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4 Omowienie osiggnie¢, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 Ustawy

4.1 Tytul osiagni¢cia naukowego

Modulacja stanéw neurozapalnych przez kannabinoidy w modelach choréb neurologicznych i
neuropsychiatrycznych

4.2 Zestawienie publikacji wchodzacych w sklad osiagniecia naukowego

Przedstawione osiagnigcie naukowe wynikajace z art. 219, ust. 1, pkt. 2b ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce, stanowi cykl 8 powigzanych tematycznie artykutow
naukowych, z ktorych 7 stanowia prace oryginalne, natomiast 1 artykut jest publikacja przegladowa.
Prace te zostaly opublikowane w latach 2010-2020. Sumaryczny wskaznik cytowan (Impact Factor,
IF) prac sktadajacych si¢ na osiggniecie naukowe wynosi 34,351, natomiast taczna liczba punktow
Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyzszego (MNiSW) wynosi 334. Wykazana w autoreferacie
punktacja publikacji odzwierciedla systemy ocen parametrycznych MNiSW obowiagzujace w latach ich
wydania, uwzgledniajac przejscie z wezesniejszej skali punktowej (0-50 pkt) na system wprowadzony
reformg z 2018 roku (0-200 pkt). Pozostate osiaggnigcia naukowe zostalty omowione w rozdziatach 5, 6,
7 autoreferatu.

Moj dorobek naukowy stanowiacy podstawe postgpowania habilitacyjnego obejmuje cykl 8
autorskich publikacji (H1-H8), w ktorych pelnilam role pierwszego autora (a w 6 przypadkach
autora korespondencyjnego). W realizacj¢ tych prac bylam zaangazowana na kazdym etapie, od
konceptualizacji i zaplanowania badan, przez ich wykonanie, az po nadzor merytoryczny nad procesem
publikacyjnym. Gtéwnym kierunkiem mojej aktywno$ci badawczej byla analiza mechanizmow
dziatania kannabinoidow w procesach neurozapalnych. Szczegdlng uwage poswigcitam wlasciwosciom
kannabidiolu (CBD) i jego oddziatywaniu na o$rodkowy uktad nerwowy (OUN), w tym na aktywno$¢
mikrogleju oraz komorek ukladu odpornosciowego infiltrujacych struktury OUN. Wykorzystujac
zréznicowany warsztat badawczy, w tym zaawansowane platformy wysokoprzepustowe, poddatam
analizie migdzykomorkowej i molekularnej podtoze kannabinoidowej modulacji procesow
neurozapalnych. Moje badania objety szerokie spektrum zagadnien: od aktywacji i polaryzacji
mikrogleju, przez mechanizmy autoimmunizacyjne, az po komponenty neuroimmunologiczne
deficytoéw poznawczych w schizofrenii. Wyniki tych prac zostaty opublikowane w renomowanych
czasopismach o zasiggu migdzynarodowym. Roéwnolegle do nurtu gléwnego uczestniczylam w
projektach komplementarnych, co zaowocowalo wspotautorstwem w licznych publikacjach nie
wchodzacych w sktad osiagniecia habilitacyjnego.
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L.p.

Dane bibliograficzne publikacji

Punktacja

IF@

MNiSW@

H1

Kozela E., Pietr M., Juknat A., Rimmerman N., Levy R., Vogel Z5.
Cannabinoids A9-tetrahydrocannabinol and cannabidiol differentially
inhibit the lipopolysaccharide-activated NF-xB and interferon-f/STAT
proinflammatory pathways in BV-2 microglial cells. J Biol Chemistry,
2010. 285 (3), 1616-1626. doi: 10.1074/jbc.M109.069294

