorskiej (zadcznik 3 czsc¢ 1l, pkt. D9,10,13).

Innym kierunkiem mojej aktywrigci naukowej, byto wspotuczestnictwo w pracach
zespotu przeprowadzajego eksperymenty (w ramach projektu naukowego ywpt
wybranych fibratdw na mitochondrialne kompleksy ynatyczne.”, zajcznik 3 czsc I,
pkt. 14) majce na celu ocendziatania fibratow na aktywrsé kompleksu PDH w wtrobie
szczurow zywionych pasz wysokoweglowodanowy.  Stwierdzono, ze bezafibrat i

fenofibrat dodawane do paszy wito 0,5%, powodowalty nasilenie aktywdod kinazy
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(PDK) katalizugcej fosforylacg kompleksu PDH, co bylo dziataniem przeciwnym do

regulaciji fizjologicznej aktywnsi tego kompleksu (za¢znik 3 czs¢ Il, pkt. D8, 11).

4.2. Aktywno §¢ naukowo-badawcza po uzyskaniu stopnia doktora

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznykbnsekwentnie
kontynuowatam badania nad problematyedaca przedmiotem moich wcZriejszych
zainteresowa naukowych, a dotygea oceny wpltywu lekédw hipolipemicznych na
aktywnai¢ kompleksu BCKDH (cgs¢ eksperymentow wykonano w ramach projektu
.Badania molekularnego mechanizmu dziatania fibsatéa aktywné¢ kompleksu
dehydrogenazy rozggtionycha-ketokwasow (branched-chainketoacid dehydrogenase-
BCKDH) w zalenosci dawka-efekt.”, zajcznik 3, czs¢ Il, pkt.I3). Nastpnie podgtam
badania dla oceny dziatania fibratdbw na aktygénkompleksu 2-OGDH, a tak wptywu
simwastatyny na aktywidé kompleksu BCKDH. Wyniki tych badaprzedstawiono w
cyklu publikacji stanowjcych podstaw do ubiegania gio tytut doktora habilitowanego
(zahcznik 3 czs¢ |, pkt.B).

Zagadnienie wyspowania dziata niepazadanych ze strony rni szkieletowych
w trakcie stosowania fibratow i statyn opisuje pkdatja przegidowa (nie wdczona do
cyklu prac habilitacyjnych) na temat jatrogennychiopatii indukowanych lekami
hipolipemicznymi (zajcznik 3 czs¢ 1, pkt. D3), ktérej jestem pierwszym autorem. W
pracy omowiono postaci kliniczne miopatii, czynnikizyka wys¢powania tego typu
zaburzé oraz opisano wyniki badadotyczcych zaburze molekularnych prowadzych
do wystpienia miopatii w trakcie leczenia lekami hipolipeanymi.

Z tematyk fibratow i ich wykorzystania terapeutycznego gze@ina jest rownie
publikacja przegldowa prezentgpa zastosowanie fibratbw we wspoiczesnej terapii
cukrzycy (zadcznik 3 czsc Il, pkt. D1).

Najbardziej istothnym etapem w moim rozwoju naukowpm uzyskaniu stopnia
doktora byt udziat (w latach 2005-2009) w ADNI 1lfAeimers Disease Neuroimagitive
Initiative 1), najwekszym naswiecie medzynarodowym projekcie naukowym, w ktérym
zaangaowane byto ponad 50smdkoéw naukowych i klinicznych (zgdznik 3 czsc I,
pkt. 11). W tym okresie pracowatam w Biomarker Rasé Laboratory, Department of

Pathology and Laboratory Medicine, University ofnReylvania, School of Medicine,
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Philadelphia PA, USA. Gtéwnym celem projektu byleracowanie nowoczesnych metod
diagnostycznych dla wczesnego rozpoznania, aetakonitorowania rozwoju choroby
Alzheimera. Bytam odpowiedzialna za analigczenia biomarkerow biatkowych ptynu
mdbzgowo-rdzeniowego (amyloifh.4, biatko Tau catkowite i ufosforylowane, p-Tay
przy wyciu testu immunologicznego INNO-BIA AlzBio3 (Innegetics, Ghent, Belgia
obecnie Fujirebio Europe) wykorzysiaggo technik multipleksowej analizy stenia
bialek, bazujca na pomiarze w czasie rzeczywistym fluorescencjikrasfer
polistyrenowych znakowanych przeciwciatami (xMAP®chnology, Luminex platform).

Pocatkowo przeprowadzono walidgcjtestu oraz dokonano standaryzacji
migdzylaboratoryjnej oznacae(obejmugcej 7 laboratoriow)Wykazano te przydatnéc
tego testu dla oceny ryzyka progresji tagodnychueadd poznawczych w chorgb
Alzheimera i wyznaczono diagnostyczne wéeto odcicia dla tych markerow.
Scharakteryzowano rowrieczynniki przedanalityczne wplywgje na oznaczenia tych
biatek (zafcznik 3 czs¢ Il, pkt. A3).

