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1. Ogolna charakterystyka dzialalnosci naukowej
1.1. Imie i nazwisko
Magdalena Jasifiska-Stroschein

1.2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe- z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

07.09.2001 Dyplom magistra farmacji, Akademia Medyczna w todzi, Wydziat Farmaceutyczny,
kierunek apteczny (z wynikiem bardzo dobrym)

18.12.2002 Prawo wykonywania zawodu aptekarza wydane przez Okregowg lzbe Aptekarska
w todzi
27.10.2006 Stopienn doktora nauk farmaceutycznych, specjalnos¢ farmakologia. Rozprawa

doktorska pt. ,Wptyw simwastatyny i wybranych antagonistéw kanatéw
wapniowych na miesien sercowy krélikéw” (Promotor: Prof. dr hab. Daria
Orszulak-Michalak). Wydziat Farmaceutyczny Uniwersytetu Medycznego w todzi.

1.3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

01.03.2003 — asystent w Zakfadzie Biofarmacji, Katedry Biofarmacji Wydziatu
30.06.2008 Farmaceutycznego, Uniwersytetu Medycznego w todzi
od 07.01.2008 adiunkt w  Zaktadzie Biofarmacji, Katedry Biofarmacji Wydziatu

Farmaceutycznego, Uniwersytetu Medycznego w todzi

2. Prezentacja osiagnie¢ stanowiacych podstawe habilitacji -
wynikajacych z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. 2003 nr 65, poz. 595 z
poézn. zm.)

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznego; cykl prac:

Ocena wybranych interakcji lekowych zwiazanych ze szlakami sygnalowymi PDGF i ROCK

w badaniach hemodynamicznych na zwierzecym modelu nadcisnienia ptucnego.

Badania wchodzace w zakres osiggniecia naukowego stanowig przedstawiony cykl szesciu prac
oryginalnych i dwdch pogladowych. We wszystkich pracach jestem pierwszym autorem. tgczna
wartos$¢ wspotczynnika impact factor (IF) dla prezentowanego cyklu prac wynosi 13,7; punktacja

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW): 160 punktéw.

2.1. Wykaz publikacji stanowigcych podstawe habilitacji (autor/autorzy, tytul/tytuly
publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)



P-1 Jasinska-Stroschein M, Orszulak-Michalak D.: The current approach into signaling pathways in
pulmonary arterial hypertension and their implication in novel therapeutic strategies. Pharmacol
Rep. 2014, 66, 552-64.

IF013= 2,165 /MNiSW: 25

P-2 Jasinska M, Owczarek J, Orszulak-Michalak D.: Statins: a new insight into their mechanisms of
action and consequent pleiotropic effects. Pharmacol Rep. 2007, 59, 483-99.
IF2007= 2,29 /MNISW: 10

P-3 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Wesotowska A, Orszulak-Michalak D.: Rosuvastatin, sildenafil
and their combination in monocrotaline-induced pulmonary hypertension in rat. Acta Pharm. 2014,
64, 345-54.

IF0:3= 1,025 /MNiSW: 20

P-4 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, tuczak A, Orszulak-Michalak D.: The Beneficial Impact of
Fasudil and Sildenafil on Monocrotaline-Induced Pulmonary Hypertension in Rats: A Hemodynamic
and Biochemical Study. Pharmacology 2013, 91, 178-84.

IF30:3= 1,581 /MNiSW: 20

P-5 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Plichta P, Orszulak-Michalak D.: Concurrent Rho-Kinase and
Tyrosine Kinase Platelet-Derived Growth Factor Inhibition in Experimental Pulmonary Hypertension.
Pharmacology 2014, 93, 145-50.

IF0:3= 1,581 /MNiSW: 20

P-6 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Sottysiak U, Orszulak-Michalak D.: Rosuvastatin intensifies
the beneficial effects of Rho-kinase inhibitor in reversal of monocrotaline-induced pulmonary
hypertension Arch Med Sci. DOI: 10.5114/aoms.2015.49740

IF20:3= 1,890 /MNiSW: 25

P-7 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Surowiecka A, Kacikowska J, Orszulak-Michalak D.: HMG-CoA
reductase inhibitors: an opportunity for the improvement of imatinib safety. An experimental study
in rat pulmonary hypertension. Pharmacol Rep. 2015, 67, 32-7.

IF5015= 2,165 /MNiSW: 25

P-8 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Cicha K, Orszulak-Michalak D: The influence of imatinib at a
low dose and sildenafil on pulmonary hypertension in rats. Pharmazie DOI: 10.1691/ph.2015.4891.

IF30:3= 1,003 /MNiSW: 15
2.2. Charakterystyka badan i wynikéw stanowigcych podstawe habilitacji
Konstrukcja pracy

W Autoreferacie, po przedstawieniu celéw badawczych (Wstep i cele badan), scharakteryzowatam
problematyke farmakoterapii nadci$nienia ptucnego (PH) i kierunki poszukiwania nowych opcji
terapeutycznych. Uwzglednitam mechanizmy dziatania i role w rozwoju schorzenia zwigzkéw/lekéw
bedacych przedmiotem eksperymentéw opisanych w Autoreferacie. Wymienitam najwazniejsze
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metody badawcze stosowane w opisanych przeze mnie badaniach. W dalszej czesci (Wyniki badan i
dyskusja) omowitam uzyskane wyniki stanowigce podstawe habilitacji odnoszac sie do postawionych
przeze mnie hipotez (gfédwne hipotezy badawcze i wnioski) a takze wynikéw innych badaczy. W
prezentacji wynikdw uwzglednitam podziat na cztery etapy badawcze, ktérych cele przedstawitam we
Wstepie pracy. Przedyskutowatam potencjalne znaczenie kliniczne otrzymanych przeze mnie
wynikéw badan. Dla zachowania lepszej przejrzystosci, w tej czesci pracy odnositam sie do
oméwionych wczesniej mechanizméw dziatania zwigzkéw wykorzystanych w badaniach. Do
najwazniejszych wnioskéw z przeprowadzonych prac eksperymentalnych odniostam sie w

Podsumowaniu.

2.2.1. Wstep i cele badan

Ostatnie dwie dekady przyniosty rosngce zainteresowanie chorobami naczyn ptucnych,
w szczegdlnosci — nadcisnieniem ptucnym. Nadcisnienie ptucne (PH, ang. pulmonary hypertension) to
stan patofizjologiczny, w ktérym S$rednie cisnienie w tetnicy ptucnej przekracza 25 mmHg
w spoczynku lub 30 mmHg podczas wysitku. Szczegdlng populacje stanowig pacjenci z tetniczym
nadcisnieniem ptucnym (PAH, ang. pulmonary arterial hypertension). Tetnicze nadcisnienie ptucne
nalezy do grupy choréb rzadkich. W Europie stwierdza sie je srednio u 12-50 oséb/milion, w Polsce
obecnie na tetnicze nadcisnienie ptucne cierpi 667 pacjentow a zapadalno$é¢ wynosi 3,7/min/rok

(Kurzyna M, 4. Ogdlnopolska Konferencja Nadcisnienia ptucnego, 2014).

Coraz wieksze zainteresowanie tg jednostkg chorobowg, wraz z lepszym zrozumieniem jej
patogenezy, zaowocowato znacznym postepem farmakoterapii PH. Obecnie, leki dostepne w ramach
nowoczesnej farmakoterapii, tzw. celowanej, tagodzg objawy kliniczne, poprawiajg jakos¢ zycia
chorych oraz wydtuzajg czas przezycia. Nie zapewniajg jednak dtugotrwatej normalizacji powstatych
oporéw ptucnych i nie pozwalajg na petne wyleczenie. Prawdopodobnie ttumaczy to fakt, ze
w rozwoju PAH dochodzi do zaburzenia przekaznictwa w obrebie szeregu szlakéw sygnatowych a
stosowane leki celowane mogg nie zapewni¢ petnego odwrdcenia uwarunkowanych nimi zmian.
Dlatego poszukuje sie nowych zwigzkéw dziatajgcych na szlaki sygnatowe o udokumentowanej roli
w patomechanizmie choroby, jak i nowych punktédw uchwytu oraz zwigzanych z nimi substancji o
potencjalnej efektywnosci terapeutycznej. Inne pytania badawcze dotyczg efektywnych
i bezpiecznych skojarzen lekowych obejmujgcych wiecej niz jedng klase lekéw swoistych dla PAH ale
o réznych punktach uchwytu. Opisane poszukiwania utrudnia sama etiologia choroby, ktdra jest
wieloczynnikowa i obejmuje liczne, wzajemnie powigzane szlaki biochemiczne. Dlatego, poparte
badaniami na poziomie molekularnym, potencjalne korzysci wynikajgce z takich powigzan nie zawsze

znajdujg odzwierciedlenie w pézniejszych badaniach eksperymentalnych lub klinicznych.



Wsrdd zainteresowan naukowcéw prowadzacych badania nad patomechanizmem schorzenia
znalazty sie szlaki: ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGF, ang. platelet - derived growth factor)
oraz RhoA i jej kinaz, a ich inhibitory staty sie przedmiotem badan przedstawionych w Autoreferacie.
W sSwietle doniesien o wzajemnym powigzaniu ww. szlakdw postanowitam oceni¢ na zwierzecym
modelu nadcisnienia ptucnego efekty facznego stosowania zwigzkéw dziatajacych na przekaznictwo
zwigzane z PDGF oraz ROCK. Takiej ocenie poddatam zwigzki z grup inhibitoréw: kinazy tyrozynowej
(imatynib), kinazy ROCK (fasudil, statyny) oraz fosfodiesterazy typu 5 (syldenafil). Na rycinie 1
przedstawitam schematycznie najwazniejsze szlaki sygnatowe, przekazniki oraz dziatajgce na nie
substancje o potencjalnym lub potwierdzonym znaczeniu w terapii tetniczego nadcisnienia ptucnego.
Uwzglednitam (kolor niebieski) szlaki i zwigzki, ktérych wzajemne powigzania poddatam ocenie

w przedstawionych badaniach.
Gtowne cele moich badan obejmowaty:

1. Wybdr potencjalnych skojarzen lekowych do dalszej oceny eksperymentalnej w oparciu
o dotychczas opisane na  poziomie  molekularnym  wzajemne  oddziatywania
szlakow/przekaznikdbw oraz substancji stosowanych dla odwrdcenia patologicznych zmian
powstajgcych w przebiegu nadcisnienia ptucnego (etap wstepny).

2. Wybdr odpowiedniego modelu eksperymentalnego do weryfikacji postawionych nastepnie
hipotez badawczych, w tym potwierdzenie stusznosci wydtuzenia czasu indukcji nadcis$nienia
ptucnego (etap lill).

3. Ocene efektow terapii skojarzonej z udziatem leku celowanego — syldenafilu (PDE-5i) oraz
inhibitorow szlaku RhoA/ROCK (fasudil, rozuwastatyna), ze szczegdlnym uwzglednieniem
poprawy hemodynamiki i ograniczenia przerostu prawej komory miesnia sercowego (etap I).

4. Potwierdzenie, opisanego badaniami in vitro, wptywu hamowania szlaku PDGF przez inhibitory
ROCK na odwrdécenie patologicznych zmian w rozwoju nadcisnienia ptucnego. Ocene efektéow
terapii skojarzonej obejmujacej inhibitory PDGF (imatynib) oraz ROCK (fasudil) (etap ).

5. Ocene efektdw skojarzen lekowych z udziatem inhibitora reduktazy HMG-CoA jako czynnika
wzmachiajgcego efekt blokady szlakéw ROCK oraz PDGF (etap Il i lll).

6. OdpowiedZ na pytanie czy wigczenie lekdw o potencjalnym wptywie hamujgcym na
przekaznictwo PDGF zapewni zachowanie korzystnych efektéw imatynibu (odwrdcenie
patologicznych zmian w PH) po obnizeniu jego dawki. Ocene efektéow terapii skojarzonej
obejmujacej inhibitory PDGF (imatynib) w niskiej dawce oraz wybrane statyny (simwastatyna,
rozuwastatyna) lub inhibitory PDE-5 (syldenafil) (etap Ill).
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Powyzsze cele zrealizowatam w czterech etapach. Kierunki badawcze podjete w kazdym z etapdéw
przedstawitam schematycznie na rycinie 2. Uwzglednitam grupy testowanych zwigzkéw/lekow,
wielko$ci dawek, wykorzystany model doswiadczalny oraz publikacje powstate w wyniku realizacji

ww. etapow.
2.2.2. Postepy farmakoterapii tetniczego nadci$nienia ptucnego

Tetnicze nadcisnienie ptucne obejmuje postacie choroby o zréznicowanej etiologii (Simmoneau i wsp.
2013). W przebiegu PAH dochodzi do dysfunkcji srodbtonka z zaburzeniem réwnowagi pomiedzy
mechanizmami o charakterze wazodylatacyjnym, antymitotycznym i antyproliferacyjnym z udziatem
tlenku azotu (NO, ang. nitric oxide) i prostacykliny (PGI2), a czynnikami wykazujgcymi wtasciwosci
prozapalne, mitogenne i wazokonstrykcyjne: endoteling 1 (ET-1) oraz tromboksanem A2 (TXA-2).
Jednoczesnie pojawiajg sie zmiany o charakterze prozakrzepowym, co skutkuje powstawaniem
skrzeplin w obrebie tetnic ptucnych. Istotnym dla rozwoju PAH jest remodeling naczyn ptucnych.
Proces ten zachodzi w obrebie fibroblastow, komérek srédbtonka i miesni gtadkich a towarzyszy mu
akumulacja sktadnikdw macierzy zewnatrzkomérkowej: kolagenu, elastyny, fibronektyny i innych. Do
tych niekorzystnych zmian dochodzi w nastepstwie zaburzonej homeostazy z przewagg proliferacji a
zahamowaniem apoptozy komodrek scian naczyn (Humbert i wsp. 2004; Morrell i wsp. 2009).
Wskazuje sie takze na podioze immunologiczne zmian w PAH (Kopeé¢ i Podolec 2015).
W zaawansowanym stadium choroby dochodzi do zwitdknienia btony wewnetrznej, przerostu
miesniowki i przydanki naczyn oraz pojawienia sie zmian nieodwracalnych, tzw. splotowatych (ang.
plexiform lesion). Sg to drobne kanaliki kapilarne tworzace splot naczyniowy wewnatrz Sciany
pogrubiatych tetniczek w oskrzelikach lub oskrzelach (Callebert i wsp. 2006; Pietra i wsp. 2004).
Opisane zmiany prowadza do zwiekszenia oporéw w patologicznie zmienionych naczyniach oraz,
w konsekwencji, do podwyzszenia cisnienia w tetnicy ptucnej, przerostu prawej komory serca i

rozwoju prawokomorowej niewydolnosci serca.

Obecnie obserwuje sie znaczacy postep w leczeniu farmakolog icznym PAH. Dostepne trzy klasy
lekéw zapewniajacych tzw. postepowanie celowane (tj. inhibitory fosfodiesterazy typu 5, PDE-5i;
analogi prostacykliny; antagonisci receptorow endotelinowych, ERA) tagodza objawy kliniczne,
poprawiajg jako$¢ zycia chorych oraz wydtuzajg czas przezycia. Wprowadzenie ich do standardéw
leczenia spowodowato obnizenie $miertelnosci o 43%, a hospitalizacji — o 61% (Galié i wsp. 2009).
Terapia ww. lekami swoistymi stosowana jest u pacjentdéw nie odnoszacych korzysci z leczenia za
pomocg lekdw z grupy antagonistéw kanatéw wapniowych rozszerzajacych naczynia ptucne (np.

amlodypina) (Galié i wsp. 2013).



ETAP
WSTEPNY
PUBLIKACIE:
P-1,P-2

ETAP |
PUBLIKACIE:

P-3,
P-4.

ETAP NI

PUBLIKACIE:
P-5,
P-6.

ETAP 11T

PUBLIKACIE:
P-7,
P-8.
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CELE: OCENA EFEKTOW TERAPIl SKOJARZONE! Z UDZIAtEM — LEKU CELOWANEGO SYLDENAFILU {PDE-5i) | WYBRANYCH INHIBITOROW SZLAKU RHOA/ROCK: STATYNY
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CEL: OCENA EFEKTOW WYBRANYCH SKOJARZEN LEKOWYCH Z UDZIALEM INHIBITORA KINAZY TYROZYNOWE.