5,328

32

H2

Kozela E. # Lev N.* Kaushansky N., Eilam R., Rimmerman N., Levy R.,
Ben-Nun A., Juknat A. #, Vogel Z. #3. Cannabidiol inhibits pathogenic T
cells, decreases spinal microglial activation and ameliorates multiple
sclerosis-like disease in C57BL/6 mice. Br J Pharmacol. 2011.
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4,409
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40
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Pathways and gene networks mediating the regulatory effects of
cannabidiol, a nonpsychoactive cannabinoid, in autoimmune T cells. J

Neuroinflammation. 2016. 3;13(1):136. doi: 10.1186/s12974-016-0603-x

5,102
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H6

Kozela E. * % Haj C.# Hanu§ L., Chourasia M., Shurki A., Juknat A.,
Kaushansky N., Mechoulam R., Vogel Z. HU-446 and HU-465, Derivatives
of the Non-psychoactive Cannabinoid Cannabidiol, Decrease the
Activation of Encephalitogenic T Cells. Chem Biol Drug Des. 2016.
87(1):143-53. doi: 10.1111/cbdd.12637

2,396

25

H7

Kozela E. 3, Juknat A., Vogel Z. Modulation of Astrocyte Activity by
Cannabidiol, a Nonpsychoactive Cannabinoid. Int J Mol Sci. 2017.
31;18(8):1669. doi: 10.3390/ijms 18081669

3,687

30

HS8

Kozela E. %, Krawczyk M., Kos T., Juknat A., Vogel Z., Popik P.
Cannabidiol Improves Cognitive Impairment and Reverses Cortical
Transcriptional Changes Induced by Ketamine, in Schizophrenia-Like
Model in Rats. Mol Neurobiol. 2020. 57(3):1733-1747. doi:
10.1007/s12035-019-01831-2

5,590

100

Podsumowanie

34,351

334

Symbole:

* réwnorzedny wkiad

$ autor korespondencyjny
@ wartos¢ IF w roku ukazania si¢ publikacji; Wartosci punktowe MNiSW wg. wykazow
obowigzujacych w roku publikacji z uwzglgdnieniu zmiany systemowej skali oceniania z przedziatu 0—
50 na 0-200 pkt (rok 2018).
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4.3 Opis wkladu wlasnego w publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

[H1] Kozela E., Pietr M., Juknat A., Rimmerman N., Levy R., Vogel Z. Cannabinoids A9-
tetrahydrocannabinol and cannabidiol differentially inhibit the lipopolysaccharide-activated NF-kB
and interferon-f/STAT proinflammatory pathways in BV-2 microglial cells. Journal of Biological
Chemistry, 2010. 285 (3), 1616-1626. doi: 10.1074/jbc.M109.069294

Mo¢j wkiad w przygotowanie publikacji obejmowal sformutowanie koncepcji badawczej
dotyczacej porownania mechanizmow wewnatrzkomorkowych dziatania przeciwzapalnego gldwnych
fitokannabinoidow. Bylam odpowiedzialna za zaplanowanie, optymalizacje i realizacje catosci cyklu
eksperymentalnego, w tym (a) prowadzenie hodowli komérkowych, (b) dobor i kalibracje parametrow
w testach aktywnosci prozapalnej oraz cytotoksycznosci CBD i THC, a takze (c) analiz¢ molekularnych
mechanizméw odpowiedzi komoérkowej na kannabinoidy. Ponadto dokonalam peinej analizy
statystycznej i interpretacji wynikow, przygotowatam manuskrypt wraz z materialem ilustracyjnym i
tabelarycznym, a takze petnitam kluczowg role w procesie redakcyjnym, przygotowujac odpowiedzi na
uwagi recenzentow. Praca cytowana 244 razy (wedlug Web of Science, aktualne na dzien 25.03.2026).

[H2] Kozela E. # Lev N. #, Kaushansky N., Eilam R., Rimmerman N., Levy R., Ben-Nun A.,
Juknat A. ) Vogel Z. *. Cannabidiol inhibits pathogenic T cells, decreases spinal microglial

activation and ameliorates multiple sclerosis-like disease in C57BL/6 mice. Br J Pharmacol. 2011.
163(7):1507-19. doi: 10.1111/j.1476-5381.2011.01379.x.