Nastpnie wykonano analizstzenia amyloiduBi.42, biatka Tau p-Tais: w ptynie
mdbzgowo-rdzeniowym 0sOb z autopsyjnie potwierdzanorola Alzheimera i 0sob
odpowiedniej grupy kontrolnej oraz okleno charakterystyczny dla choroby Alzheimera
profil zmian poziomu tych markerow. Profil ten padndzono nasgpnie u uczestnikow
badania ADNI1; pacjentow z tagoginpostaci choroby Alzheimera, z tagodnymi
zaburzeniami poznawczymiarig. mild cognitive impairment-MCI) oraz zdrowych,
starszych os6b (grupa kontrolna). Uzyskane wyns&avuj, ze amyloidp.42 i biatko Tau
sa charakterystycznymi markerami choroby Alzheiméviarkery te maj istotrg wartasé
predykcyjry dla konwersji MCI w chorop Alzheimera. Wykazano e ze istnieje
korelacja mgdzy stzeniem tych biatek a ikzig alleli APCe4 u ludzi (zahcznik 3 czscé I,
pkt. A4).

Ponadto uczestniczytam w badaniach, w ktorych wgkazkorelag pomidzy
wynikami oznaczé& biomarkerow biatkowych ptynu moézgowo-rdzeniowegoyskanymi
przy pomocy testu INNO-BIA AlzBio3 i stosowanpowszechnie dla oznagzeych
parametrow metadELISA (zahcznik 3 czsé¢ I, pkt. A2).

Glownym osagnigciem bada prowadzonych w zakresie projektu ADNI1 byto

opracowanie ,CSF biomarker signature of Alzhiemelisease”, ktéry mae umaliwié
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wczesne rozpoznanie choroby Alzheimera (jeszczeetapie przedklinicznym) oraz
wczesne prognozowanie konwersji tagodnych zalupreznawczych (MCI) w chorgb
Alzheimera. Zastosowanie tych biomarkeréw pozwaa rta zintensyfikowanie bada
majgcych na celu zidentyfikowanie nowych zwkow jako potencjalnych lekéw
stosowanych w chorobie Alzheimera.

Wyniki bada prowadzonych w ramach projektu ADNI 1 zostaty ddwane w
najbardziej prestowych czasopismach z dziedziny Neurologii Klinicztiealacznik 3
czes¢ I, pkt. A2,3,4) oraz byly prezentowane na konfejach medzynarodowych
(zahcznik 3 czsc 1N, pkt. B1,2,4,5), a take zamieszczone w internetowej bazie danych
projektu ADNI1.

Pracujc w Biomarker Research Laboratory, bratam rownidziat w oznaczaniu
stezen biomarkerow biatkowych w ptynie mézgowo-rdzeniowynoséb z idiopatycznym
wodogtowiem normotensyjnym (z@iznik 3 czs¢ Ill, pkt. B3), a take witamin
rozpuszczalnych w tluszczach oraz poziomu lekow umosupresyjnych przy zyciu
techniki HPLC-MS/MS.

Z tematylg choroby Alzheimera zwrana jest te praca przedstawiga znaczenie
biomarkeréw biatkowych w diagnostyce choroby Alzhera, ktog opublikowatam ji po
powrocie do Polski (zatznik 3 czs¢ I, pkt. D4).

Kolejnym obszarem moich zainteres@waaukowych byt udziat w badaniu
klinicznym magcym na celu wykrycie ewentualnych pae@é pomidzy rozwojem
zaburzé tkanki kostnej manifestggych se¢ w postaci skoliozy idiopatycznej, a procesem
dojrzewania piciowego. Badania te prowadzono we Gipspcy z Katedy i Klinik g
Ortopedii i Rehabilitacji Collegium Medicum Uniwegtetu Jagiellaskiego w Zakopanym
w ramach projektu naukowego ,Badania nad eti@logi markerami bocznych
idiopatycznych skrzywige kregostupa.”, zacznik 3 czs¢ I, pkt. 12. W zamierzeniu
projektu byto rownie udowodnienieze jednym z czynnikdéw patogennych rozwoju tego
schorzenia mge by niedobor witaminy D jako nagistwo nieprawidlowego wydzielania
estrogenow. Do badawvtaczono dziewcga, ze skolioz idiopatyczr w okresie przed i po
wysigpieniu menarche. Grupy kontrolne stanowity dziegtazw analogicznym wieku i
zaawansowaniu dojrzaia ptciowej, u ktorych nie stwierdzongadnych zaburze

metabolicznych i deformaciji kgostupa. Analizowano poziom wybranych hormonéw oraz



Matgorzata Knapik-Czajka —Autoreferat w j.polskimStronal37

markerow stanu metabolicznego tkanki kostnej orgzenmie witaminy D. Uzyskane
wyniki wykazaly zwazek miedzy stzeniem estradiolu w osoczu krwi a rozwojem skoliozy
idiopatycznej i wskazaty na mibwos¢ wykorzystania oznacaepoziomu estradiolu dla
poszerzenia diagnostyki tego schorzenia a(zatik 3 czs¢ 1l, pkt. Al). Ponadto
stwierdzono zatenos¢ miedzy niskim sgzeniem kalcytoniny oraz witaminy D w osoczu
krwi a rozwojem skoliozy (manuskrypt po wghych recenzjach).