EKSPERYMENTALNY MODEL NADCISNIENIA PEUCNEGO Z 14-DNIOWYM OKRESEM INDUKCII.
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Antagonisci receptora endotelinowego (ERA)

Endotelina-1 (ET-1) jest jednym z najsilniejszych znanych czynnikdw naczyniokurczacych. Ten
neurohormon wykazuje takze dziatanie mitogenne i prozapalne; sprzyja zwtdknieniu i rozrostowi
komoérek oraz przerostowi i przebudowie serca. llo$¢ ET-1 w tkankach i osoczu ulega zwiekszeniu
w przebiegu chordb tkanki tacznej, takich jak twardzina uktadowa i w wielu chorobach sercowo-
naczyniowych: ostrej i przewlektej niewydolnosci serca, niedokrwieniu miesnia sercowego,
nadcisnieniu tetniczym systemowym i miazdzycy tetnic oraz w tetniczym nadcisnieniu ptucnym. Jak
wykazano, zwiekszone stezenia ET-1 korelujg z ciezkoscig przebiegu tetniczego nadciénienia ptucnego
i dalszym rokowaniem. ET-1 poprzez wigzanie z receptorami ETA i ETB, zlokalizowanymi w komdrkach
miesni gtadkich naczyn, powoduje, zalezny od fosfolipazy C (PLC), wzrost wewnatrzkomérkowego
stezenia jondw wapnia i ich skurcz. Pobudzenie receptoréw ETB znajdujgcych sie w srédbtonku
prowadzi réwniez do uwolnienia substancji wazodylatacyjnych i antyproliferacyjnych (NO i PGI2),
ktore mogg znosic¢ niekorzystny wptyw endoteliny 1 (Galie i wsp. 2004). Tym niemniej, leki wybidrczo
dziatajgce na receptory A i B oraz leki nieselektywnie wigzace sie z tymi typami receptoréow cechuje
najprawdopodobniej zblizona skutecznos¢ w leczeniu PAH (Galié i wsp. 2009). Bozentan (FDA, 2001)
jest antagonistg receptora endoteliny (ERA, ang. endothelin receptor antagonist) z powinowactwem
zarowno do receptorow typu A i B (ETA i ETB). Lek zmniejsza opdr naczyniowy zaréwno ptucny, jak i
ogolnoustrojowy, w wyniku czego dochodzi do zwiekszenia pojemnosci minutowej serca, poprawy
hemodynamiki i wydolnosci wysitkowej oraz poprawy klasy funkcjonalnej. Ambrisentan (FDA, 2007)
jest selektywnym antagonistg receptora typu ETA (4000-krotnie wieksza swoisto$¢ w poréwnaniu do
ETB), wystepujacego gtownie w komdrkach miesniowki gtadkiej naczyi krwionos$nych i miocytach
mies$nia sercowego (Opitz i wsp. 2008). Przy poréwnywalnej efektywnosci terapeutycznej,
stosowanie ambrisentanu wigze sie z mniejszym ryzykiem podwyzszenia poziomu aminotransferaz i
uszkodzenia watroby. Ostatni lek z tej grupy, macitentan (FDA, 2012) jest silnym antagonistg
receptorow endoteliny. Dziata on na receptory ETA jak i ETB w komodrkach miesni gtadkich tetnic
ptucnych(100-krotnie wieksza swoistos¢ w poréwnaniu do ETB) (Pulido i wsp. 2013). Wszystkie leki z
tej grupy sa podawane doustnie, a zarejestrowane wskazania obejmujg terapie tetniczego
nadci$nienia ptucnego (lI-lll WHO-FC), w tym zwigzanego z chorobami tkanki tgcznej i wadami serca,

oraz terapie tetniczego nadcisnienia ptucnego idiopatycznego (bozentan) (Galié i wsp. 2013).

Inhibitory fosfodiesterazy typu 5 (PDE-5i)

Patologiczne obkurczenie drobnych tetnic ptucnych, przerost miesnidwki gtadkiej naczyrn ptucnych,
zwtdknienie Scian naczyn oraz proliferacja srédbtonka, mogag by¢ zwigzane z uposledzeniem
srodbtonkowego wydzielania tlenku azotu (Mclaughlin i wsp. 2006). Powstajgcy w $rédbtonku NO

wywiera swoje biologiczne dziatanie przez pobudzenie rozpuszczalnej cyklazy guanylowej (sGC, ang.



soluble guanylate cyclase) (Arnold i wsp. 1977). Dochodzi wodwczas do obnizenia
wewnatrzkomérkowego stezenia jonéw Ca2+, modyfikacji czynnosci kanatéw jonowych oraz
pobudzenia/zahamowania fosfodiesteraz (Fedorowicz i wsp. 2005). Fosfodiesteraza typu 5 (PDE-5)
jest gtéwnym enzymem z grupy fosfodiesteraz obecnym w naczyniach ptucnych. Zahamowanie
aktywnosci PDE-5 zapewnia efekt wazodylatacyjny zalezny od cGMP/NO (Francis i wsp. 2010).
Dochodzi wowczas do zwiekszenia stezenia cyklicznego guanozynomonofosforanu (cGMP),
wzmocnienia i wydtuzenia dziatania tlenku azotu, a przez to do rozkurczu miesni gtadkich
i rozszerzenia naczyn ptucnych. Leki z tej grupy wykazujg dodatkowo wtasciwosci antyproliferacyjne
(Wharton i wsp. 2005). Ich stosowanie u pacjentéw z PAH moze to prowadzi¢ do rozszerzenia naczyn
ptucnych, z niewielkim rozszerzeniem naczyn w krazeniu ogélnym. Substancje z tej grupy posiadajg
rejestracje w terapii tetniczego nadcisnienia ptucnego, w tym zwigzanego z chorobami tkanki tgcznej,
a takze w leczeniu zaburzen erekcji. Syldenafil (FDA, 2005) dziata selektywnie na PDE-5. Lek wptywa
na PDE-5 silniej niz na inne znane fosfodiesterazy (PDE-6, PDE-2, 3). W szczegdlnosci, syldenafil dziata
ponad 4000 razy bardziej selektywnie na PDE-5 niz na PDE3- izoenzym fosfodiesterazy swoistej
wzgledem cAMP i wptywajacej na kurczliwo$¢ miesnia sercowego (Cheitlin i wsp. 1999). Syldenafil
wptywa korzystnie na redukcje niekorzystnych objawéw w PAH oraz na poprawe wydolnosci
wysitkowej i parametréw hemodynamicznych. Powoduje obnizenie sredniego tetniczego cisnienia
ptucnego (mPAP) i naczyniowych oporéw ptucnych (PVR) oraz zwiekszenie pojemnosci minutowe;j
(CO) (Galie i wsp. 2005). Tadalafil (FDA, 2009) cechuje dtuzszy w poréwnaniu do syldenafilu okres
péttrwania pozwalajgcy na dawkowanie leku raz na dobe. Riociguat (FDA, 2013) zwieksza poziom
cGMP poprzez bezposrednig stymulacje jednego z mediatoréw dla tlenku azotu — sGC. Jak wykazano,
lek zwieksza aktywnosé sGC w przypadku obnizenia stezenia NO, a takie zwieksza wrazliwos$¢ na
tlenek azotu pochodzenia endogennego. W efekcie zapewnia on efekt naczynioszerzacy, co jest
wykorzystywane w terapii PAH oraz przewlektego zakrzepowo-zatorowego nadcisnienia ptucnego

(CTEPH, ang. Chronic Thromboembolic Pulmonary Hypertension) (Galié i wsp. 2013).

Analogi prostacykliny (prostanoidy)

Prostacyklina (PGI2) wytwarzana jest z kwasu arachidonowego przy udziale syntazy prostacykliny
(PGIS). Wewnatrzkomorkowy mechanizm dziatania prostacykliny jest uwarunkowany wzrostem
stezenia cAMP w komoérkach docelowych (Mubarak i wsp. 2010). Obok silnego efektu
przeciwptytkowego PGI2 wptywa na rozszerzenie naczyn ptucnych oraz dziata antyproliferacyjnie
i cytoprotekcyjnie na komorki srédbtonka, dzieki czemu przeciwdziata aktywacji zapalnej srédbtonka
i rozwojowi jego dysfunkcji. W nadcisnieniu ptucnym obserwuje sie podwyiszenie poziomu

rozpuszczalnej selektyny P i czynnika von Willebranda oraz obnizenie poziomu trombomoduliny
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(Olschewski i wsp. 2004; Fedorowicz i wsp. 2005). Prostacyklina podana dozylnie zmniejsza stezenie
rozpuszczalnej selektyny P oraz podnosi poziom trombomoduliny u pacjentdw z nadcisnieniem
ptucnym. U pacjentéw z PAH dochodzi do zmniejszenia ekspresji syntazy prostacykliny
i w nastepstwie do zmniejszenia stezenia endogennej PGI2. W dysfunkcji sréddbtonka ptucnego
uposledzenie aktywnosci biologicznej PGI2 moze by¢ zwigzane z zaburzeniem szlaku NO.
W zapobieganiu skutkom niedoboréw PGI2 zastosowanie znalazty jej analogi, do ktérych naleza:
epoprostenol, iloprost, treprostynil i beraprost. Przy zréznicowanym profilu farmakokinetycznym i
wiasciwosciach fizykochemicznych determinujacych droge podawania, substancje z tej grupy cechuje
podobna efektywnos¢ terapeutyczna. Epoprostenol (FDA, 1995) - syntetyczna prostacyklina, z uwagi
krotki okres péttrwania (3-5 min) i brak stabilnosci, podawana jest w cigglym wlewie dozylnym. Dzieki
lepszej stabilnosci, analog epoprostenolu — treprostynil (FDA, 2002) moze by¢ podawany réwniez
podskodrnie a iloprost (FDA, 2003) — wziewnie (Galié i wsp. 2009). Ostatnio zarejestrowany selexipag
(FDA, 2014) jest doustnym agonistg receptora prostacykliny (IP). Prostanoidy odznaczajg sie duzg
efektywnoscig terapeutyczng. Poprzez wptyw na poprawe wydolnosci wysitkowej, parametréow
hemodynamicznych oraz na zmniejszenie czestosSci zaostrzen choroby znalazty one zastosowanie w
terapii zaawansowanych postaci schorzenia (lll-lV WHO-FC). Ograniczeniem stosowania tej grupy
lekdéw celowanych mogg byé rozwijajgce sie: miejscowy stan zapalny, zakrzepica, bakteriemia,
posocznica (epoprostenol), bél w miejscu iniekcji (treprostynil) oraz koniecznos$¢ czestych inhalacji

(iloprost) (Waxman i wsp. 2013).

2.2.3. Poszukiwanie nowych opcji leczenia tetniczego nadcisnienia ptucnego

Omodwione wyzej grupy terapeutyczne, dostepne w ramach nowoczesnej farmakoterapii celowanej,
tagodzg objawy kliniczne, poprawiajg jako$¢ zycia chorych oraz wydtuzajg czas przezycia. Nie
zapewniajg dtugotrwatej normalizacji powstatych oporéw ptucnych i nie pozwalajg na petne
wyleczenie. Moze wynikaé to z faktu, ze w rozwoju PAH dochodzi do zaburzenia przekaZnictwa
w obrebie szeregu szlakéw sygnatowych a zastosowana farmakoterapia celowana nie zapewnia
petnego odwrdcenia uwarunkowanych nimi zmian. Niektdrzy autorzy zwracajg uwage na niewielki
wptyw omawianych wyzej grup terapeutycznych na hamowanie remodelingu w obrebie naczyn
ptucnych przy ich znacznej komponencie naczynioszerzacej (Duong-Quy i wsp. 2013). Coraz lepsza
znajomos$¢ patomechanizméw odpowiedzialnych za rozwdj choroby umozliwia jednak optymalizacje
dotychczasowej farmakoterapii. Poszukuje sie nowych lekéw dziatajgcych na szlaki sygnatowe,
ktorych udziat w rozwoju schorzenia jest juz dobrze znany, tj. substancji zwigzanych z tlenkiem azotu,
prostacykling oraz endoteling, a przyktadem sg ostatnio zarejestrowane tadalafil, selexipag, riociguat

i macitentan.
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Wyrazem wdrazania nowych opcji terapeutycznych jest stosowanie leczenia skojarzonego
z wykorzystaniem substancji o juz udokumentowanej skutecznosci w terapii PAH. W ramach terapii
skojarzonej stosuje sie jednocze$nie wiecej niz jedng klase lekdw swoistych dla PAH. Przy braku
efektywnosci klinicznej takiego postepowania (np. badania STEP-1, COMBI), inne préby kliniczne
wskazujg na korzysci zwigzane z uzyskaniem lepszych parametrow hemodynamicznych lub poprawy
wydolnosci wysitkowej przy tgczeniu PGI2 z ERA (badanie BREATHE-2) lub z PDE-5i (badanie
TRIUMPH) a takze PDE-5i z ERA (badanie PAES) (Galie i wsp. 2009). Jedno z ostatnich
randomizowanych kontrolowanych badan klinicznych potwierdzito korzysci terapii sekwencyjnej,
uwarunkowanej reakcjg na pierwszy lek (badanie AMBITION) (ERS International Congress, 2014).
Zwraca sie jednak uwage na brak dtugoterminowych badan potwierdzajagcych efektywnosc
i bezpieczenstwo wybranych skojarzen lekowych. Inne poruszane kwestie dotyczg odpowiedniego
doboru lekéw, optymalnego czasu ich podawania, koniecznosci indywidualnej oceny wskazan do
podjecia takiej terapii oraz ryzyka interakcji lekowych. Tym niemniej, terapia skojarzona oparta na
taczeniu dowolnych dwéch z trzech grup lekéw celowanych staje sie standardem postepowania
farmakoterapeutycznego szczegdlnie u pacjentéw nie odpowiadajgcych na monoterapie oraz
w zaawansowanym stadium choroby (WHO-FC IV) (Galié i wsp. 2013). Poszukiwania nowych opcji
leczenia PAH obejmujg réwniez nowe punkty uchwytu i nowe substancje o potencjalnej efektywnosci
terapeutycznej. Wsrdd zainteresowan badaczy znalazty sie m.in. substancje zwigzane
z przekaznictwem serotoninergicznym (antagonisci receptora serotoninowego, 5-HT) (Kloza i wsp.
2014), beta-adrenergicznym (selektywni i nieselektywni antagonisci), uktadem renina-angiotensyna-
aldosteron (RAAS) (antagonisci aldosteronu, receptora wazopresyny), badz z pobudzeniem
receptorow aktywowanych proliferatorami peroksysoméw (PPAR, ang. peroxisome proliferator-
activated receptors). Wskazuje sie na potencjalne korzysci zastosowania komérek macierzystych czy
terapii genowej (Gomberg-Maitland i wsp. 2013). Prowadzone s3g takze badania nad udziatem
w patomechanizmie PAH szlaku ptytkopochodnego czynnika wzrostu oraz szlaku RhoA i jej kinaz, a

ich inhibitory, staty sie przedmiotem moich poszukiwan badawczych opisanych w Autoreferacie.

Inhibitory kinazy tyrozynowej (TKI)

Wprowadzenie substancji z grupy TKI (ang. tyrosine kinase inhibitors) (imatynib, nilotynib, sorafenib)
okresla sie mianem ,kamienia milowego” w terapii nowotwordéw. Znalazty one zastosowanie
w terapii m.in. ostrych i przewlektych biataczek szpikowych. Mechanizm dziatania TKI opiera sie
silnym hamowaniu aktywnosci kinaz tyrozynowych (TK) Bcr-Abl oraz wielu receptoréow kinaz
tyrozynowych: Kit, receptora czynnika wzrostu komdrek macierzystych (SCF) kodowanego przez

protoonkogen c-Kit oraz receptorow naskérkowego i ptytkopochodnego czynnika wzrostu (PDGFR
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alfa i beta). Imatynib moze réwniez hamowac procesy komérkowe, w aktywacji ktérych posredniczg
wymienione receptory kinaz. Kinazy tyrozynowe w komérkach nowotworowych wykazujg nadmierng
aktywnosé, a warunkujg one jedng z wazniejszych potranslacyjnych modyfikacji, jaka jest fosforylacja
biatek. Proces fosforylacji wptywa na wiele mechanizméw regulatorowych kontrolujgcych procesy
wzrostu, réznicowania, proliferacji i apoptozy komoérek. Receptory kinaz tyrozynowych (RTK, ang.
receptor tyrosine kinase) jako transbtonowe glikoproteiny faczg sie z czynnikami wzrostu i innymi
zewnatrzkomorkowymi czasteczkami sygnatowymi. Analogicznie do zmian zachodzacych w procesie
nowotworzenia, w rozwoju tetniczego nadcisnienia ptucnego dochodzi do proliferacji w obrebie
komodrek miesni gtadkich tetnicy ptucnej (PASMC, ang. pulmonary artery smooth muscle cell)
i remodelingu naczyniowego zwigzanego z aktywacjg kaskady kinaz (Moreno-Vinasco i wsp. 2010).
Inhibitory kinazy tyrozynowej zapobiegajg aktywacji RTK na drodze antagonizmu konkurencyjnego
w stosunku do domeny odpowiedzialnej za wigzanie ATP. Dzieki temu receptory, ktorych zwiekszong
aktywnos$¢ zaobserwowano zardwno w przebiegu rozwoju procesu nowotworowego, jak
i w przypadku tetniczego nadcisnienia ptucnego, mogg zosta¢ zablokowane. Przebudowa naczyn
krwionosnych w PAH istotnie zwigzana jest z procesami migracji oraz proliferacji komérek srédbtonka
i miesni gtadkich. TKI hamujg ww. procesy, a ponadto dziatajg proapoptycznie i naczynioszerzaco.
Dziatanie rozkurczajace lekdéw tej grupy na miesnie gtadkie naczyn krwionos$nych zwigzane jest
z zahamowaniem kinaz zaleznych od wzrostu komérki. Nalezy jednak zwréci¢ uwage na ryzyko
dziatan niepozadanych zwigzanych ze stosowaniem tzw. inhibitorow wielokinazowych (ang.
multikinase inhibitors); wymienia sie np. kardiotoksycznos$¢ — sorafenib oraz zmniejszenie pojemnosci

minutowej — sorafenib i sunitynib (Gomberg-Maitland i wsp. 2013).