Moj wklad w przygotowanie publikacji (wskazany jako rownorzedny wkiad autorski)
obejmowat wspoétautorstwo koncepcji  badawczej oraz planowanie 1 koordynacje prac
eksperymentalnych we wspolpracy z jednostkami zewngtrznymi. Moje zadania badawcze
koncentrowaly si¢ na realizacji analiz histochemicznych tkanek ex vivo oraz prowadzeniu badan in
vitro. Kluczowym elementem mojego wkladu byta integracja, analiza statystyczna oraz interpretacja
wynikow uzyskanych na ro6znych etapach projektu (model zwierzecy, komérkowy, analizy tkankowe).
Opracowalam pierwotng wersje manuskryptu oraz przygotowalam warstwe ilustracyjng (ryciny 2—8
oraz opracowanie graficzne ryciny 1). Ponadto bytam odpowiedzialna za merytoryczne przygotowanie
odpowiedzi na uwagi recenzentow w toku procesu wydawniczego w konsultacji z reszta zespotu. Praca
cytowana 166 razy.

[H3] Kozela E.5, Juknat A., Kaushansky N., Rimmerman N., Ben-Nun A., Vogel Z.
Cannabinoids decrease the thl7 inflammatory autoimmune phenotype. J Neuroimmune Pharmacol.
2013. 8(5):1265-76. doi: 10.1007/s11481-013-9493-1.

W ramach prezentowanej pracy bylam odpowiedzialna za pelny cykl badawczy, od
konceptualizacji, przez realizacje, az po analiz¢ koncowa wynikow, petlitam funkcje autora
korespondencyjnego. Kluczowym osiggnieciem o charakterze metodologicznym byta moja autorska
modyfikacja modelu in vitro stluzacego do badania autoimmunologicznych, encefalitogennych
limfocytow T. Wprowadzone zmiany pozwolily na detekcje poziomu cytokin oraz analizg interakcji
migdzykomorkowych, co stanowilo istotne rozszerzenie mozliwosci pierwotnego modelu. W toku prac
zoptymalizowalam szereg technik, w tym pomiary proliferacji limfocytow metoda radiometryczng
(*H]-tymidyna), cytometric przeptywowsg, qPCR oraz testy immunoenzymatyczne (ELISA).
Dokonatam integracji danych i analizy porownawczej, przygotowatam petng wersj¢ manuskryptu wraz
z dokumentacja graficzng oraz opracowatam odpowiedzi na uwagi recenzentéw, w konsultacji z
pozostatymi cztonkami zespotu. Praca cytowana 100 razy.
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[H4] Kozela E.%, Juknat A., Kaushansky N., Ben-Nun A., Coppola G., Vogel Z. Cannabidiol, a
non-psychoactive cannabinoid, leads to EGR2-dependent anergy in activated encephalitogenic T
cells. J Neuroinflammation. 2015. 15; 12:52. doi: 10.1186/s12974-015-0273-0.

W prezentowanej pracy petnitam role kierownika projektu oraz gldéwnego wykonawcy, co
zostalo sformalizowane statusem autora korespondencyjnego. Bylam odpowiedzialna za
opracowanie cato§ciowej koncepcji badan, w ktérej zintegrowalam autorski model komoérkowy z
metodami selekcji immunomagnetycznej. Zaprojektowatam, wykonatam i/lub nadzorowatam
wieloparametryczne analizy cytometryczne, a takze badania biochemiczne i transkrypcyjne,
wykorzystujac przy tym nowoczesne platformy bioinformatyczne do interpretacji danych. Dokonatam
integracji uzyskanych wynikow, przygotowatam manuskrypt oraz dokumentacje¢ graficzng. Jako autor
korespondencyjny samodzielnie prowadzitam proces redakcyjny, przygotowujac merytoryczne
odpowiedzi na uwagi recenzentdéw w konsultacji z innymi cztonkami zespotu. Praca cytowana 39 razy.