Istotrg forma mojej aktywndci naukowej od pociku zatrudnienia na Wydziale
Farmaceutycznym byt tak aktywny udzial w konferencjach i zjazdach naukchyy

krajowych i medzynarodowych (zatznik 3 czs¢ lll, pkt. B1-24).

Podsumowujc calé¢ dorobku naukowego; jestem autorem/wspétautorerprag
naukowych (zajcznik 7), w tym 22 peilnotekstowych prac oryginalmyeviaczapc prace
zaliczone do oggniccia habilitacyjnego) i 1 podcznika, a take autorem/wspotautorem

24 streszczezjazdowych.

W 8 pracach naukowych jestem jedynym autorensd, wa6 innych pracach,

pierwszym i korespondencyjnym autorem.

Zgodnie z analig bibliometryczm sumaryczny wskanik Impact Factor moich
wszystkich prac naukowych wyno86,58 pkt., a odpowiadafa mu punktacja KBN/
MNiSW wynosi 286 pkt. Liczba cytowa to 663 (658 bez autocytowawg Web of
Science z dnia 10.07.2015 r.), a wspotczynnik Hias@vg Web of Science) jest rowBy

4.3. Udziat w projektach badawczych

Bratam udziat w 4 projektach badawczych, kaaynarodowym oraz 3 krajowych,
finansowanych przez instytucje centralne wspieapaulk. Ponadto, bytam kierownikiem
8 projektéw finansowanych przez Collegium Medicum Weisytetu Jagielltskiego w
ramach dotacji MNiSW na utrzymanie potencjatu badaego. Szczegotowe informacje na

temat uczestnictwa w projektach badawczych znajsigjw zahczniku 3 czsé Il, pkt. 1.

4.4.Udziat w kursach i szkoleniach zawodowych

W calym okresie zatrudnienia doskonalitam swoje egtiosci zawodowe,

uczestnicac w ranego typu kursach i szkoleniach, krajowych orazaaigznych.
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2014- Praktyczne aspekty projektowania, monitorasvaanalizy wynikéw randomizowanych
eksperymentéw klinicznych, Matopolskist@dek Medycyny Translacyjnej UJ Krakow, Polska
2012- Certyfikat stwierdzagy znajomaéc¢ Dobrej Praktyki Klinicznej (ICH GCP) potwierdzan
egzaminacyjnie — Stowarzyszenie na Rzecz DobrégykiaBadar Klinicznych, Polska

2012- Ochrona prawna i ocena publikacji naukowykbnferencja szkoleniowa w ramach
projektu ,Harmonizacja zagdzania dydaktyk na Uniwersytecie Jagieliskim w
Krakowie”, Krakéw, Polska

2012- Kompetencje i umignosci informacyjne - kurs w ramach projektu ,, Pro bono
Collegi Medici Universitatis Jaiellonicae”, Krakdwplska

2011- Kierownik laboratorium i audytor wewtrzy systemu zasglzania jakécia w
laboratoriach medycznych PN-EN 1SO 15189:2008 - skuinstytut Ksztatcenia
Menaderow Jakéci, Krakéw, Polska

2006- 29 Annual Aplied Biosystems/MDS SCIX Maximizing YourC/MS System
Performance Users Workshop, Philadelphia, PA, USA

2005- Applications of Luminex xXMAP Technology inddgical Research (LumineXs

and Luminex Advanced Applications), Austin, TX, USA

2005- Theoretical and practical training Inno-BlAzBio3 (Luminex xMAP Technology),
Innogenetics, Philadelphia, USA

2005-2009- okresowe szkolenia z zakresu technikiM®&MS organizowane przez figm
Applied Biosystem, dlazytkownikdéw spektrometréow masowych, Philadelphia, RISA

2003- Techniki analizy i detekcji kwasow nukleinashyi biatek, kurs praktyczny, Pozna
Polska

2000- Training Course on new PCR technologies aion@zation strategies, Eppendorf,
Pozna, Polska

Certyfikaty potwierdzaj ace znajomd¢ jezykow obcych

1998- Certificate of Proficiency in English, Uniggy of Cambridge, Local Examination
Syndicate, International Examinations, Krakow, Rals

1996- First Certificate in English, University ofafbridge, Local Examination Syndicate,

International Examinations, Krakdéw, Polska
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5. DZIALALNO SC DYDAKTYCZNO-ORGANIZACYJNA

Od pocatku zatrudnienia na Wydziale Farmaceutycznym Calieg Medicum
Uniwersytetu Jagielliskiego wanym aspektem mojej pracy byla dziataléo
dydaktyczna, obejmaga prowadzenie zg dla studentow kierunkéw Analityka
Medyczna i Farmacja.