Jak juz wspomniano, imatynib powoduje réwniez inhibicje receptoréow dla czynnikéw wzrostu
zaangazowanych w skurcz komadrek, w tym receptora ptytkopochodnego czynnika wzrostu — PDGFR
(Perros i wsp. 2008). PDGF jest syntetyzowany przez wiele typéw komodrek, w tym makrofagi,
komorki srodbtonka oraz miesni gtadkich tetnicy ptucnej. Jako jeden z mediatoréw posiada zdolnosé
do indukowania proceséw proliferacji i migracji komdrek miesni gtadkich oraz fibroblastéw. Dlatego
tez przypisuje sie mu kluczowa role w rozwoju wielu chordb u ktérych podfoza znajduja sie procesy
fibroproliferacyjne np.: miazdzycy, zwtdknienia ptuc oraz nadcisnienia ptucnego (Heldin i wsp. 1999).
U pacjentdéw z zaawansowanym PAH moze dochodzi¢ do nadekspresji mRNA gendéw kodujgcych
PDGF i PDGFR w komérkach miesni gtadkich tetnicy ptucnej, a badania in vitro potwierdzity hamujgcy
wptyw imatynibu na procesy migracji i proliferacji PASMC poprzez blokowanie fosforylacji receptora
PDGF beta (Perros i wsp. 2008). Imatynib jest pierwszym z grupy terapeutycznej TKI o korzysciach

w terapii PAH popartych badaniami eksperymentalnymi na modelach nadcisnienia ptucnego
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indukowanego monokrotaling lub hipoksjg (Schermuly i wsp. 2005; Klein i wsp. 2008). Dotyczyty one
m.in. redukcji cisnienia w prawej komorze serca oraz jej przerostu. Préby kliniczne (Ghofrani i wsp.
2010; Patterson i wsp. 2006) wykazaty m.in. poprawe wydolnosci wysitkowej oraz parametréw
hemodynamicznych u pacjentéw z PAH. Ostatnie wyniki badan klinicznych potwierdzity dodatkowe
efekty wynikajgce z wiagczenia imatynibu do celowanej terapii opartej na skojarzeniach dwulekowych:
ERA i PDE-5i, ERA i PGI2, PG i PDE-5i lub tréjlekowych: ERA, PDE-5i i PGI2 (Hoeper i wsp. 2013). W
grupie imatynibu obserwowano istotne obnizenie ptucnych oporéw naczyniowych, cisnienia w
tetnicy ptucnej i prawej komorze serca wraz poprawg wydolnosci wysitkowej w 6-minutowym tescie
marszu (6MWD, ang. six-minute walk distance). Jakkolwiek powazne dziatania niepozadane (m.in.
zaburzenia hemolityczne — 14%, krwawienie podtwarddéwkowe — 4,2% pacjentow) byly przyczyna
przedwczesnego zakonczenia badania u czesci pacjentow (badanie IMPRES). W konsekwencji
podkresla sie koniecznosé kontynuowania badan nad imatynibem w PAH. Ma to na celu oszacowanie
stosunku korzysci do ryzyka stosowania leku w terapii PAH jak i ustalenia optymalnego dawkowania
i/lub optymalnych skojarzen w kierunku poprawy profilu bezpieczenstwa. Pomimo rosngcego
zainteresowania zastosowaniem inhibitoréw kinazy tyrozynowej w terapii PAH, niewiele doniesien
dotyczy potencjalnych korzysci tacznego ich stosowania z innymi lekami o potencjalnej lub

udokumentowanej efektywnosci w omawianej jednostce chorobowe].

Inhibitory kinazy Rho

Ostatnie doniesienia wskazujg, ze szlak RhoA i jej kinaz moze odgrywac¢ znaczacag role
w patomechanizmie PAH z uwagi na powigzanie tego schorzenia z procesami skurczu i proliferacji
komarek miesni gtadkich tetnic ptucnych. Biatka Rho sg matymi GTP-azami, nalezgcymi do nadrodziny
biatek Ras. Petnig one gtéwng role w przekazywaniu sygnatéw wewnatrzkomérkowych i kontroli
wielu istotnych proceséw komérkowych, takich jak: migracja, transport btonowy, adhezja, polarnosc
czy zmiana ksztattu. Biatka Rho funkcjonujg jako molekularne przetaczniki, oscylujgc miedzy postacia
aktywng (zwigzane z GTP) a nieaktywng (zwigzane z GDP). Ich efektorem jest kinaza
serynowo/treoninowa zalezna od Rho (ROCK, ang. Rho-associated kinase). Kinazy Rho-zalezne: ROCK-

1 (ROCK-B) i ROCK-2 (ROCK-a) powodujg zwiekszenie wrazliwosci na dziatanie jondw wapnia Ca**

1™%% j nastepcze zmniejszenie aktywnosci

poprzez fosforylacje podjednostki regulatorowej MYPT
fosfatazy tancuchéw lekkich miozyny. Prowadzi to do fosforylacji taricuchdow lekkich miozyny
i w efekcie do skurczu miesni gtadkich. Zastosowanie inhibitora ROCK — fasudilu przyczynia sie do

1™, a tym samym zniesienia skurczu mieéni gtadkich naczyn i ich

defosforylacji podjednostek MYPT
rozszerzenia (Duong-Quy i wsp. 2013). W 2009 roku pojawito sie pierwsze doniesienie literaturowe

wskazujgce na zwiekszong aktywnos$¢ szlaku RhoA/ ROCK u pacjentow z idiopatycznym PAH (Guilluy
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i wsp. 2009). Wyniki kolejnych badan wykazaty, ze aktywnos¢ ta moze by¢ skorelowana ze stopniem
zaawansowania choroby, w tym z podwyzszonym cisnieniem w tetnicy ptucnej (Do e Z i wsp. 2009).
Szereg badan eksperymentalnych potwierdzito korzysci blokady szlaku kinazy RhoA w kierunku
ograniczenia dalszego rozwoju choroby. Dotyczyty one m.in. obnizenia cisnienia w tetnicy ptucnej,
cisnienia w prawej komorze serca (RVP, ang. right ventricle pressure), ostabienia remodelingu naczyn
ptucnych z ograniczeniem proceséw proliferacji, a nasileniem apoptozy komdrek miesni gtadkich
naczyn krwionosnych (VSMC, ang. vascular smooth muscle cell) oraz zmniejszeniem przerostu prawej
komory (RVH, ang. right ventricle hypertrophy). Korzysci inhibitorow ROCK w odniesieniu do
ograniczenia remodelingu naczyi ptucnych prawdopodobnie zwigzane sg z ich wplywem na
zwiekszenie ekspresji biatka p27Kip. Biatko to kontroluje cykl komodrkowy poprzez regulacje
aktywnosci kompleksow CDK-cyklina, co skutkuje odwrdceniem postepu cyklu komodrkowego i
ograniczeniem proliferacji VSMC (Duong-Quy i wsp. 2013). W dotychczasowych badaniach
najwiekszg efektywnoscia odznaczaty sie: fasudil (HA- 1077) i jego aktywny metabolit -
hydroksyfasudil. Obecnie fasudil, podobnie jak inne z tej grupy (Y-27632, KI-2309), nie posiada
zarejestrowanego wskazania w terapii PAH. Jakkolwiek efekty stosowania fasudilu u pacjentéw z
PAH, jakie obserwowano w krétko- i Srednioterminowych prébach klinicznych sg obiecujace.
Odnotowane korzysci terapii fasudilem podawanym dozylne lub doustne obejmujg m.in. poprawe
parametréw hemodynamicznych: obnizenie PAP i RVP oraz zwiekszenie wskaZnika sercowego
(Fukumoto i wsp. 2005; Fukumoto i wsp. 2013; Ishikura i wsp. 2006). Jakkolwiek zwraca sie rdwniez

uwage na ryzyko obnizenia cisSnienia uktadowego (Gomberg-Maitland i wsp. 2013).

Inhibitory reduktazy HMG-CoA (HMGRI; statyny)

Ze szlakiem kinazy RhoA powigzane sg takze statyny — kompetycyjne inhibitory reduktazy 3-hydroksy-
3-metyloglutarylo-koenzymu A (HMG-CoA), gtdwnego enzymu w szlaku biosyntezy cholesterolu.
Posiadajg one dobrze udokumentowang efektywnos¢ w obnizaniu stezenia cholesterolu lipoprotein o
niskiej gestosci (LDL). Statyny okazaty sie tez byc¢ lekami o dziataniu wielokierunkowym
(plejotropowym), wykraczajgcym poza ich podstawowy, efekt hipolipemizujgcy. Powyzszym
»plejotropizmom” statyn przypisuje sie m.in. korzystny wptyw tej grupy lekdw na poprawe funkcji
srodbtonka, indukcje apoptozy komodrek naczyn krwionosnych, hamowanie proliferacji komédrek
miesni gtadkich, stabilizacje blaszki miazdzycowej, ttumienie stresu oksydacyjnego i stanu zapalnego,
a takze hamowanie trombogenezy. Dzieki temu w ostatnich dwdch dekadach znaczenie inhibitoréw
reduktazy HMG-CoA w leczeniu chordb uktadu sercowo-naczyniowego znacznie wzrosto, a $wiadczy o
tym m.in. ugruntowana pozycja statyn w prewencji pierwotnej i wtérnej zdarzen sercowo-

naczyniowych (Liao i wsp. 2005). Dziatanie plejotropowe statyn zwigzane jest z zahamowaniem
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przeksztatcenia kwasu R-hydroksy-B-metyloglutarylowego do kwasu mewalonowego, co skutkuje
ograniczeniem syntezy izoprenoiddw (np. pirofosforanu farnezylu, pirofosforanu geranylgeranylu).
Zwigzki te biorg udziat w potranslacyjnej prenylacji biatek, niezbednej w procesie regulacji aktywnosci
licznych biatek wewnatrzkomdrkowych, w tym niskoczasteczkowych GTP-az z rodziny biatek G: Ras,
Rac i Rho. Jak wykazano, statyny hamujac izoprenylacje biatka Rho mogg wptywaé negatywnie na
przekaznictwo RhoA/ROCK (Laufs i wsp. 1999). Jak wczesniej wspomniano, powyzszemu szlakowi
sygnatowemu przypisuje sie istotng role w patogenezie tetniczego nadcis$nienia ptucnego, indukcji
stresu oksydacyjnego oraz procesu zapalnego. Stad w doniesieniach literaturowych pojawity sie
hipotezy o potencjalnym, korzystnym wptywie tej grupy lekéw na odwrdcenie zmian w tetniczym
nadci$nieniu ptucnym. Majg one tagodzi¢ PAH poprzez hamowanie zaleznej od biatka RhoA kinazy
Rho oraz poprzez dziatanie przeciwzapalne, przeciwutleniajgce i przeciwzakrzepowe (Katsiki i wsp.
2011). Obecnie statyny nie majg zarejestrowanego wskazania do postepowania terapeutycznego w
PAH. Dotychczas przeprowadzone badania eksperymentalne, w tym na zwierzecym modelu
nadci$nienia ptucnego indukowanego monokrotaling, wykazaty pewne korzysci statyn w PAH.
Najlepiej , przebadang” w tym kierunku jest lipofilna symwastatyna. Korzysci wynikajgce z jej
zastosowania obejmowaty m.in.: obnizenie parametrow hemodynamicznych (PAP, RVP), a takze
ograniczenie RVH, remodelingu naczyn ptucnych i pogrubienia miesnidwki gtadkiej poprzez
zmniejszenie proceséw proliferacji a nasilenie apoptozy SMC (Taraseviciene-Stewart i wsp. 2006).
Dodatkowo obserwowano korzystny wptyw leku na zmniejszenie stresu oksydacyjnego poprzez
zwiekszenie aktywnosci srédbtonkowej syntazy tlenku azotu (eNOS) i redukcje syntezy wolnych
rodnikéw (Katsiki i wsp. 2011). Wyniki te nie znalazty petnego potwierdzenia w prébach klinicznych.
Dotychczas skutecznos¢ i bezpieczeristwo terapii statynami pacjentéw z PAH poddano ocenie w co
najmniej trzech randomizowanych, kontrolowanych placebo badaniach klinicznych (badania: APATH,
SiPHT, ASA-STAT). Odnotowane korzysci obejmowaty wprawdzie redukcje przerostu prawej komory
miesnia sercowego i obnizenie poziomu markerdw zwigzanych z PAH (NTproBNP, P-selektyna), ale
miaty charakter przemijajgcy. Wsréd potencjalnych przyczyn wymienia sie m.in. "nieréwnocennosc”
dotychczasowych badan w odniesieniu do kategorii PAH (np. pacjenci z PAH idiopatycznym,
zwigzanym z chorobami tkanki fgcznej lub polekowym itd.), wielkosci dawki, rodzaju zastosowanej
statyny jak i ocenianych punktéw koncowych. W konsekwencji wskazuje sie na koniecznosc¢

prowadzenia dalszych badan celem okreslenia potencjalnych korzysci statyn.

2.2.4. Model nadci$nienia ptucnego indukowanego monokrotaling

Na przestrzeni ostatnich lat badacze zajmujacy sie problematyka PH odnoszg sie w wiekszosci swoich

prac eksperymentalnych do dwdéch modeli zapewniajacych rozwdj tego schorzenia. Sg one oparte na
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wywotaniu przewlektego niedotlenienia (CH, ang. chronic hypoxia) lub na indukcji nadcisnienia
ptucnego przez podanie monokrotaliny (ang. monocrotaline-induced pulmonary hypertension).
W tym pierwszym przypadku, nadcisnienie ptucne rozwija sie w nastepstwie umieszczenia myszy lub
szczuréw w komorze normobarycznej lub hipobarycznej. W warunkach przewlektego niedotlenienia
dochodzi m.in. do przebudowy naczyn ptucnych, znacznego wzrostu ci$nienia skurczcowego w prawej
komorze serca oraz jej przerostu. Powyzszy model zwierzecy nadcisnienia ptucnego charakteryzuje
sie powtarzalnoscig i przewidywalnoscig wynikdw otrzymanych w badaniu na wybranym szczepie
badanych zwierzat. Opisuje sie jednak réznice miedzygatunkowe w odpowiedzi na niedotlenienie.
Obserwowana odpowiedz moze by¢ takze uwarunkowana wiekiem zwierzat. Dodatkowo podkresla
sie, ze szereg zmian zarostowych, ktére pojawiajg sie sie u chorych z PH, nie rozwija sie w tym
modelu zwierzecym. Wskazuje sie, ze zmiany w strukturze niedotlenionych ptuc do jakich dochodzi
w przebiegu choroby u ludzi mogg byé wywotane nie tylko samym niedotlenieniem. Dlatego tez
wskazuje sie na przydatnos¢ modelu CH w badaniach przedklinicznych odnoszacych sie do postaci
nadci$nienia ptucnego innych niz tetnicze nadcisnienie ptucne. Dotyczy to np. postaci nadcisnienia
ptucnego rozwijajacych sie w przebiegu chordb ptuc i/lub hipoksji, takich jak: przewlekta obturacyjna
choroba ptuc, sSrédmigzszowa choroba ptuc lub zaburzenia oddychania w czasie snu (Stenmark i wsp.

2006; Stenmark i wsp. 2009).

Monokrotalina (MCT) jest toksycznym alkaloidem pirolizydynowym otrzymywanym z roslin z gatunku
Crotalaria spectabilis. Doktadny mechanizm indukcji nadcisnienia ptucnego przez MCT nie jest znany.
Wiadomo, e za toksyczne dziatanie alkaloidu odpowiada jego aktywny metabolit -
dehydromonokrotalina, powstajgcy w wyniku watrobowej dehydratacji przy udziale cytochromu
P-450. Jednorazowe, podskdrne podanie zwigzku powoduje uszkodzenie sSrédbtonka matych naczyn
ptucnych z nagromadzeniem jednojgdrzastych komérek, w tym makrofagdw, i rozwdj zapalenia. Po
uptywie 7-14 dni dochodzi m.in. do przebudowy naczyn ptucnych, ich skurczu i rozwoju nadcisnienia
ptucnego z przerostem prawej komory miesnia sercowego (Meyrick i wsp. 1980). Model nadcis$nienia
ptucnego indukowanego monokrotaling jest obecnie czesto wykorzystywany w badaniach
eksperymentalnych z uwagi na prostote techniki, powtarzalnosé¢ i podobienstwo patologicznych
zmian (tzw. syndrom MCT) obserwowanych u zwierzat i ludzi. Zwigzek ten indukuje jednak szereg
zmian niespecyficznych dla ,,ludzkiej” postaci choroby. Wsréd nich wymienia sie: obrzek pecherzykéw
i naczyn ptucnych, niedroznos¢ zyt ptucnych, srédmigzszowe zwidknienie ptuc oraz obnizenie
cisnienia parcjalnego tlenu we krwi. Kardiotoksyczos¢ MCT obejmuje dziatanie proarytmogenne;
wysokie dawki monokrotaliny (60-300 mg/kg mc.) moga prowadzi¢ réwniez do rozwoju

hepatotoksycznosci (Miyauchi i wsp. 1993). Wszystkie wyzej opisane efekty nie pozostajg bez wptywu
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na zwiekszenie Smiertelnosci zwierzat, w poréwnaniu do innych modeli, w tym modelu nadcisnienia
ptucnego wywotanego niedotlenieniem. Tym niemniej, powyzszy model wykorzystano do
przedklinicznej oceny szeregu substancji stosowanych celem prewencji lub odwrdcenia
patologicznych zmian w PH, takich jak: prostanoidy, ETA, PDE-5i, statyny, TKI, inhibitory RAAS oraz
RhoA (Stenmark i wsp. 2009).

Wsrdd innych zwierzecych modeli tego schorzenia testowanych obecnie przez badaczy wymienia sie
m.in. te oparte na podaniu monokrotaliny z jednoczesng pneumonektomia lub na iniekcji SU-5416 —
inhibitora VEGF w warunkach przewlektej hipoksji. Opisuje sie takze modele zwigzane modyfikacjami
genetycznymi: wywotaniem nadekspresji genu S100A4/Mtsl i IL-6 lub delecji BMPR2 (Stenmark i
wsp. 2009) (rycina 3).