[H5] Kozela E.5, Juknat A., Gao F., Kaushansky N., Coppola G., Vogel Z. Pathways and gene
networks mediating the regulatory effects of cannabidiol, a nonpsychoactive cannabinoid, in
autoimmune T cells. J Neuroinflammation. 2016. 3;13(1):136. doi: 10.1186/s12974-016-0603-x

W prezentowanej pracy petilam rol¢ koordynatora projektu oraz gtdéwnego wykonawcy,
sprawujac funkcje autora korespondencyjnego. Odpowiadatam za sformutowanie koncepcji
badawczej oraz realizacje etapu eksperymentalnego, obejmujacego izolacje populacji limfocytow T i
przygotowanic mRNA do sekwencjonowania transkryptomicznego. Kluczowym aspektem mojej
aktywnos$ci bylo zarzadzanie wspotpraca migedzynarodowa z zespotem prof. Giovanniego Coppoli
(UCLA, USA). Koordynowalam proces logistyczny oraz merytoryczny, w tym transport probek i
przeptyw danych miedzy osrodkami. Samodzielnie przeprowadzilam analizy funkcjonalne z
wykorzystaniem platformy [Ingenuity Pathway Analysis (IPA) oraz dokonalam integracji danych
bioinformatycznych z wynikami walidacji biochemicznej 1 molekularnej (ELISA, gPCR).
Przygotowatam pelng strukture manuskryptu, dokumentacj¢ graficzng, materialy uzupetniajace
(Supplementary Data). Wspot-edytowalam Rycing 6 na podstawie opracowanych modutow gendow w
analizie WGCNA, wykonanej przez zespol profesora Coppoli. Jako autor korespondencyjny
przygotowatam odpowiedzi na recenzje we wspolpracy z partnerami z USA. Praca cytowana 70 razy.

[H6] Kozela E. *5, Haj C.*, Hanu§ L., Chourasia M., Shurki A., Juknat A., Kaushansky N.,
Mechoulam R., Vogel Z. HU-446 and HU-465, Derivatives of the Non-psychoactive Cannabinoid
Cannabidiol, Decrease the Activation of Encephalitogenic T Cells. Chem Biol Drug Des. 2016.
87(1):143-53. doi: 10.1111/cbdd.12637

W prezentowane] pracy pelnilam role autora korespondencyjnego oraz glownego
koordynatora badan o charakterze interdyscyplinarnym. Zaprojektowatam i wykonalam doswiadczenia
in vitro oraz dokonalam integracji wynikow pochodzacych z réznych dziedzin: syntezy nowych
pochodnych CBD, analiz wigzania receptorowego oraz zaawansowanych modelowan in silico.
Zarzadzatam merytorycznym przeptywem informacji pomiedzy wspotpracownikami z kilku wiodacych
osrodkdéw i1 zespoldw (m.in. zespoty prof. Mechoulama, dr Hanusa, dr Shurki, dr Mukesh). Dokonatam
interpretacji uzyskanych danych, przygotowatam tekst manuskryptu oraz opracowatam dokumentacje
graficzng (ryciny 2—4). Jako autor korespondencyjny zarzadzatam procesem recenzji, przygotowujac
merytoryczne odpowiedzi na uwagi recenzentoéw we wspoOlpracy z konsorcjum badawczym. Praca
cytowana 24 razy.