W okresie przed uzyskaniem stopnia doktora realam zagcia dydaktyczne z
zakresu Biochemii Klinicznej dla studentéw kierunku Analityka Medyczna oraz
Toksykologiidla studentow kierunkow Analityka Medyczna oraenkacja.

Jeda z moich najwaniejszych aktywngéci dydaktycznych byt udziat w
opracowaniu programucéwiczen oraz organizacji za§ dydaktycznych z nowo
wprowadzonego przedmiotu Biologia Molekularna dla studentow Wydziatu
Farmaceutycznego kierunku Analityka Medyczna oraarnfacja oraz udziat w
przygotowaniu programuwwiczen z przedmiotuBiochemia Klinicza dla studentow
kierunku Analityka Medyczna.

W latach 1997-2001 bylam zaangwana w realizagj 7 prac magisterskich
wykonywanych w Zaktadzie Analityki Biochemicznejog kierownictwem owczesnego
Kierownika Zaktadu, Prof. dr hab.med. Jerzegiidavicza

Po uzyskaniu stopnia doktora wspoétuczestniczytantwerzeniu sylabuséw dla
przedmiotow realizowanych przez Zaktad Analityki oBhemicznej. Ponadto
przygotowywatam i prowadzitam zgja dydaktyczne z przedmiotovBiochemia
Kliniczna, Biologia Molekularna oraz Systemy Jakoi Akredytacja Laboratoriow
Medycznych;w ramach studiow przeddyplomowych na kierunku Apeh Medyczna
(studia magisterskie i zawodowe studia licencjackmraz przedmiotu Biologia
Molekularna dla studentéw kierunku Farmacja (studia dzienne iecaorowe).
Prowadzitam réwnie zagcia dydaktyczne z przedmiotéwBiologia Molekularna,
Biochemia oraz Biochemia Kliniczna ramach Zawodowych Studiéw Podyplomowych w
zakresie Analityki Medyczne,.

W latach 2009-2015 (corocznie) bratam udziat wireali zap¢ fakultatywnych
dla studentéw Oddziatu Analityki Medycznej, w tymtarskich zaj¢ w ramach fakultetu

Specjalistycznypyk angielski
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Ponadto prowadzitam wyktady z przedmiotu Metodologia Badan Naukowych dla
studentéw studiow doktoranckich Uniwersytetu Jagiellonskiego Collegium Medicum, oraz
uczestniczytam w szkoleniu farmaceutéw w ramach Specjalizacji z zakresu Farmacji
Aptecznej.

W latach 2002-2005 oraz 2010-2015 bytam promotorem 14 prac magisterskich
wykonanych przez studentéw kierunku Analityka Medyczna oraz Farmacja. Pelnitam takze
funkcje recenzenta 10 prac magisterskich i licencjackich, realizowanych przez studentéw
kierunku Analityka Medyczna.

W sumie, po uzyskaniu stopnia doktora (w okresie 10.2002-02.2005 i 03.2009-
06.2015) zrealizowatam okoto 3500 godzin dydaktycznych, w tym blisko 450 godzin na
studiach podyplomowych.

Pracujgc w Biomarker Research Laboratory, Department of Pathology and
Laboratory Medicine, University of Pennsylvania, School of Medicine, Philadelphia, PA,
USA bratam udziat w szkoleniu personelu z zakresu techniki Luminex xXMAP Technology.

Przez caly okres pracy angazowalam si¢ w dzialalno$¢ organizacyjna na rzecz
Wydziatu Farmaceutycznego. Za najwazniejszy aspekt tej dziatalnosci uwazam udziat w
organizacji Zaktadu Analityki Biochemicznej, a takze wieloletnia wspolpracg z wieloma
laboratoriami diagnostycznymi prowadzona z ramienia Wydzialu w trakcie pehnienia
funkcji koordynatora zaje¢ praktycznych w ramach przedmiotu Praktyczna Nauka Zawodu
oraz Wakacyjnych Praktyk Zawodowych; dla studentéw kierunku Analityka Medyczna.

Szczegdtowe informacje na temat mojej dziatalnosci dydaktycznej i organizacyjnej

znajduja si¢ w zataczniku 3 (czgs¢ 11, pkt. I oraz czgsé 111, pkt.Q).
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