2.2.5. Uwagi o metodyce badan

Badania prowadzitam w ramach pracy wiasnej (Nowe opcje terapii nadcisnienia ptucnego
w badaniach hemodynamicznych, UM t46dz).

Wszystkie procedury badawcze uzyskaty akceptacje Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen na
Zwierzetach nr 9 w todzi (zgoda nr 48/tB565/2011; 17/tB602/2012; 67/tB636/2012;
68/tB637/2012; 58tB679/2013; 84/tB695/2013). Badania byty prowadzone na szczurach rasy Wistar
outbred (samce). Dla realizacji postawionych celéw badawczych, w tym oceny efektywnosci
testowanych opcji terapeutycznych przeprowadzono pomiar nastepujgcych parametrow
hemodynamicznych (znieczulenie ogdlne): cisnienie w prawej komorze miesnia sercowego (RVP;
mmHg); skurczowe cisnienie tetnicze krwi (SABP; mmHg); srednie cisnienie tetnicze krwi (MABP;
mmHg); rozkurczowe cisnienie tetnicze krwi (DABP; mmHg) i czestos¢ akcji serca (HR; bpm)
(Aparatura Hugo-Sachs Electronik -HSE) oraz ocene przerostu prawej komory miesnia sercowego.
Celem poszukiwan podtoza molekularnego przewidywanych interakcji lekowych w pobranym
materiale biologicznym (osocze, homogenaty ptuc) przeprowadzono dalsze analizy technikami
immunoenzymatycznymi z wykorzystaniem czytnika ELISA.

Analizie statystycznej poddano wartosci uzyskane z ciggtego pomiaru czestosci akcji serca i ciSnienia
tetniczego krwi (SABP, MABP, DABP), cisnienia w prawej komorze miesnia sercowego, wskaznika jej
przerostu (RV/LV+S) oraz wyniki analiz biochemicznych. Ocene zmiennosci wynikow pomiedzy
badanymi grupami przeprowadzono przy uzyciu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) na
poziomie istotnosci a = 0,05. Liczebnos¢ zwierzat oszacowano na podstawie analizy mocy testu.
PdzZniejsza analiza uzyskanych wynikéw wykazata moc testu na poziomie 80-90% przy a =0,05 dla

kluczowego w niniejszych badaniach parametru czyli ci$nienia w prawej komorze mie$nia sercowego.
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Ryc 3. Wybrane modele zwierzece nadcisnienia ptucnego [wg. Stenmark i wsp. 2009)

Model Arteriopatia Pecherzy Zapalenie Powolny rozwdj Pordwnywalna  Odpowied: Zmiany Sztywnost
naczyn kowe naczyniowe/ choroby odpowiedi na na splotowate  tetnic
plucnych niedotle- okotonaczy- (miesiace, lata); leczenie ERA, tlenoterapie {plexiform
przedwiosnicz-  nienie niowe przewlekiy PGI2, PDE-5i lesions)
kowrych przebieg

Kliniczny model PAH + - + + + - + +

MCT + - + - + ED - ED

CH + + + - + + - +

MCT+pneumonektomia  + - + - + BD - BD

Sugen 5416 + + + = BD = = BD

+niedotlenienie
Nadekspresja S100A4 + - + + BD BD + BD

Madekspresja IL-6 + +/- + + BD BD + BD

(MCT — monokrotalina, CH — przewlekie niedotlenienie, BD- brak danych)

Jak przedstawitam na schemacie (ryc. 2), wtgczone do cyklu prace eksperymentalne oparte sg na
modelu nadci$nienia ptucnego u szczuréw indukowanego monokrotaling. Zastosowana dawka
zwigzku wynosita 60 mg/kg mc. (jednorazowe wstrzykniecie podskérne), a okres wywotania PH
wynosit odpowiednio siedem (P-3, P-4) oraz czternascie dni (P-5, P-6, P-7, P-8). Po 7-dniowym lub 14-
dniowym okresie wywotania, rozpoczynano 14-dniowe podawanie wybranych zwigzkéw. Ich
dziatanie oceniano w dalszych badaniach hemodynamicznych i biochemicznych odpowiednio w 22-
lub 29 dniu doswiadczenia. Cele badawcze dotyczyty oceny efektywnosci substancji/lekow w
odwréceniu patologicznych zmian do ktérych dochodzi w przebiegu PH. Stad stosowano model
Jterapeutyczny”, w ktérym, w odréznieniu od modelu ,prewencyjnego”, podawanie zwigzkéw
zawsze poprzedzato wywotanie nadcisnienia ptucnego (P-3 — P-8). Jak wcze$niej wspomniano,
indukcja nadcisnienia pftucnego za pomocg monokrotaliny powoduje sukcesywny przerost
srodbtonka, proliferacje miesni gtadkich i zmiany w grubosci kompleksu btony srodkowej tetnicy
ptucnej. Zmiany te inni badacze odnotowywali w badaniach histopatologicznych juz 7-14 dni od
indukcji PH (np. Sun i wsp. 2008; Klein i wsp. 2008). Taka analiza histopatologiczna stanowitaby cenne
uzupetnienie przeprowadzonych badan hemodynamicznych w odniesieniu do potwierdzenia

odwrdcenia PH przez leki/substancje poddane ocenie w badaniach opisanych w Autoreferacie.

Wybdr opisywanego modelu zwierzecego podyktowany byt ponadto potwierdzonym przez innych
badaczy wptywem MCT na uposledzenie przekaznictwa szlakéw sygnatowych uczestniczacych
w patomechanizmie PH, bedgcych punktem uchwytu dla lekdéw/substancji poddanych ocenie

w opisanych nizej badaniach. Przyktadowo, Khan i wsp. (2005) odnotowali w eksperymentalnym
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modelu nadcisnienia ptucnego indukowanego monokrotaling zwiekszong aktywnos¢ kinazy Rho,

a Schermuly i wsp. (2005) — nadekspresje i fosforylacje mRNA genu dla receptora PDGF beta.

Dotychczas opisane badania eksperymentalne oparte na wyzej opisanym modelu réznig sie zaréwno
wielkos$cig zastosowanej dawki zwigzku (40-105 mg/kg mc.), jak i okresem wywotania nadcisnienia,
ktory moégt wynosi¢ odpowiednio siedem (np. Sun i wsp. 2008), czternascie (np. Mouchaers i wsp.
2010; Satoh i wsp. 2009) lub dwadziescia jeden dni (np. Liu i wsp. 2014; Elias-Al-Mamun i wsp. 2014).
Roznice dotyczg takze czasu podawania substancji/lekéw o potencjalnym dziataniu prewencyjnym
lub terapeutycznym. Wynosit on odpowiednio siedem, (np. Sun i wsp. 2008); czternascie, (np. Zhang
i wsp. 2012); dwadziescia jeden (np. Wang i wsp. 2011) lub dwadziescia osiem dni (np. Zhang i wsp.
2011). Wiekszos¢ badan prowadzonych przed rozpoczeciem prac eksperymentalnych opisanych
w (P-3+P-8) odnosito sie do oceny dziatania prewencyjnego substancji/lekow. W tym przypadku
iniekcji monokrotaling towarzyszyto rozpoczecie, najczesciej przewlektego, okresu podawania lekéw.
Jak wyzej wspomniano zmiany wywotane przez MCT mogg mie¢ charakter letalny. Zwiekszong
Smiertelnos¢ zwierzat inni badacze obserwowali juz w 21 dniu po iniekcji MCT (Elias-Al-Mamun i wsp.
2014; Li i wsp. 2012) a zwiekszenie RVP do wartosci 80 mmHg po uptywie dalszych 14 dni skutkowato
przezyciem zwierzat na poziomie 35% (Stenmark i wsp. 2009). Dlatego tez w wyborze modelu
zamykajgcego sie w 22- lub 29 dniach doswiadczenia kierowatam sie ograniczeniem ryzyka

zwiekszonej Smiertelnosci zwierzat przy zapewnieniu rozwoju zmian typowych dla ,syndromu MCT”.

2.2.6. Wyniki badan i dyskusja
I. Etap wstepny

Cel wstepnego etapu badan obejmowat wybdr potencjalnych skojarzen lekowych do dalszej oceny
eksperymentalnej w oparciu o dotychczas opisane na poziomie molekularnym wzajemne
oddziatywania szlakow/przekaznikéw oraz substancji stosowanych dla odwrdcenia patologicznych

zmian powstajacych w przebiegu nadcisnienia ptucnego.

P-1 Jasinska-Stroschein M, Orszulak-Michalak D.: The current approach into signaling pathways in
pulmonary arterial hypertension and their implication in novel therapeutic strategies. Pharmacol
Rep. 2014, 66, 552-64.

Procesy inicjujgce powstawanie zmian patologicznych w tetniczym nadcisnieniu ptucnym wcigz nie
zostaty doktadnie poznane, a etiologia choroby jest wieloczynnikowa i obejmuje liczne szlaki
biochemiczne. Szlaki te mogg wzajemnie na siebie oddziatywac poprzez rézne przekazniki na drodze
dodatnich/ujemnych sprzezen zwrotnych, co skutkuje nasileniem/ostabieniem uwarunkowanego

nimi efektu. Na ztozonos$¢ zachodzacych proceséw bedzie sie sktadat takie dodatkowy udziat
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substancji stosowanych dla odwrdcenia patologicznych zmian powstajgcych w przebiegu PAH.
Z dotychczasowych doniesief wynika, ze poprzez wptyw na aktywnos$¢é przekaznikdéw substancje te
mogy nie tylko aktywowac¢ badz hamowac dany szlak biochemiczny ale takze determinowad
wzajemnie swojg aktywnos$é. Takie interakcje lekowe o charakterze farmakodynamicznym mogg
odpowiada¢ za pojawienie sie zarowno efektu addytywnego i synergistycznego, jak
i antagonistycznego. Jak powszechnie wiadomo interakcje lekowe czesto w sposéb istotny wptywaja
na profil farmakologiczny lekdéw oraz decydujg o efektywnosci i bezpieczenistwie leczenia. Aspekt ten
poruszany jest chociazby przy okazji rozwazania korzysci terapii skojarzonej PAH, jakkolwiek
interakcje lekowe mogg dotyczyé nie tylko zwigzkdéw o zarejestrowanym ale i o potencjalnym
wskazaniu w terapii PAH. Zagadnienia te omdéwitam we wtaczonej do rozprawy habilitacyjnej pracy

pogladowej (P-1).

Wynikiem przeprowadzonego studium literaturowego byto usystematyzowanie aktualnej wiedzy na
temat szlakdw sygnatowych o istotnym znaczeniu w patomechanizmie PAH powigzanych
z endoteling, tlenkiem azotu, prostacykling a takze szlakami Rho/ROCK, PDGF, PPAR, RAAS oraz ich
wzajemnych zaleznosciach. Przedstawitam szereg hipotez tlumaczacych mechanizmy takich
powigzan. Dotyczyty one m.in. wptywu antagonistéw receptora AT1 na hamowanie przekaZznictwa
zwigzanego z PDGF lub ROCK, ostabienia efektdw zwigzanych ze szlakiem PDGF przy jednoczesnej
inhibicji ROCK, czy tez wptywu PGI2 na zahamowanie aktywacji Rho. Opisano takze powigzania szlaku
tlenku azotu. Dotyczyty one przekaznictwa Rho/ROCK — zwiekszenie dostepnosci tlenku azotu w
warunkach inhibicji szlaku oraz hamowanie Rho/ROCK przez tlenek azotu a takze przekaznictwa PDGF
—wplyw syntazy tlenku azotu na zmniejszenie ekspresji PDGF. Poza samym mechanizmem
potencjalnego dziatania substancji na ww. szlaki, w pracy przedstawitam przyktady interakcji
lekowych, ktére mogg wynikaé z powyzszych powigzan i odpowiadajg za wzmocnienie lub ostabienie
efektu farmakologicznego zwigzkow dziatajgcych poprzez opisane $ciezki sygnatowe. Interakcje te
obejmowaty wptyw jednego z ligandéw PPARYy (rozyglitazon) na aktywnos¢ PDGF lub poziom ET-1,
wptyw inhibitora AT1 (olmesartan) — na hamowanie efektéw indukowanych przez PDGF, efekty
skojarzenia inhibitora ROCK (fasudil), z PGI2 (beraprost) lub ERA (bozentan).

Wykazatam ponadto, ze potencjalne korzysci opisanych na poziomie molekularnym interakgcji
skutkujgcych nasileniem/ostabieniem determinowanego przez nie efektu nie zawsze znajdujg
odzwierciedlenie w pdzniejszych badaniach eksperymentalnych lub klinicznych. Wymienione
w publikacji zaleznosci staty sie punktem wyjscia do poszukiwania kolejnych, korzystnych interakcji
lekowych opartych na opisanych w artykule szlakach, w szczegdlnosci zwigzanych z przekaznictwem

PDGF i ROCK. Interakcje te, zgodnie z przedstawionymi celami badawczymi, miaty obejmowad
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zarowno zwigzki o udokumentowanym jak i potencjalnym zastosowaniu w PAH, tj., inhibitory kinazy

Rho, kinazy tyrozynowej, fosfodiesterazy PDE-5 oraz reduktazy HMG-CoA (statyny) (ryc. 1).

P-2 Jasinska M, Owczarek J, Orszulak-Michalak D.: Statins: a new insight into their mechanisms of
action and consequent pleiotropic effects. Pharmacol Rep. 2007, 59, 483-99.

Wsrdd lekéw o potencjalnym korzystnym wptywie na prewencje czy odwrdcenie patologicznych
zmian w PAH wymienia sie inhibitory reduktazy HMG-CoA. Ich wielokierunkowe plejotropowe
dziatanie stato sie punktem wyjscia do poszukiwan nowych wskazan do stosowania tej grupy lekéw
wykraczajgcych poza leczenie zaburzen lipidowych czy tez zapobieganie zdarzeniom sercowo-
naczyniowym. Efekty dziatania farmakologicznego statyn od dawna znajdowaty sie wsréd moich
zainteresowan, czego dowodem s3g prace eksperymentalne i poglagdowe opublikowane w latach
2005-2011. W jednej z prac (P-2) szczegdétowo podjetam temat ,plejotropizméow” statyn, a wiele
opisywanych w pracy efektébw moze sie wigza¢, z obecnie dyskutowanym, korzystnym
zastosowaniem lekdow tej grupy w PAH. Byty to m.in.: wptyw na poprawe funkcji srodbtonka poprzez
regulacje aktywnosci syntazy tlenku azotu, hamowanie proliferacji VSMC oraz remodelingu
naczyniowego, stabilizacja blaszki miazdzycowej, ttumienie stresu oksydacyjnego oraz dziatanie
przeciwzakrzepowe. Opisane efekty powigzatam z hamowaniem przez statyny izoprenylacji matych
biatek G oraz z ich negatywnym wptywem na szlak sygnatowy RhoA/ROCK, ktéremu obecnie
przypisuje sie istotne znaczenie w patomechanizmie PAH. W pracy podjetam takze temat
molekularnych mechanizméw dziatania przeciwzapalnego statyn. Obejmowaty one wptyw HMGRI na
przekaznictwo Rac, aktywacje oksydazy NAD(P)H i produkcje wolnych rodnikéw odgrywajgcych
niekorzystng role w rozwoju schorzenia. Wéréd omawianych w (P-2) plejotropizmoéw statyn znalazty
sie rowniez efekty bedace wynikiem powigzania lekdw tej grupy ze szlakiem sygnatowym AT1 (np.
hamowanie wazokonstrykcji i przerostu miesnia sercowego) oraz PPAR (np. ograniczenie proceséw
adhezji, migracji zapalenia w $cianie naczynia). Jak wiadomo, ww. szlakom przypisuje sie obecnie
potencjalne znaczenie w rozwoju PAH, a leki blokujgce receptory AT1 czy bedace ligandami dla
receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysoméw testowane sg w badaniach
przedklinicznych.

Konsekwencjg powyzszych zainteresowan badawczych byty badania eksperymentalne podejmujace

kwestie wtgczenia statyn do terapii tetniczego nadcisnienia ptucnego (P-3, P- 6 i P-7).

Il. Etap pierwszy

Cele | etapu badan obejmowaty:
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1. Ocene efektéw terapii skojarzonej opartej na leku celowanym — syldenafilu (PDE-5i) i wybranych
inhibitorach szlaku Rhoa/ROCK: rozuwastatynie oraz fasudil.

2. Ocene przydatnosci wybranego modelu eksperymentalnego (model nadcisnienia ptucnego
u szczura z 7-dniowym okresem indukcji monokrotaling) w weryfikacji postawionych hipotez
badawczych.

P-3 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Wesotowska A, Orszulak-Michalak D.: Rosuvastatin, sildenafil
and their combination in monocrotaline-induced pulmonary hypertension in rat. Acta Pharm. 2014,
64, 345-54.

Gtoéwne hipotezy badawcze:

— Przewlekta terapia inhibitorem reduktazy HMG-CoA wptywa na odwrdcenie zmian
patologicznych indukowanych przez podanie monokrotaliny w zwierzecym modelu nadcisnienia
ptucnego.

— Wybrany model badawczy potwierdza korzysci inhibitora PDE-5 (syldenafilu) w terapii PH.