[H7] Kozela E. 5, Juknat A., Vogel Z. Modulation of Astrocyte Activity by Cannabidiol, a
Nonpsychoactive Cannabinoid. Int J Mol Sci. 2017. 31;18(8):1669. doi: 10.3390/ijms18081669
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W prezentowanej pracy o charakterze przegladowym dokonalam syntezy literatury,
koncentrujac si¢ na modulacji funkcji astrocytow przez niepsychotropowy CBD. Moim zadaniem byto
krytyczne omowienie aktualnego stanu wiedzy oraz wskazanie nowych kierunkéw badawczych w
obszarze modulacji neurogleju przez ten fitokannabinoid. W publikacji tej wykorzystatam do
przygotowanej przeze mnie ryciny podsumowujacej (Rycina 1) autorskie  wyniki
immunocytochemiczne uzyskane w czasie moich wczesniejszych badan astrocytéw in vitro. Jako autor
korespondencyjny sformutowalam tekst manuskryptu oraz zarzadzalam procesem redakcyjnym,
uwzgledniajac rekomendacje recenzentdw i wzbogacajac prace o istotne komentarze merytoryczne.
Praca cytowana 52 razy.

[H8] Kozela E. %, Krawczyk M., Kos T., Juknat A., Vogel Z., Popik P. Cannabidiol Improves
Cognitive Impairment and Reverses Cortical Transcriptional Changes Induced by Ketamine, in
Schizophrenia-Like Model in Rats. Mol Neurobiol. 2020. 57(3):1733-1747. doi: 10.1007/s12035-
019-01831-2

W prezentowanej publikacji peinitam funkcje koordynatora projektu oraz gléwnego
wykonawcy czesci molekularnej, sprawujac jednoczesnie role autora korespondencyjnego. Bralam
aktywny udziat w projektowaniu zalozen eksperymentu behawioralnego realizowanego przez zespot
prof. Piotra Popika (IF PAN), stuzac doradztwem w zakresie farmakologii CBD. Moim glownym
zadaniem byla realizacja wielkoskalowej analizy transkryptomicznej tkanki moézgowej szczurow
(RNA-Seq), ktorg przeprowadzitam w the Nancy and Stephen Grand Israel National Center for
Personalized Medicine (Naukowy Instytut Weizmanna, Izrael). Odpowiadalam za caly cykl
analityczny: od izolacji i kontroli jako$ci mRNA, po samodzielng analiz¢ bioinformatyczng szlakow
sygnatowych (platforma IPA) oraz walidacj¢ molekularng (qQPCR). Dokonatam pelnej integracji
wynikow behawioralnych z danymi transkryptomicznymi, przygotowatam manuskrypt wraz z
dokumentacja graficzng oraz jako autor korespondencyjny merytorycznie prowadzitam proces
redakcyjny. Praca cytowana 36 razy.
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4.4 Omowienie celu naukowego osiggni¢cia naukowego oraz otrzymanych wynikow

4.4.1 Kontekst historyczny badan nad medycznym Cannabis

Cannabis jest jedna z kilku roslin wykorzystywanych przez ludzi od tysigcleci do celow
rekreacyjnych, rytualnych oraz medycznych '. Wiedza na temat medycznego dziatania Cannabis i jego
produktéw (marihuana, haszysz) ewoluowata od anegdotycznych lecz spojnych informacji do
rygorystycznej nauki molekularnej, ktora ostatecznie przedefiniowala nasze rozumienie ludzkiej
fizjologii **. Impulsem do rozpoczgcia badah nad mechanizmami dziatania Cannabis byty, migdzy
innymi, pierwsze udane izolacje biologicznie aktywnych zwigzkéw z konopii Cannabis
(kannabinoidow), czyli kannabinolu (CBN) i kannabidiolu (CBD) *. Struktura CBD =zostala
wyjasniona dopiero w 1963 r. przez Raphaela Mechoulama i Youvala Shvo w Instytucie Weizmanna w
Izraelu 3. Prawdziwym przelomem dla nauki o medycznym zastosowaniu Cannabis byt rok 1964, w
ktorym Raphael Mechoulam i Yehiel Gaoni wyizolowali 1 okreslili strukture A9-
tetrahydrokannabinolu (THC), gtéwnego psychoaktywnego sktadnika rodliny ¢. THC na diugo
pozostal synonimem bioaktywnos$ci Cannabis. Kolejne dekady przyniosty odkrycie i doglebne opisanie
endogennego systemu kannabinoidowego w tym receptora CB1 w mézgu ssakow 7 oraz receptora CB2
w komoérkach odpornosciowych ®. Nastepnie, zespot Mechoulama (wtedy juz pracujacy na
Uniwersytecie Hebrajskim w Jerozolimie) wyizolowatl z tkanek glowne endogenne ligandy
(endokannabinoidy), czyli anandamid ° oraz 2-arachidonyloglicerol (2-AG, wspdlnie z grupg Zvi Vogla
z Naukowego Instytutu Weizmanna) '°. Kolejne lata przyniosly opisanie syntezy i metabolizmu
1112 oraz pozostalych ligandéw endogennych. Sktadowe te objete zostaty wspdlng
nazwg kannabinoidomu, ze wzgledu na swoja ztozong strukture, wielo$¢ elementdw, sie¢ powiazan i