— taczne przewlekte stosowanie statyny z syldenafilem wywiera dalsze korzystne efekty
a powyzsza interakcja ma charakter addycji.
Przestankg do przeprowadzenia badania byty m.in. niejednoznaczne wyniki wczesniejszych prac
eksperymentalnych podejmujgcych kwestie dziatania statyn w nadcisnieniu ptucnym. Korzysci
wynikajgce z wigczenia tej grupy lekow do konwencjonalnej (celowanej) terapii oceniano wczesniej w
odniesieniu do statyn lipofilnych (m.in. symwastatyna), a wybrane modele badawcze dotyczyty
gtéwnie ich dziatania prewencyjnego. Przyktadowo, Kuang i wsp. (2010) opierajgc sie na takim
modelu wykazali zwiekszenie efektywnosci syldenafilu podawanego tgcznie z symwastatyna.
Odnotowano dalsze obnizenie cisnienia w prawej komorze serca, ograniczenie przerostu RV oraz
proliferacji PASMC wywotanych indukcja monokrotaling. Podobnego efektu addycyjnego w prewencji
zmian w PAH nie odnotowali jednak inni badacze wtgczajacy statyne do terapii syldenafilem (Lee
i wsp. 2010) lub beraprostem — ERA (Satoh i wsp. 2009). Natomiast Zhao i wsp. (2009) wywotujgc PH
przewlektym niedotlenieniem (2 i 4 tyg.) w modelu terapeutycznym odnotowali jedynie czesciowe
korzysci terapii skojarzonej: symwastatyna+syldenafil. Nie byty one poparte dalszym obnizeniem
cisnienia w tetnicy ptucnej. Przeprowadzone badanie (P-3) byto pierwszym z badan oceniajacych
efekt terapeutyczny (nie prewencyjny) hydrofilnej rozuwastatyny w skojarzeniu z syldenafilem.
Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzity, wykazany przez innych badaczy (Pei i wsp. 2011),
»,umiarkowany” wplyw samej rozuwastatyny na poprawe parametréw hemodynamicznych, ze
szczegdlnym uwzglednieniem cisnienia w prawej komorze serca oraz jej przerostu. Nie odnotowatam
jednak dodatkowych korzysci w odwrdceniu patologicznych zmian, jakie miatoby zapewnié takie

postepowanie skojarzone. Nie obserwowatam takze istotnych réznic w wartosciach skurczowego,
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sredniego i rozkurczowego cis$nienia tetniczego krwi w odniesieniu do wszystkich badanych grup

zwierzat.

W wybranym modelu dos$wiadczalnym potwierdzitam réwniez wptyw inhibitora reduktazy HMG-CoA
stosowanego w monoterapii lub tacznie z PDE-5i na obnizenie osoczowego poziomu peptydu
natriuretycznego typu B (BNP). Uzyskane wyniki wskazuja, ze statyna moze zmniejszaé, zwiekszone
w przebiegu PH, napiecie $cian prawej komory. Podwyzszony poziom BNP i NT-proBNP koreluje z
gorszym rokowaniem (Heresi i wsp. 2011), ocene tego ostatniego wykorzystuje sie np. w badaniach
kontrolnych i kwalifikujgcych do programu lekowego NFZ. Innym ocenianym w pracy parametrem
biochemicznym byt czynnik wzrostu srddbtonka naczyn typu A (VEGF-A, ang. vascular endothelial
growth factor), odgrywajacy istotng role w procesach angiogenezy, wazodylatacji, czy migracji
makrofagéw. Przewlekte, 14-dniowe podawanie statyny i syldenafilu spowodowato podwyiszenie
osoczowego poziomu VEGF do wartosci obserwowanych w grupie szczurow zdrowych, a istotnie
wyzszych od tych, wywotanych monokrotaling. Rola VEGF w patomechanizmie rozwoju PAH nie jest
do korica poznana, na co wskazujg sprzeczne doniesienia o dodatniej lub ujemnej korelacji ekspresji
VEGF z postepem schorzenia (Cambpell i wsp. 2001; Le Cras i wsp. 2002; Tereseviciene i wsp. 2001).
We weczesniejszych badaniach obserwowano obnizenie poziomu VEGF przez PDE-5i lub PGI2
(Rondelet i wsp. 2004; Eddahibi i wsp. 2000). Inni badacze (Yigitaslan i wsp. 2012) wykorzystujac
model nadci$nienia ptucnego indukowanego monokrotaling odnotowali, poréwnywalny z
obserwowanym przeze mnie, wzrost poziomu VEGF w nastepstwie 14- dniowego podawania lekéw
(ERA, PDE-5i) przy istotnie nizszym poziomie tego markera w osoczu i homogenatach tetnicy ptucnej
szczuréw chorych. Wyjasnieniem takiej niejednoznacznosci moze by¢ hipoteza (Yigitaslan i wsp.
2012) o réznym wptywie VEGF na procesy apoptozy i remodelingu naczyniowego w zaleznosci od
zaawansowania choroby, ktdrej dopiero dalsze stadium miatoby by¢ powigzane z VEGF i procesami

proliferacji oraz angiogenezy.

Whioski:

— Przewlekta terapia jedng ze statyn — hydrofilng rozuwastatyng (10 mg/kg mc.) wptyneta
nieznacznie, ale znamiennie statystycznie na obnizenie podwyzszonego cisnienia w prawej
komorze serca i ograniczenie jej przerostu wywotanych monokrotaling.

—  Wpybrany model badawczy potwierdzit korzysci inhibitora PDE-5 (syldenafilu, 25 mg/kg mc.)
w terapii PH zwigzane z hemodynamika prawej komory i jej przerostem.

— taczne przewlekte stosowanie statyny z syldenafilem nie spowodowato dalszego odwrdécenia
badanych zmian wywotanych indukcjg PH. Nie wptyneto takze na wartosci cisnienia uktadowego
(cisnienie tetnicze skurczowe, $rednie, rozkurczowe).
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— Korzysci zastosowania statyny i syldenafilu w monoterapii lub w skojarzeniu dotyczyty obnizenia
podwyzszonego monokrotaling poziomu BNP.

— 7-dniowy okres indukcji nadcisnienia ptucnego byt zwigzany z obnizeniem poziomu VEGF. Moze
to wskazywaé¢ na niejednoznaczng role VEGF w patomechanizmie nadcisnienia ptucnego,
uwarunkowang stopniem jego zaawansowania. Podawanie statyny i syldenafilu w monoterapii
lub w skojarzeniu wptyneto na przywrdcenie poziomu tego markera do wartosci obserwowanych
u szczuréw zdrowych.

P-4 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, tuczak A, Orszulak-Michalak D.: The Beneficial Impact of
Fasudil and Sildenafil on Monocrotaline-Induced Pulmonary Hypertension in Rats: A Hemodynamic
and Biochemical Study. Pharmacology 2013, 91, 178-84.

Gtowne hipotezy badawcze:

— Woybrany model badawczy potwierdza korzysci inhibitora ROCK (fasudil) zwigzane z odwréceniem
zmian patologicznych indukowanych przez podanie monokrotaliny w zwierzecym modelu
nadcisnienia ptucnego.

— taczne stosowanie syldenafilu z fasudilem wywiera dalsze korzystne efekty w wybranym modelu
a powyzsza interakcja ma charakter addycji.
Publikacja P-4, podobnie jak P-3, jest wyrazem wstepnego poszukiwania optymalnych skojarzen
lekowych w badaniach eksperymentalnych. Przestanke do wyboru skojarzenia lekowego: fasudil-
syldenafil stanowity doniesienia literaturowe o powigzaniu szlaku ROCK i NO/cGMP. Aktywacja tego
ostatniego prowadzi do fosforylacji biatka RhoA, uniemozliwiajgc translokacje do btony komérkowej
i aktywacje efektora RhoA- kinazy ROCK. Tym samym syldenafil moze posrednio wptywac na
aktywacje szlaku ROCK (Guilluy i wsp. 2005). Wybrany model badawczy potwierdzit, odnotowane
w innych badaniach eksperymentalnych, korzysci stosowania inhibitora ROCK, stosowanego
w wysokiej dawce 30 mg/kg mc. na poprawe hemodynamiki prawej komory i ograniczenie jej
przerostu (Jiang i wsp. 2007). Praca P-4 byta jednoczesnie pierwszg oceniajgca efekty terapeutyczne
tacznego przewlektego podawania fasudilu w dawce 30 mg/kg m.c. oraz syldenafilu. Nie
odnotowatam istotnych réznic w wartosciach skurczowego, sredniego i rozkurczowego cisnienia
tetniczego krwi w odniesieniu do wszystkich badanych grup zwierzat. Natomiast u szczuréw
otrzymujacych terapie skojarzong wartosci cisnienia w prawej komorze serca oraz wskaznika jej
przerostu byty istotnie nizsze niz u nieleczonych (p<0,05), ale poréwnywalne z wartosciami tych
parametréw u zwierzat otrzymujgcych sildenafil lub fasudil w monoterapii. Wspomniana terapia w
kazdym z tych przypadkéw spowodowata zmniejszenie wartosci parametru do poziomu kontroli
negatywnej (szczuréw zdrowych). Brak spodziewanego efektu synergistycznego/addycyjnego
testowanych zwigzkéw moagt wynikaé¢ z niedostatecznego efektu 7-dniowej indukcji nadcisnienia
ptucnego. Whnioski z pracy potwierdzity pdzniejsze obserwacje innych badaczy (Elias-Al-Mamun i wsp.
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2014). Autorzy na modelu z 21-dniowym okresem indukcji odnotowali addycyjny wptyw fasudilu i
syldenafilu na odwrdcenie zmian w PH a terapia skojarzona nie zapewnita obnizenia omawianego
parametru do wartosci wyjsciowych. Jak wczeéniej wspomniano, stosowanie modelu opartego na 21-
lub 28-dniowym okresie indukcji zwieksza istotnie ryzyko ,utraty” zwierzat w doswiadczeniu; w

cytowanej pracy (Al-Mamun i wsp. 2014) Smiertelnos¢ zwierzat w grupie MCT wynosita 79%.

Przeprowadzone badanie P-4 wykazato ponadto pozytywny wptyw inhibitora ROCK w monoterapii
lub skojarzeniu na obnizenie BNP oraz podwyzszenie VEGF. Otrzymane wyniki wskazujg tym samym
na korzysci z blokady szlaku ROCK zaréwno przez fasudil (P-4) jak i statyne (P-3) odniesieniu do ww.
parametréw; ich role w patomechanizmie PH omdwitam wczesniej. Innym ocenianym przeze mnie
parametrem byta frakcja HDL cholesterolu. Jej udziat w rozwoju nadcisnienia ptucnego nie jest do
konca znany. Pojawiajg sie jednak doniesienia (Zhao i wsp. 2012; Heresi i wsp. 2010) o gorszym
rokowaniu pacjentéw z PAH i z obnizonym poziomem tej frakcji cholesterolu. Mogg to ttumaczyé
wiasciwosci przeciwzapalne, przeciwutleniajgce i przeciwzakrzepowe a takze korzystny wptyw na
srodbtonek i na wydtuzenie okresu péttrwania prostacykliny przez frakcje HDL. W badaniu P-4
wartosSci HDL nie rdznity sie znaczaco (p>0,05) w przypadku zwierzat zdrowych oraz z zaindukowanym
nadcisnieniem ptucnym. Tym niemniej przewlektfa terapia samym fasudilem lub tgcznie z syldenafilem
spowodowata istotne podwyzszenie ww. parametru. W omawianej pracy po raz pierwszy podjeto ten
aspekt dziatania fasudilu w PAH. Otrzymane wyniki sg zbiezne z obserwacjami innych badaczy (Ma i
wsp. 2011) prowadzonymi na modelu hipercholesterolemii i wskazujg, ze hamowanie szlaku ROCK

przez fasudil wptywa korzystnie na gospodarke lipidowa.

Whioski:

— Woybrany model badawczy potwierdzit odnotowany w innych badaniach eksperymentalnych
korzystny wptyw inhibitora ROCK, stosowanego w wysokiej dawce 30 mg/kg mc. na poprawe
hemodynamiki prawej komory i ograniczenie jej przerostu, bez istotnego wptywu na wartosci
cisnienia uktadowego.

— taczne stosowanie fasudilu z syldenafilem (25 mg/kg mc.) nie spowodowato dalszego odwrdcenia
badanych zmian wywotanych indukcjg PH.

— Brak spodziewanego efektu synergistycznego/addycyjnego testowanych zwigzkdw médgt wynikaé
z niedostatecznego efektu indukcji nadcisnienia ptucnego.

— Monokrotalina w zastosowanym modelu badawczym nie wptyneta na zmiany poziomu
cholesterolu frakcji HDL. Tym niemniej, przewlekta terapia fasudilem spowodowata
podwyzszenie poziomu tego parametru. Moze to wskazywaé na dodatkowy korzystny aspekt
dziatania tego zwigzku zwigzany z poprawga rokowania pacjentéw z obnizonym poziomem HDL
w przebiegu PH.
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lll. Etap drugi

Wyniki uzyskane w etapie pierwszym (P-4) przyczynity sie do modyfikacji wybranego zwierzecego
modelu nadcisnienia ptucnego poprzez wydtuzenie okresu indukcji z 7 do 14 dni. Oczekiwano, ze
zapewni to dalszy rozwdj patologicznych zmian i poprawi trafnos¢ weryfikacji postawionych hipotez
badawczych. Zachowano 14-dniowy okres podawania zwigzkéw, ktdére podobnie jak w poprzednim
etapie byly testowane w odniesieniu do ich spodziewanego efektu terapeutycznego a nie tylko

prewencyjnego.

Cele Il etapu badan obejmowaty:

— Ocene efektéw terapii skojarzonej obejmujgcej inhibitory szlakéw: PDGF (imatynib) oraz ROCK
(fasudil i rozuwastatyna).

— Potwierdzenie przydatnosci wydtuzenia czasu indukcji nadcisnienia ptucnego w ocenie
efektywnosci wybranych skojarzen lekowych.

P-5 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Plichta P, Orszulak-Michalak D.: Concurrent Rho-Kinase and
Tyrosine Kinase Platelet-Derived Growth Factor Inhibition in Experimental Pulmonary Hypertension.
Pharmacology 2014, 93, 145-50.

Gtoéwne hipotezy badawcze:

— Przewlekta terapia inhibitorem ROCK w zredukowanej dawce (fasudil, 15 mg/kg mc.) wptywa na
odwrécenie zmian patologicznych indukowanych przez podanie monokrotaliny w zwierzecym
modelu nadcisnienia ptucnego.

— Wybrany model badawczy potwierdza obserwowane przez innych badaczy korzysci stosowania
inhibitora PDGF (imatynib, 50 mg/kg mc.) zwigzane z poprawg hemodynamiki i ograniczeniem
przerostu prawej komory miesnia sercowego.

— taczne przewlekte stosowanie fasudilu z imatynibem wywiera dalsze korzystne efekty
w wybranym modelu a powyzsza interakcja ma charakter addycji.

— Mechanizm spodziewanej interakcji lekowej dotyczy wptywu inhibitora ROCK na przekaznictwo
szlaku zwigzanego z ptytkopochodnym czynnikiem wzrostu.
Publikacja P-5 stanowi kontynuacje podjetych w P-4 badan nad znaczeniem ostabienia przekaznictwa
RhoA/ROCK w terapii nadci$nienia ptucnego. Przestanke do realizacji kolejnego celu badawczego
jakim byfa ocena efektywnosci skojarzenia inhibitoréw szlaku zwigzanego z kinazg Rho oraz PDGF
stanowito, dyskutowane juz w P-1, ostabienie efektéw wywotanych przez ptytkopochodny czynnik
wzrostu przy jednoczesnej inhibicji ROCK. Do oceny ww. efektu poza fasudilem, bedacym juz
przedmiotem moich wczesniejszych badan, wybratam imatynib — jeden z inhibitorow kinazy

tyrozynowej. Lek ten, stosowany dotychczas w terapii biataczek szpikowych byt jednoczesnie
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pierwszym z tej grupy terapeutycznej o popartych badaniami eksperymentalnymi i prébami
klinicznymi korzyéciach w PAH. Jak wskazujg wczesniejsze badania in vitro, zrédtem dziatania
farmakologicznego leku w tej jednostce chorobowej (m.in. hamowanie proceséw migracji
i proliferacji PASMC) moze by¢ witasnie blokowanie szlaku PDGF poprzez inhibicje fosforylacji
receptora PDGF. Opierajac sie na doniesieniu autorstwa Klein i wsp. (2008) dawke leku ustalitam na
50 mg/kg m.c. Przeprowadzone na takim samym modelu badanie (P-5) potwierdzito obserwowany

w cytowanej pracy pozytywny wptyw zwigzku na odwrécenie patologicznych zmian w PH.

Nowoscig byta dokonana przeze mnie ocena efektdw hemodynamicznych jednoczesnej blokady
szlakéw PDGF przez imatynib oraz ROCK przez fasudil. W jej wyniku odnotowatam zwiekszenie
efektywnosci obydwu zwigzkdw, czego wyrazem byto m.in. dalsze obnizenie ci$nienia w prawe;j
komorze serca oraz jej przerostu. Stopien obnizenia RVP u zwierzat poddanych terapii skojarzonej
przewyzszat sumaryczny ,udziat” w obserwowanym efekcie obydwu zwigzkdw, stad zasugerowatam
synergistyczny charakter powyzszej interakcji. Poparciem hipotezy o, zwigzanej z przewodnictwem
PDGF, interakcji miedzy omawianymi zwigzkami wydajg sie by¢ réwniez odnotowane osoczowe
poziomy PDGF. Byty one znaczaco nizsze nie tylko w grupie samego imatynibu ale takze u szczuréw
otrzymujgcych sam fasudil. Potwierdzatoby to opisany w badaniach in vitro (Liu i wsp. 2011) udziat
zwigzku w hamowaniu szlaku PDGF, m.in. poprzez wptyw fasudilu na aktywacje biatka p27kip,
uczestniczacego w regulacji cyklu komorkowego. Terapia skojarzona spowodowata dalsze obnizenie
wartosci PDGF w pordwnaniu do poziomu obserwowanego w przypadku monoterapii. Otrzymane
wyniki potwierdzajg jednoczes$nie hipoteze innych badaczy (Hatano i wsp. 2010) wyjasniajgcy nieco
zaskakujacy fakt obnizenia a nie podwyzszenia osoczowego poziomu PDGF w nastepstwie inhibicji
szlaku. Obnizenie poziomu PDGF wskazuje na zahamowanie przez imatynib autokrynnej petli. Jak
wykazano wczeséniej odpowiada ona za utrzymanie proliferacji i wzrostu komérek nowotworowych
oraz za wysoki osoczowy poziom PDGF u pacjentow chorych onkologicznie (Yang i wsp. 2010). Nie
mozna wykluczy¢ istnienia podobnego mechanizmu takze w przypadku komdrek miesni gtadkich
tetnic ptucnych w rozwoju nadcisnienia ptucnego. Blokada receptoréw dla PDGF przy stusznosci takiej
hipotezy oznaczataby zahamowanie dalszej proliferacji PASMC i syntezy PDGF przez te komorki.
W nastepstwie dochodzitoby do obnizenia przez imatynib poziomu PDGF w poréwnaniu do wartosci
wyjsciowych; takie obnizenie odnotowano u pacjentéw z tetniczym nadcisnieniem ptucnym (Hatano i

wsp. 2010) oraz w omawianej pracy (P-5).

Przeprowadzone badanie eksperymentalne byto pierwszym oceniajgcym korzysci jednoczesnego
zastosowania inhibitorow TK i ROCK w terapii nadcisnienia ptucnego. Nalezy jednak wspomnieé
o wczesniejszym doniesieniu, ktérego autorzy (Burthem i wsp. 2007) poddali ocenie udziat innego
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inhibitora ROCK: Y-27632 oraz imatynibu w terapii przewlektej biataczki szpikowej. W tym wypadku
efekt jednoczesnego zastosowania lekéw zwigzany byt z nasileniem dziatania proapoptotycznego
i antyproliferacyjnego na komoérki nowotworowe ale takze przewyzszat skutecznos¢ monoterapii.
W odrdznieniu od etapu pierwszego (P-4), w omawiane] pracy (P-5) zastosowano dawke fasudilu
zmniejszong o potowe, tj. z 30 do do 15 mg/kg mc. Wyniki potwierdzity umiarkowany wptyw
monoterapii inhibitorem ROCK w nizszej dawce na obnizenie RVP i RVH, czemu towarzyszyto
zmniejszenie aktywnosci ROCK w homogenatach ptuc. Jednoczesnie wskazujg one na kolejng
potencjalng korzys¢ dyskutowanej interakcji z inhibitorem PDGF. Jest nig mozliwo$¢é redukcji dawki
fasudilu (lub/i imatynibu), a tym samym — ryzyka dziatah niepozgdanych leku przy zachowaniu

efektywnosci terapeutyczne;.

Whioski:

— Przewlekta terapia inhibitorem ROCK w zredukowanej dawce (fasudil, 15 mg/kg mc.)
spowodowata obnizenie cisnienia w prawej komorze i zmniejszenie wskaznika jej przerostu
wywotane monokrotaling, czemu towarzyszyto zmniejszenie aktywnosci ROCK w homogenatach
ptuc.

— Potwierdzono, obserwowane przez innych badaczy, korzysci stosowania inhibitora PDGF
(imatynib, 50 mg/kg mc.) celem odwrdcenia ww. zmian.

— taczne przewlekte stosowanie fasudilu z imatynibem spowodowato dalsze obnizenie
omawianych parametréw. Otrzymane wyniki wskazuja na synergizm powyiszej interakcji
w odniesieniu do poprawy parametréw RVP i RVH.

— Mechanizm obserwowane;j interakcji lekowej moze by¢ zwigzany z wptywem inhibitora ROCK na
hamowanie przekaznictwa PDGF. Zmiany w poziomie PDGF, jakie obserwowano po podaniu
imatynibu i fasudilu w monoterapii lub skojarzeniu, potwierdzajg hipoteze innych badaczy
o udziale autokrynnej petli w regulacji efektéw mediowanych PDGF.

— taczne stosowanie inhibitora ROCK z imatynibem przy obnizeniu RVP nie wptyneto istotnie na
obnizenie cisnienia uktadowego.

— Woydtuzenie czasu indukcji nadci$nienia ptucnego spowodowato dalszy wzrost cisnienia
w prawej komorze serca bez wptywu na zwiekszenie Smiertelnosci badanych zwierzat.

W swietle otrzymanych wynikéw postawitam kolejne pytanie badawcze— czy podobne ograniczenie

efektdw zwigzanych ze szlakiem PDGF moze by¢ nastepstwem inhibicji ROCK przez inny czynnik,

jakim jest inhibitor reduktazy HMG-CoA (HMGRI). Uzyskatam pozytywne wstepne wyniki wskazujgce

na istotne zwiekszenie efektywnosci imatynibu stosowanego facznie ze statyng przy umiarkowanym

wptywie samej statyny na ,odwrécenie” zmian w PH. W rezultacie kontynuowatam badania w dwdch

kierunkach. Po pierwsze, podjetam dalsze poszukiwania korzystnych skojarzen lekowych z udziatem
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statyny jako czynnika wzmacniajacego efekt blokady szlaku ROCK (P-6). Po drugie, kontynuowatam

badania z udziatem imatynibu i statyn (etap trzeci).

P-6 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Sottysiak U, Orszulak-Michalak D.: Rosuvastatin intensifies
the beneficial effects of Rho-kinase inhibitor in reversal of monocrotaline-induced pulmonary
hypertension Arch Med Sci. DOI: 10.5114/aoms.2015.49740.

Gtéwne hipotezy badawcze:

— taczne przewlekte stosowanie inhibitora ROCK w zredukowanej dawce (fasudil, 15 mg/kg mc.)

z rozuwastatyng wywiera dalsze korzystne efekty na wybranym modelu zwierzecym.

— Mechanizm spodziewanej interakcji lekowej dotyczy wptywu statyny na przekaznictwo zwigzane
ze szlakiem ROCK.
Praca (P-6) jest efektem pierwszego kierunku poszukiwan. Stanowi ona jednoczesnie kontynuacje
moich zainteresowan badawczych statynami (P-2, P-3). Gtdwny wniosek sformutowany w pracy
dotyczy korzys$ci wynikajgcych z nasilenia dziatania fasudilu w nizszej dawce (15 mg/kg) przez statyne.
W wyniku tacznego przewlektego podawania fasudilu i rozuwastatyny szczurom z 14-dniowga indukcjg
PH monokrotaling odnotowano m.in. dalsze (w poréwnaniu do samego fasudilu) obnizenie RVP i
ograniczenie przerostu RV. Otrzymane wyniki wskazujg, ze za interakcje statyna-fasudil moze
odpowiada¢ dalsza inhibicja przekaznictwa Rho/ROCK przez statyne. Swiadczy o tym zmniejszona
aktywnos¢ ROCK w homogenatach ptuc szczuréw poddanych terapii skojarzonej w poréwnaniu do
samego fasudilu. W obrebie poszukiwan odpowiedzi na pytanie o mechanizm intensyfikacji dziatania
inhibitora ROCK znalazt sie réowniez szlak zwigzany z tlenkiem azotu. Jak wiadomo, patologiczne
uposledzeniem S$rédbtonkowego wydzielania NO. Z kolei inhibitory reduktazy HMG-CoA w
nastepstwie hamowania izoprenylacji matych biatek G mogg przywraca¢ prawidtowy poziom tlenku
azotu poprzez zwiekszenie ekspresji eNOS. Celem potwierdzenia potencjalnej roli ww. mechanizmu
w odwrdceniu zmian wywotanych indukcjg PH, dokonatam pomiaru poziomu srédbtonkowej syntazy
tlenku azotu (eNOS) w homogenatach ptuc pozyskanych od poszczegdlnych grup zwierzat biorgcych
udziat w eksperymencie. Otrzymane wyniki potwierdzity postawiong hipoteze. Poziom eNOS w
grupie: fasudil+statyna byt znamiennie wyzszy w poréwnaniu do grupy kontroli pozytywnej. Co
wiecej, nizsze (w poréwnaniu do terapii skojarzonej) poziomy eNOS w grupie samego fasudilu
wskazywaty na decydujacy udziat statyny, a nie fasudilu, w przywrdceniu szlaku NO. Otrzymane
przeze mnie wyniki sg takie potwierdzeniem wczesniejszych badan (Naraoka i wsp. 2013)
przeprowadzonych na modelu indukowanego krwawienia podpajeczynéwkowanego u krélikow.

Wspomniani autorzy wykazali na zwierzecym modelu, innego niz PAH, schorzenia korzysci tgcznego
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przewlektego podawania statyny — pitawastatyny oraz fasudilu. Byty one zwigzane z prewencjg
skurczu naczyn mézgowych po wywotanym krwawieniu. Podobnie, mechanizm odpowiadajacy za
nasilenie dziatania fasudilu obejmowat indukowane przez statyne: dalsze zmniejszenie aktywnosci

ROCK oraz zwiekszenie aktywnosci eNOS w tetnicach mdézgowych (Naraoka i wsp. 2013).

Omoéwione wyniki badan (P-6) wskazujg na pozytywng role statyn w terapii fasudilem. Potencjalne
korzysci kliniczne moga dotyczy¢ takze mozliwosci stosowania fasudilu w nizszych dawkach
w warunkach jednoczesne] terapii statyng. Lek jest na ogét dobrze tolerowany i dotychczas nie
odnotowano powaznych dziatan niepozadanych. Wskazuje sie jednak na, opisywane we
wczesniejszych badaniach eksperymentalnych (liang i wsp. 2007), ryzyko obnizenia cisnienia
uktadowego. Takie potencjalne dziatanie, odnotowane rdéwniez w omawianym badaniu (P-6),
przypisuje sie wiekszosci lekow stosowanych w ramach farmakoterapii celowanej PAH. Nalezy jednak
zwréci¢ uwage na fakt dalszego obnizenia skurczowego cisnienia tetniczego krwi jakie odnotowano
w grupie fasudil+statyna. Potwierdzenia istotnosci klinicznej takiej interakcji nalezatoby szukac

w dalszych badaniach z udziatem pacjentéw z PAH.

Whioski:

Przewlekte podawanie fasudilu (15 mg/kg mc.) z rozuwastatyng (10 mg/kg mc.) spowodowato
dalsze obnizenie parametréw RVP i RVH w wybranym modelu badawczym.

— Mechanizm obserwowanej interakcji lekowej moze by¢ zwigzany z wptywem statyny na
wzmocnienie efektu blokady szlaku ROCK. Wskazywata na to obnizona aktywno$¢ ROCK
w homogenatach ptuc zwierzat poddanych terapii skojarzonej w poréwnaniu do samego fasudilu.

— Dodatkowe korzysci zwigzane ze stosowaniem statyny dotyczyly przywrdcenia szlaku tlenku
azotu, na co wskazywata zwiekszona aktywnos¢ srédbtonkowej syntazy tlenku azotu w grupie
zwierzat otrzymujacych statyne z fasudilem ale nie sam fasudil.

— taczne przewlekte stosowanie inhibitoréow ROCK: statyna + fasudil moze powodowad dalsze
obnizenie cisnienia uktadowego.

IV. Etap trzeci

W kolejnym etapie kontynuowatam badania eksperymentalne z wykorzystaniem modelu
nadci$nienia ptucnego indukowanego monokrotaling. Zachowatam 29-dniowy schemat
doswiadczenia, obejmujgcy z 14-dniowa indukcje PH oraz 14-dniowe podawanie testowanych
zwigzkéw. Podobnie jak w poprzednich etapach skupitam sie na spodziewanym efekcie

terapeutycznym a nie prewencyjnym.
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Gtéwnym celem byta odpowiedz na pytanie o efektywne i bezpieczne skojarzenia lekowe z udziatem

inhibitora szlaku PDGF — imatynibu.

P-7 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Surowiecka A, Kgcikowska J, Orszulak-Michalak D.: HMG-CoA
reductase inhibitors: an opportunity for the improvement of imatinib safety. An experimental study
in rat pulmonary hypertension. Pharmacol Rep. 2015, 67, 32-7.

Gtéwne hipotezy badawcze:

— taczne stosowanie inhibitora PDGF (imatynib, 50 mg/kg mc.) ze statyng wywiera dalsze korzystne

efekty w wybranym modelu a powyzsza interakcja ma charakter addycji.

— Dzieki spodziewanej interakcji dodanie statyny pozwala na zachowanie terapeutycznej
efektywnosci imatynibu przy redukcji jego dawki.
Wyniki przedstawione w publikacji P-7 stanowig kontynuacje poszukiwan odpowiedzi na pytanie, czy
przestanki wskazujgce na ograniczenie efektow zwigzanych ze szlakiem PDGF przez jednoczesng
inhibicje ROCK (badania in vitro) znajdujg odzwierciedlenie w odwrdceniu niekorzystnych zmian w
PH, takich jak: poprawa hemodynamiki i ograniczenie przerostu prawej komory. W S$wietle
wczesniejszych wynikéw wskazujgcych na synergizm/addycje potgczenia lekowego: imatynib-fasudil
(P-5) postanowitam oceni¢ efektywnos¢ skojarzenia TKI z innym inhibitorem szlaku ROCK — statyna.
Do wstepnych badan eksperymentalnych, podobnie jak w P-3 i P-6, wybrano rozuwastatyne. Ta
hydrofilna statyna, wprowadzona do lecznictwa w Polsce w 2009 roku, posiada witasciwosci
hipolipemizujgce i przeciwzapalne przewyzszajgce pozostate leki z tej grupy. Otrzymane wyniki
wykazaty umiarkowany wptyw samej statyny na odwrdcenie PAH przy jednoczesnym nasileniu
dziatania imatynibu podawanego przewlekle w dawce 50 mg/kg mc. W rezultacie zredukowano
dawke imatynibu do 20 mg/kg m.c. oraz rozszerzono badania o lipofilng symwastatyne. Tym samym
postanowitam zbadaé¢ czy rozpatrywana interakcja pozwoli na utrzymanie efektywnosci
terapeutycznej imatynibu w warunkach znacznej redukcji jego dawki. Powyzszy cel byt podyktowany
ostatnimi doniesieniami o niezadowalajgcym profilu bezpieczenstwa leku (Hoeper i wsp. 2013)
i wskazywang koniecznoscig kontynuowania badad nad zastosowaniem imatynibu w PAH.
Drugim celem badawczym byto oszacowanie czy wptyw statyny na efektywnosc inhibitora TK moze
by¢ uwarunkowany jej stopniem lipofilnosci lub udziatem cytochromu P-450 w metabolizmie leku.
Wyniki zaprezentowane w P-7 byty pierwszymi, jakie dotyczyly oceny skojarzenia inhibitoréw
reduktazy HMG-CoA i kinazy tyrozynowej w badaniach in vivo. tagczne podawanie jednej ze statyn
oraz imatynibu w niskiej dawce (20 mg/kg mc.) pozwolito na utrzymanie efektu zwigzanego
z obnizeniem RVP oraz ograniczeniem przerostu prawej komory co najmniej na poziomie

obserwowanym dla samego imatynibu w wyzszej dawce (50 mg/kg mc.). Natomiast monoterapia
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imatynibem w dawce 20 mg/kg m.c. przy niewielkim ale istotnym obnizeniu RVP nie miata wptywu na
ograniczenie RVH. Podobnie wczesniejsze badania eksperymentalne przeprowadzone na modelu PH
indukowanego MCT lub hipoksjg nie wykazaty znaczgcego dziatania leku w dawkach 1 i 10 mg/kg mc.
(podanie dootrzewnowe) (Schermuly i wsp. 2005) lub 5 mg/kg mc. (podanie dozylne) (Abe i wsp.
2011). Tym samym, potencjalne korzysci kliniczne wynikajgce z P-7 mogtyby dotyczy¢ mozliwosci
stosowania imatynibu w nizszych dawkach w warunkach jednoczesnej terapii statyng, przy
zachowaniu efektywnosci leku i poprawie jego profilu bezpieczeAstwa. Jak juz wspomniano, wyniki
badan klinicznych zwracajg uwage na nierozwigzang kwestie stosunku korzysci do ryzyka leku w
terapii PAH, czy tez na potrzebe ustalenia minimalnej efektywnej dawki imatynibu. W
dotychczasowych prébach klinicznych wynosita ona 400 mg/dobe i byta dawkg jakg stosuje sie w

terapii onkologicznej.

Przeprowadzone badanie byto réwniez pierwszym pordwnujgcym dziatanie dwdch statyn w aspekcie
rozpatrywanej interakcji. Otrzymane wyniki wskazujg na istotng (p<0,05) przewage monoterapii
lipofilng symwastatyng nad hydrofilng rozuwastatyng, w odwrdceniu podwyzszonego RVP. W
konsekwencji, wartosci tego parametru byly znamiennie nizsze w przypadku skojarzenia tej statyny z
imatynibem. Niewiele jest badan poréwnujgcych bezposrednio efekty statyn w PAH (,,head to head
trias”). Otrzymane wyniki sg jednak zbiezne z wczesniejszymi badaniami na eksperymentalnym
modelu prewencyjnym PH. Takie dziatanie prewencyjne wykazywaty lipofilne: atorwastatyna i
symwastatyna ale nie hydrofilna prawastatyna (Satoh i wsp. 2009). Powyzsze obserwacje moze

ttumaczy¢ fakt gorszej dystrybucji hydrofilnej statyny do kompartmentu tkankowego.

Przy potencjalnych korzysciach omawianej interakcji lekowej nalezy jednak zwrdci¢ uwage na dalsze
obnizenie skurczowego cisnienia tetniczego krwi, jakie odnotowatam w grupach zwierzat poddanych
terapii skojarzonej (rézne statyny, rézne dawki imatynibu). Potwierdzenia istotnosci klinicznej ww.
efektu hipotensji uktadowej, obserwowanej rowniez we wczesniejszych badaniach (P-6), nalezatoby

szukac w dalszych badaniach z udziatem pacjentéw z PAH.

Whioski:

— Podobnie jak w modelu z 7-dniowym okresem indukcji (etap pierwszy) wykazano umiarkowany
wptyw samej statyny na odwrdcenie PAH.

— Przewlekte podawanie wybranych statyn z imatynibem (50 mg/kg mc.) spowodowato dalsze
obnizenie parametréw RVP i RVH w wybranym modelu badawczym a obserwowana interakcja
miata charakter addycji.
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— tgczne podawanie statyny oraz imatynibu w niskiej dawce (20 mg/kg mc.) pozwolito na
utrzymanie efektu zwigzanego z obnizeniem RVP oraz ograniczeniem RVH. Wskazuje to na
potencjalne kliniczne korzysci z zachowania dziatania leku, zwigzanego z hamowaniem PDGF,
i z poprawy jego profilu bezpieczenstwa w warunkach jednoczesnej terapii statyna.

— Terapia oparta na skojarzeniu statyny z imatynibem moze wptywaé na obnizenie cisnienia
uktadowego.

P-8 Jasinska-Stroschein M, Owczarek J, Cicha K, Orszulak-Michalak D.: The influence of imatinib at a
low dose and sildenafil on pulmonary hypertension in rats. Pharmazie DOI: 10.1691/ph.2015.4891
Gtéwna hipoteza badawcza:

taczne stosowanie inhibitora PDGF w zredukowanej dawce (imatynib, 20 mg/kg mc.) z inhibitorem
PDE-5 (syldenafil) wywiera dalsze korzystne efekty w wybranym modelu a powyzsza interakcja ma
charakter addycji.

W swietle uzyskanych wynikéw wskazujgcych na potencjalne korzysci kliniczne w aspekcie poprawy
profilu bezpieczenstwa, jakie moze przynies¢ wigczenie statyn do terapii imatynibem postawitam
kolejne pytanie badawcze (P-8). Dotyczyto ono efektywnosci terapii skojarzonej: imatynib-syldenafil.
Przestanke stanowity doniesienia innych badaczy (Li i wsp. 2007) o mozliwym powigzaniu szlakéw
NO/cGMP i PDGF. Powigzanie to obejmowato aktywacje przez PDE-5i szlaku NO/cGMP, nastepczg
indukcje fosfatazy kinaz MAP (MPK-1, ang. mitogen-activated protein kinase phosphatase-1),
prowadzgcy do dezaktywacji kinaz ERK1/2 (Lin i wsp. 2003). Z kolei kaskada kinazy ERK stanowi jeden
ze szlakéw rdzinicowania komodrek i podlega aktywacji przez PDGF. Moze to oznaczaé hamujacy
wptyw syldenafilu na procesy indukowane przez PDGF. Ponadto, syldenafil tgczy z imatynibem
wspolny metabolizm watrobowy przy udziale cytochromu P-450. Dotychczas nie poddano ocenie
takiego skojarzenia lekdw i tym samym hipotetycznego ryzyka kompetycyjnego metabolizmu tych
dwdch zwigzkéw skutkujgcego ryzykiem nasilenia dziatania i/lub pogorszeniem bezpieczerstwa
stosowania imatynibu i/lub syldenafilu. W badaniu zastosowatam nizszg z dawek imatynibu, tj. 20
mg/kg mc. Gtédwnym jego wynikiem jest wykazanie istotnego (p<0,05) obnizenia parametréw
zwigzanych z PH (RVP, RVH) w warunkach tacznego stosowania imatynibu z syldenafilem
w porédwnaniu zarowno do samego syldenafilu jak i imatynibu, przy jednoczesnym obnizeniu
cisnienia uktadowego. Odnotowane wyniki wskazujg na korzystng interakcje o charakterze addycji
miedzy ww. lekami, prowadzacg do nasilenia dziatania imatynibu. We wspomnianym wczesniej
badaniu klinicznym IMPRES najlepsze wyniki poprawy wydolnosci wysitkowej obserwowano w grupie
pacjentéw otrzymujgcych imatynib w skojarzeniu z PDE-5i i ERA (Hoeper i wsp. 2013). Tym niemniej,
nie znaleziono w dostepne;j literaturze wynikdéw innych badan klinicznych odnoszacych bezposrednio

korzysci terapii: imatynib plus syldenafil w poréwnaniu do samego syldenafilu.
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Whioski:

— Podobnie jak w modelu z 7-dniowym okresem indukcji (etap pierwszy) potwierdzono korzystny
wptyw syldenafilu (25 mg/kg mc.) na odwrdcenie zmian wywotanych indukcjg monokrotaliny.

— Odnotowano korzystng interakcje o charakterze addycji miedzy syldenafilem a imatynibem, co
moze wskazywac na mozliwe powigzanie szlakow NO/cGMP i PDGF.

— Otrzymane wyniki mogg sugerowac korzysci kliniczne takiego postepowania skojarzonego przy
mozliwosci redukcji dawek imatynibu i ograniczenia ryzyka pojawienia sie dziatan niepozadanych.

2.2.7. Podsumowanie osiagnie¢ stanowiacych podstawe habilitacji

Podsumowujgc, eksperymentalny model nadci$nienia ptucnego indukowanego monokrotaling
zapewnit rozwiniecie pewnych patologicznych zmian charakterystycznych dla tego schorzenia, m.in.
wzrost cisnienia i przerost prawej komory miesnia sercowego ale bez istotnego wptywu na wartosci
cisnienia uktadowego. Obserwowana zmiana wartosci kluczowych w ocenie parametrow (tj. RVP
i RVH; szczury zdrowe vs szczury z zaindukowanym PH) byta przy tym pordwnywalna do tej
uzyskanych przez innych badaczy prowadzacych badania z wykorzystaniem tego samego modelu.
Potwierdzit sie rowniez wykazany przez innych badaczy wptyw MCT na uposledzenie przekaznictwa
szlakéw sygnatowych. Swiadczyly o tym zmiany aktywnosci kinazy Rho, pozioméw PDGF, NO czy BNP
i VEGF odnotowanych w osoczu lub homogenatach ptuc szczuréw zaindukowanych monokrotaling,
co pozwolito na dalszg weryfikacje hipotez o ich powigzaniu z testowanymi w pracy zwigzkami.

Tym niemniej wybrany w pierwszym etapie, wykorzystany takze przez innych badaczy model,
opierajacy sie na 7-dniowym okresie indukcji okazat sie niewystarczajacy do weryfikacji efektéw
proponowanych skojarzenn lekowych. Brak spodziewanego efektu synergistycznego/addycyjnego
testowanych zwigzkéow (syldenafil — statyna, syldenafil — fasudil) mégt wynikaé z niedostatecznego
efektu indukcji nadcisnienia ptucnego. Dlatego tez, celem zwiekszenia trafnosci weryfikacji
sformutowanych hipotez dokonatam modyfikacji modelu poprzez wydtuzenie okresu indukcji z 7 do
14 dni. Zapewnito to dalsze pogorszenie hemodynamiki prawej komory serca (np. wzrost RVP srednio
0 40%) bez wptywu na zwiekszenie $miertelnosci zwierzat, bedacej efektem stosowania modeli
dtuzszych, tj. z 21- lub 28-dniowym czasem indukcji. Model ten potwierdzit réwniez wczesniejsze
wyniki otrzymane na modelu z 7-dniowym okresem indukcji dotyczace terapii statyng lub

syldenafilem.

Badania przeprowadzone na wybranym modelu zwierzecym potwierdzity hipoteze o hamowaniu
efektdow mediowanych przez PDGF w wyniku inhibicji kinazy Rho, czego dowodem byt
addycyjny/synergistyczny charakter interakcji obejmujgcej inhibitory ROCK (fasudil lub statyny)

i PDGF (imatynib). Uzyskane wyniki wskazujgce na zwiekszenie efektywnosci imatynibu przez statyne
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przy umiarkowanym wptywie samej statyny na odwrdcenie zmian w PH pozwolity na kontynuacje
badania nad rolg statyn w PAH w dwdch kierunkach. Po pierwsze wykazatam wptyw HMGRI na
zachowanie efektéw zwigzanych ze stosowaniem TKI (obnizenie RVP oraz ograniczenie przerostu
prawej komory serca) takze w warunkach znacznej redukcji jego dawki. Pozostaje to nie bez
znaczenia w Swietle nierozwigzanej kwestii profilu bezpieczenstwa imatynibu w terapii PAH. Po
drugie, podjetam dalsze poszukiwania korzystnych skojarzen lekowych z udziatem statyny jako
czynnika wzmacniajgcego efekt blokady szlaku ROCK. W rezultacie wykazatam, Ze przewlekte
podawanie fasudilu z rozuwastatyng skutkuje dalszym obnizeniem parametréow RVP i RVH
a mechanizm obserwowanej interakcji lekowej moze by¢ zwigzany z wplywem statyny na

wzmocnienie efektu blokady szlaku ROCK a takze przywrdcenia szlaku zwigzanego z tlenkiem azotu.

Odnoszac sie do sformutowanych we Wstepie gtéwnych celéw badawczych, gtdwne wnioski z

przeprowadzonych badan sg nastepujace:

— Model nadcisnienia ptucnego indukowanego monokrotalinem oparty na 14-dniowej indukcji i 14-
dniowym okresie podawania lekéw pozwolit na oszacowanie wptywu testowanych zwigzkéw na
zmiany wybranych parametrow hemodynamicznych oraz biochemicznych przy niezmienionej
przezywalnosci zwierzat. Wybrany model badawczy potwierdzit odnotowane przez innych
badaczy korzysci stosowania inhibitora PDE-5 (syldenafil, 25 mg/kg mc.), inhibitora ROCK (fasudil,
15 mg/kg mc.), inhibitora TK (imatynib, 50 mg/kg mc.), statyny (symwastatyna, rozuwastatyna,
10 mg/kg mc.) w terapii PH w odniesieniu do hemodynamiki prawej komory i jej przerostu (etap
I, m).

— taczne przewlekte stosowanie syldenafilu z fasudilem (30 mg/kg mc.) lub statyng nie
spowodowato dalszego odwrdcenia badanych zmian wywotanych indukcjg PH. Korzysci
zastosowania statyny i syldenafilu w monoterapii lub skojarzeniu dotyczyly obnizenia,
podwyzszonego przez MCT, poziomu BNP na modelu zwierzecym z 7-dniowym czasem indukcji
(etap I). Wykazano takze korzystny wptyw inhibitora ROCK na podwyzszenie poziomu HDL.

— Terapia skojarzona: fasudil z imatynibem wptyneta na dalszg redukcje omawianych parametrow.
Interakcja lekowa miata charakter synergizmu w odniesieniu do poprawy hemodynamiki a jej
mechanizm moze by¢ zwigzany z wptywem inhibitora ROCK na hamowanie przekaznictwa PDGF.
Zmiany w poziomie PDGF potwierdzajg hipoteze innych badaczy o udziale autokrynnej petli
w regulacji efektow mediowanych PDGF (etap Il).

— Terapia skojarzona: fasudil w nizszej dawce (15 mg/kg mc.) z rozuwastatyng spowodowata dalsze
obnizenie parametrow RVP i RVH w wybranym modelu badawczym. Mechanizm tej interakcji byt
zwigzany z wptywem statyny na wzmocnienie efektu blokady szlaku ROCK oraz ze zwiekszeniem
aktywnosci szlaku NO. Takie skojarzenie lekowe moze jednak wptywac na obnizenie ci$nienia
uktadowego (etap II).
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— Terapia skojarzona: imatynib w niskiej dawce (20 mg/kg mc.) plus statyny lub syldenafil pozwolita
na utrzymanie wptywu TKI na obnizenie RVP oraz na ograniczenie przerostu prawej komory
serca. Wskazuje to na potencjalne korzysci kliniczne zwigzane z zachowaniem efektywnosci leku,
opartej na hamowaniu PDGF i z poprawg jego profilu bezpieczeristwa w warunkach jednoczesnej
terapii statyng lub sildenafilem. Takie skojarzenie lekowe moze jednak wptywaé na obnizenie
cisnienia uktadowego (etap Ill).
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Zhao L, Sebkhi A, Ali O, Wojciak-Stothard B, Mamanova L, Yang Q et al. Simvastatin and sildenafil combine to
attenuate pulmonary hypertension. Eur Respir J. 2009, 34, 948-57.

Zhao QH, Peng FH, Wei H, He J, Chen FD, Di RM, lJiang X, Jiang R, Chen YJ, Heresi GA, Jing ZC. Serum high-
density lipoprotein cholesterol levels as a prognostic indicator in patients with idiopathic pulmonary arterial
hypertension. Am J Cardiol. 2012, 110, 433-9.

3. Omowienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

W 2001 roku ukorniczytam z wynikiem bardzo dobrym studia na Wydziale Farmaceutycznym Akademii
Medycznej w todzi. W tym samym roku podjetam studia doktoranckie w Zaktadzie Biofarmacji,
Wydziatu Farmaceutycznego AM w todzi, gdzie od 2003 roku pracowatam naukowo na stanowisku
asystenta. W 2006 roku uzyskatam stopien doktora nauk farmaceutycznych. Tematem mojej
rozprawy doktorskiej byt , Wptyw simwastatyny i wybranych antagonistow kanatéw wapniowych na
miesien sercowy krélikéw” (Promotor: Prof. dr hab. Daria Orszulak-Michalak). Od 2008 roku jestem
zatrudniona w Zakfadzie Biofarmacji Uniwersytetu Medycznego w todzi na stanowisku adiunkta.

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk farmaceutycznych wyniki mojej pracy naukowej byty
opublikowane w 4 publikacjach oryginalnych i 4 publikacjach przegladowych (IF=2,251; MNiSW: 41)

a takze przedstawione na 5 konferencjach naukowych.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk farmaceutycznych méj dorobek naukowy obejmuje 21 prac
oryginalnych oraz 17 publikacji przeglagdowych (IF=22,219; MNiSW: 432). Ponadto wyniki mojej pracy
byty prezentowane na 14 konferencjach naukowych, w tym 3 zagranicznych, zaréwno w formie
doniesien ustnych jak i posterowych.

Sumaryczny impact factor moich wszystkich publikacji wynosi 24,47 (473 punktéw MNiSW) a liczba
cytowan wg bazy Web of Science: 233 (285 wg Scopus).

Bytam recenzentem publikacji naukowych w czasopismach: Current Pharmaceutical Design
(IF5013=3,288); Acta Biochimica et Biophysica Sinica (IF,5:3=2,089); Journal of the Renin-Angiotensin-
Aldosterone System (IF,0:3=2,271); Saudi Journal of Biological Sciences (IF,y;3=0,741); Croatian

Medical Journal (IF,913= 1,373); Journal of Pulmonary and Respiratory Medicine.
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Moj dorobek naukowy obejmuje publikacje eksperymentalne, w przewazajacej czesci z zakresu
farmakologii doswiadczalnej. Poza modelem nadci$nienia ptucnego, wykorzystanym w badaniach
opisanych w Autoreferacie, publikacje te prezentujg wyniki badan prowadzonych na takich
doswiadczalnych modelach zwierzecych jak: kréliki z miopatig indukowang statynami, szczury
normotensyjne, szczury z normo- i hipercholesterolemia, czy tez model swinki morskiej do oceny
dziatania uczulajgcego. Wymienione modele doswiadczalne wykorzystywatam w pracy naukowej
zaréwno przed jak i po uzyskaniu stopnia doktora a moje poszukiwania badawcze od poczagtku
skupiaty sie m.in. na rdznych aspektach stosowania inhibitoréw reduktazy HMG-CoA. Powyzsze
zainteresowania obejmowaty kwestie bezpieczeAstwa farmakoterapii, ze szczegdlnym
uwzglednieniem niekorzystnego wptywu statyn na miesnie poprzecznie prazkowane. Wyrazem tych
zainteresowan byty takze badania poswiecone plejotropizmom statyn i wynikajgcym z nich
interakcjom z innymi lekami dziatajgcymi na uktad sercowo-naczyniowy. Konsekwencje ww.
poszukiwan stanowi takze czes¢ prac objetych rozprawg i dotyczacych roli statyn w terapii

nadciénienia ptucnego.

Jedna z pierwszych prac (Pharmacol Rep. 2005, 57, 1), ktorej bytam wspdtautorem (udziat 85%)
dotyczyta patomechanizméw miopatii miesni szkieletowych, ze szczegdlnym uwzglednieniem roli
inhibitoréw reduktazy HMG-CoA. W pracy przedstawitam szereg hipotez ttumaczacych podtoze
molekularne udziatu statyn w rozwoju miopatii, odnoszac je takie do mechanizméw dziatania
substancji z innych grup terapeutycznych. Praca ta cieszyta sie zainteresowaniem wsréd innych
badaczy (96 cytowan). Inna praca (Pharmacol Rep. 2011, 63, 4), takie poruszajgca aspekt

bezpieczenstwa stosowania statyn zostata wyrdzniona naukowa nagroda Rektora w 2012 roku.

W latach 2003-2005, prowadzitam badania eksperymentalne nad udziatem jednej ze statyn
(simwastatyny), podawanej w skojarzeniu z wybranymi antagonistami kanatéw wapniowych, w
rozwoju  spodziewanego uszkodzenia miesnia sercowego. Oceniatam takie parametry
hemodynamiczne jak: wskaznik minutowy serca (ze szczegdlnym uwzglednieniem wydolnosci
miesnia sercowego w odpowiedzi na wlew dopaminy), czestos$¢ akcji serca, cisnienie tetnicze krwi,
wskaznik catkowitego obwodowego oporu naczyniowego oraz biochemiczne markery uszkodzenia
miesni poprzecznie prazkowanych: szkieletowych i sercowego. Wykazatam m.in., ze skojarzone
podawanie symwastatyny, w dawkach wywotujgcych miopatie miesni szkieletowych, z nifedyping
moze wptywaé niekorzystnie na miesien sercowy, na co wskazywaty parametry hemodynamiczne;
zwiekszenie stezenia jednej z troponin oraz zmiany w obrazie histopatologicznym miesnia sercowego.
W zaproponowanym uktadzie badawczym (krélik z indukowang miopatig miesni szkieletowych, bez
indukowanej hipercholesterolemii i nadcisnienia) symwastatyna powodowata takie obnizenie
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skurczowego cisnienia tetniczego i nasilata aktywnosé hipotensyjng antagonisty kanatu wapniowego.
Badania te prowadzitam w ramach projektdow badawczych: Ocena histopatologiczna
i elektrokardiograficzna serca po tgcznym podaniu duzych dawek simwastatyny z wybranymi
inhibitorami cytochromu CYP3A4; Wptyw fqgcznego podawania wybranych inhibitorow kanatow
wapniowych i simwastatyny na parametry hemodynamiczne u krolikow (UM tddz) we wspotpracy z
owczesnym Zaktadem Mikroskopii Elektronowej Akademii Medycznej w todzi. Uzyskane wyniki
weszty w sktad rozprawy doktorskiej i zostaty przedstawione w 3 publikacjach oryginalnych oraz na 2

konferencjach naukowych w formie doniesienia ustnego i posteru.

Wyrazem moich zainteresowan badawczych lekami z grupy statyn jest takie czes$¢ prac
eksperymentalnych i poglagdowych opublikowanych po uzyskaniu stopnia doktora. Eksperymenty
prowadzone w latach 2007- 2012 stanowity kontynuacje badan nad interakcjami statyn z innymi
lekami dziatajgcymi na uktad sercowo-naczyniowy. Dotyczyty one m.in. wptywu statyn na parametry
hemodynamiczne w warunkach jednoczesnego stosowania wybranych lekéw modulujgcych czynnosé
uktadu wspodtczulnego (w tym: lekdw blokujgcych receptor beta-adrenergiczny i iwabradyny) lub
antagonistéw kanatu wapniowego. Badania te prowadzono z wykorzystaniem takich zwierzat
doswiadczalnych jak: kréliki oraz szczury normotensyjne z normo- i hipercholesterolemig. Wykazano
m.in. znaczacy wpltyw symwastatyny na chronotropowoujemne dziatanie iwabradyny bez wzgledu na
wystepowanie zaburzen lipidowych u szczuréw. Obserwowany efekt zwolnienia rytmu serca po
tacznym podaniu iwabradyny z symwastatyng byt zalezny od dawki statyny. Takiego nasilenia
dziatania chronotropowoujemnego nie zaobserwowano w przypadku facznego podania
symwastatyny w réznych dawkach z metoprololem. Wykazano, ze czas i droga podania metoprololu
oraz wielkos¢ dawki statyny nie majg znaczgcego wptywu na wartosci ci$nienia tetniczego i czestosc¢
rytmu serca, bez wzgledu na wystepowanie zaburzen lipidowych. Ponadto odnotowano korzystny
wptyw symwastatyny na poprawe wydolnosci miesnia sercowego w warunkach przewlektego
podawania diltiazemu u krélikdw. Badania te prowadzitam w ramach prac projektéw badawczych:
Poszukiwanie mechanizmoéw pozalipidowego dziatania statyn; Ocena wptywu dawki i czasu
podawania simwastatyny na parametry hemodynamiczne oraz rytm serca u szczurdw bez zaburzen
lipidowych przed oraz po zahamowaniu receptorow beta-1 adrenergicznych (UM todz). Wyniki
prowadzonych w tym kierunku eksperymentéw przedstawitam w 8 publikacjach oryginalnych oraz w
3 doniesieniach na konferencjach naukowych w kraju i zagranicg. Za dwie z powyziszych prac

otrzymatam naukowgq zespotowg nagrode Rektora w 2013 roku.

W roku 2010 Zaktad Biofarmacji podjat wspdtprace z Instytutem Ogrodnictwa w Skierniewicach
w ramach grantu wspoétfinansowanego przez Unie Europejskg z Europejskiego Funduszu Rozwoju
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Regionalnego w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka, N. UDA-POIG.01.03.01-
10-109/08-00: Opracowanie innowacyjnych produktow i technologii dla ekologicznej uprawy roslin
sadowniczych. Jej efektem byto rozpoczecie przeze mnie tematyki badawczej zwigzanej z oceng
dziatania uczulajgcego owocéw. Do prac doswiadczalnych, w ktdrych uczestniczytam, wykorzystano
model albinotycznych $winek morskich. Ich celem byta ocena bezpieczenstwa, w aspekcie
potencjalnego dziatania uczulajgcego, réinych odmian owocéw pochodzacych z upraw
ekologicznych, w ktdrych zastosowano innowacyjne technologie (kierownik podzadania badawczego:
Prof. dr hab. Daria Orszulak-Michalak). Powyisze badania prowadzono réwnolegle do, podjetych
przez inny zespdt, badan klinicznych we wspdlnym zadaniu: Wptyw spozywania owocow
wytworzonych metodami ekologicznymi na kondycje zdrowotng konsumentdow. Ryzyko pojawienia sie
zmian skdrnych w nastepstwie ekspozycji skdrnej i pokarmowej badatam u swinek morskich m.in. z
wykorzystaniem testu Magnusona-Kligmana oraz punktowego testu skdrnego Dreborga. Badania
przeprowadzitam na 9 odmianach 3 gatunkéw owocéw. W odniesieniu do wiekszosci z nich nie
wykazatam wptywu odmiany oraz warunkéw uprawy na ryzyko pojawienia sie reakcji skornych w
nastepstwie narazenia miejscowego (test M-K, test Dreborga) lub przewlektej ekspozycji droga
pokarmowa. Wynikiem powyzszej wspétpracy sg 3 publikacje oryginalne i przegladowe (2 kolejne
publikacje w przygotowaniu), a rezultaty prowadzonych eksperymentow prezentowatam w formie

doniesien ustnych oraz posterowych na 7 zjazdach i konferencjach, w kraju i zagranica.

Inny nurt mojej pracy naukowej zwigzany byt z tematyka zaje¢ prowadzonych na Wydziale
Farmaceutycznym UM w todzi (opieka farmaceutyczna nad pacjentem chorym przewlekle) i dotyczyt
opieki nad pacjentem z chorobg nowotworowg. W ramach wspdtpracy z Odziatem Medycyny
Paliatywnej Szpitala Bonifratrow w todzi uczestniczytam w prospektywnym badaniu obserwacyjnym
jakosci zycia hospitalizowanych pacjentéw w terminalnej fazie choroby. Badanie byto prowadzone
w latach 2007-2009 w ramach kierowanego przeze mnie projektu: Opieka paliatywna w Polsce
i Wielkiej Brytanii nad pacjentami z chorobg nowotworowq ze szczegdlnym uwzglednieniem
farmakoterapii. Obejmowato ono analize pordwnawcza jakosci zycia pacjentéw chorych
z niedrobnokomérkowym nowotworem ptuca, sutka, gruczotu krokowego i jelita grubego oraz ocene
wptywu swiadczen zapewnionych w zakresie opieki paliatywnej na redukcje poszczegdlnych objawdw
somatycznych, sprawnosé fizyczng, stan emocjonalny pacjentédw oraz jakosé zycia w ich subiektywnej
ocenie. Jednym z narzedzi badawczych byty formularze QLQ-C15-PAL. Wyniki podjetej pracy
przedstawitam w 4 publikacjach oryginalnych i poglagdowych. W jednej z nich poruszytam takze

aspekt stosowania standarddw i wytycznych postepowania terapeutycznego w organizacji opieki
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paliatywnej. Odniostam sie do rekomendacji unijnych oraz modeli funkcjonujgcych w innych
panstwach, ze szczegdlnym uwzglednieniem Wielkiej Brytanii.

Powyzsze badania byty zwigzane byty z moimi zainteresowaniami rolg farmaceuty w procesie opieki
farmaceutycznej nad pacjentem chorym przewlekle. W efekcie powyzszych zainteresowan powstato
11 prac o charakterze popularyzatorskim opublikowanych gtéwnie w czasopismach dla aptekarzy.
Poruszaty one szereg aspektéw dotyczacych bezpieczedstwa farmakoterapii, zjawiska
nieprzestrzegania zalecen lekarskich (non-adherence), prawidtiowego stosowania wybranych grup
produktéw leczniczych i wyrobéw medycznych oraz innych problemdéw zwigzanych z farmakoterapia

takich chordb przewlektych jak: astma, cukrzyca i nadcisnienie tetnicze.

Jestem laureatem dwdch nagréd naukowych Rektora Uniwersytetu Medycznego w todzi (2012,
2013) a takze wyrdznien na Konferencjach Naukowych, w tym na Ogdlnopolskiej Konferencji Sekcji
Krazenia Ptucnego Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego w Krakowie (Il Nagroda i wyrdznienie;

2014).

4. Omowienie dziatalnosci dydaktycznej

Od chwili zatrudnienia w Zaktadzie Biofarmacji na Wydziale Farmaceutycznym UM w todzi w roku
2003 czynnie uczestnicze w prowadzonych zajeciach dydaktycznych zaréwno w ramach szkolenia
przed- jak i podyplomowego. W ramach szkolenia przeddyplomowego prowadze zajecia dla
studentéw kierunku farmacja, m.in. z przedmiotéw: Opieka farmaceutyczna w wybranych
jednostkach chorobowych (jestem wspodtautorem programu) i biofarmacja. Jestem takze
wspotautorem programoéw 15-godzinnych zaje¢ fakultatywnych: Farmacja weterynaryjna;
Biofarmaceutyczne aspekty farmakoterapii pediatrycznej i geriatrycznej; Promocja zdrowia w aptece
ogdlnodostepnej; Farmacja kliniczna dla studentéw IV oraz V roku Wydziatu Farmaceutycznego UM
w todzi. Prowadze takze zajecia dla studentéw studidw doktoranckich, stuchaczy studidw
podyplomowych oraz dla magistrow farmacji w ramach szkolen ciaggtych i szkolen specjalizacyjnych w
dziedzinie farmacji aptecznej (Opieka farmaceutyczna; Farmakokinetyka stosowana). Jestem
autorem siedmiu wyktadéw metodg e-learning wytonionych na drodze konkursu w ramach Projektu
Opracowanie i wdrozenie programow ksztatcenia z zakresu medycyny i farmacji metodq e-learning na
Uniwersytecie Medycznym w todzi.

W latach 2004-2014 bytam opiekunem 22 prac magisterskich wykonywanych przez studentéw
Uniwersytetu Medycznego, w tym studentki Pauliny Plichty — laureatki 1. miejsca w Wydziatowym
Konkursie Prac magisterskich w roku 2014. Jestem promotorem pomocniczym pracy doktorskiej

magister Mileny Korczak (, Wptyw niefarmakologicznych metod terapii schorzern uktadu ruchu na
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stosowanie lekéw i jakos¢ zycia u pacjentéw w sanatoriach: Busko-Zdréj”). Efektem pracy w kole

naukowym dla studentéw kierunku farmacja sg 3 wspodlne publikacje naukowe.

Podejmuje dziatania organizacyjne zaréwno w obrebie Zaktadu, w ktérym pracuje, jak i Wydziatu
Farmaceutycznego UM w todzi. Jestem cztonkiem Oddziatu tddzkiego Polskiego Towarzystwa
Farmakologicznego, gdzie od 2007 roku petnie funkcje sekretarza, a takze cztonkiem Oddziatu
tédzkiego Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego, Ogdlnopolskiej Sekcji Opieki Farmaceutycznej
Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego. Uczestnicze w organizowaniu posiedzern naukowo-
szkoleniowych ww. towarzystw, studidw podyplomowych Farmacja Medyczna oraz kurséw
specjalizacyjnych dla farmaceutdéw z dziedziny farmacji aptecznej na Wydziale Farmaceutycznym UM
w todzi. W latach 2009-2012 petnitam funkcje koordynatora systemu Wirtualna Uczelnia — UXP,
uczestniczagc takze w licznych spotkaniach poswieconych procesowi wdrazania systemu na
Uniwersytecie Medycznym w todzi.

Jestem cztonkiem Okregowej lzby Aptekarskiej w todzi. Biore udziat w popularyzowaniu nauk
farmaceutycznych oraz promocji Uniwersytetu Medycznego w todzi prowadzac zajecia m.in. dla
ucznidw szkoét ponadgimnazjalnych i stuchaczy Uniwersytetu Il Wieku, publikujgc materiaty
przegladowe w czasopismach popularnonaukowych dla aptekarzy oraz wygtaszajagc odczyty na

posiedzeniach naukowo-szkoleniowych ww. towarzystw.

Szczegdtowe informacje na temat mojej dziatalnosci naukowej i dydaktycznej sg przedstawione w
zatgczonym ,Wykazie opublikowanych prac naukowych lub twérczych prac zawodowych oraz

informacji o osiggnieciach dydaktycznych, wspétpracy naukowej i popularyzacji nauki” (Zatacznik 3)

5. Wykaz skrotow i definicji uzytych w Autoreferacie

Skrot Petna nazwa angielska Petna nazwa polska

6MWD six-minute walk distance dystans 6 minutowego marszu

BNP brain natriuretic peptide peptyd natriuretyczny typu B

cGMP cyclic guanosine monophosphate cykliczny guanozynomonofosforan

CH chronic hypoxia przewlekte niedotlenienie

co cardiac output pojemnosé minutowa

CTEPH chronic th.romboembolic pulmonary przewlekte zakrzepowo-zatorowe nadciénienie ptucne
hypertension

DABP diastolic arterial blood pressure rozkurczowe cisnienie tetnicze krwi
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EGFR epidermal growth factor receptor receptor naskorkowego czynnika wzrostu

eNOS endothelial nitric oxide synthase srédbtonkowa syntaza tlenku azotu

ERA endothelin receptor antagonist antagonista receptora endotelinowego

ET-1 endothelin type 1 endotelina 1

FDA Food and Drug Administration Agencja ds. Zywnosci i Lekdw

HDL high density lipoprotein lipoproteiny wysokiej gestosci

HMG-CoA | 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-CoA 3-hydroxy-3-metylo-glutarylo-koenzym A

HR heart rate czestosc akcji serca

IP prostacyclin receptor receptor prostacykliny

LDL low density lipoprotein lipoproteiny niskiej gestosci

MABP mean arterial blood pressure srednie cisnienie tetnicze krwi

MCT monocrotaline monokrotalina

mPAP mean arterial pulmonary hypertension $rednie cisnienie w tetnicy ptucnej

MKP-1 mitogen-activated protein kinase fosfataza-1 kinaz aktywowanych miogenami
phosphatase-1

PAH pulmonary arterial hypertension tetnicze nadcisnienie ptucne

PASMC pulmonary artery smooth muscle cell komadrka miesni gtadkich tetnicy ptucnej

PDE-5i phosphodiesterase type 5 inhibitor inhibitor fosfodiesterazy typu 5

PDGF platelet - derived growth factor ptytkopochodny czynnik wzrostu

PDGFR platelet - derived growth factor receptor receptor ptytkopochodnego czynnika wzrostu

PGI2 prostacyclin prostacyklina

PGIS prostacyclin synthase syntaza prostacykliny

PH pulmonary hypertension nadcisnienie ptucne

PPAR peroxisome proliferator-activated receptor receptor aktywowany proliferatorami peroksysomow

PVR pulmonary vascular resistance naczyniowy opor ptucny

RAAS renin—angiotensin—aldosterone system uktad renina-angiotensyna-aldosteron

ROCK Rho-associated kinase kinaza zalezna od Rho
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RTK receptor tyrosine kinase receptor kinazy tyrozynowej

RVH right ventricle hypertrophy przerost prawej komory mie$nia sercowego
RVP right ventricle pressure ci$nienie w prawej komorze serca

SABP systolic arterial blood pressure skurczowe ci$nienie tetnicze krwi

sGC soluble guanylate cyclase rozpuszczalna cyklaza guanylowa

TKI tyrosine kinase inhibitor inhibitor kinazy tyrozynowej

TXA-2 thromboxane A2 tromboksan A2

VEGF vascular endothelial growth factor czynnik wzrostu $rédbtonka naczyn

VSMC vascular smooth muscle cells komorki mieéni gtadkich $cian naczyn

WHO World Health Organization Swiatowa Organizacja Zdrowia

dr n. farm. Magdalena Jasiriska-Stroschein
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