endokannabinoidow

regulacje (ang. endocannabinoidome, expanded endocannabinoid system czyli rozszerzony uklad
endokannabinoidowy) 3.

Obecnie wiadomo, ze THC jest ligandem receptoréw CB1 i CB2 ,,nasladujacym” endogenny
anandamid '*. THC jako ligand obu receptoréw, przez dtugie lata stanowil modelowy zwigzek w
badaniach nad wla$ciwosciami i potencjalem terapeutycznym Cannabis. Selektywne uzycie THC
przystuzyto si¢ do doglebnego opisania zlozonego uktadu endokannabinoidowego a rownoczes$nie
pozwolito na szerokie i rygorystycznie udokumentowanie i wyjasnienie wilasciwosci THC, np.
wykazanie, ze jego dzialanie psychoaktywne jest mediowane przez neuronalne receptory CB1. W
licznych modelach zwierzgcych i klinicznych potwierdzono dziatanie przeciwbolowe THC, jego wpltyw
na percepcj¢ i procesy sensoryczne, pami¢¢ i uczenie si¢, emocje, apetyt, jak réwniez dziatanie
przeciwzapalne i neuroprotekcyjne >!°. Badania nad THC przyczynily si¢ do sformutowania koncepcji,
zgodnie z ktorg uktad endokannabinoidowy pehi funkcje nadrzgdnego systemu homeostatycznego.
Gltowne role uktadu endokannabinoidowego zostaly w przekonujacym uproszczeniu przedstawione
jako dzialania obejmujace zasady ,,odpoczywaj, jedz, $pij, zapominaj i chron” 12, Dysfunkcja tego

uktadu moze przyczynia¢ si¢ do wielu rozlegtych standéw patologicznych '!7.

Badania nad fitokannabinoidami i systemem endokannabinoidowym zbiegly si¢ w czasie z
przetomem w neurobiologii, polegajacym na opisaniu niezwykle ciekawej komunikacji miedzy OUN a
uktadem odpornosciowym, zarowno peryferyjnym, jak i rezydujacym i funkcjonujacym w moézgu, pod
postaciag komorek mikrogleju '®!° (Schemat 1). Dynamiczny i fascynujacy rozwdj tej dziedziny,
neuroimmunologii '®!°, pozwolit opisa¢, ze THC wykazuje dzialanie neuroprotekcyjne i

20-24

przeciwzapalne w modelach chorob neurodegeneracyjnych i autoimmunologiczny , a nawet

neuropsychiatrycznych '°,
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Schemat 1. Rola komérek mikrogleju w procesach neurozapalnych i homeostatycznych (neuroprotekeji) w
tkance oSrodkowego ukladu nerwowego (OUN). Schemat utworzony w oparciu o Biorender.com

Badania nad modulacja proceséw neuroimmunologicznych i neurozapalnych przez
kannabinoidy stanowity dla mnie wowczas fascynujacg dziedzing nauki. Ta ciekawos$¢ zmotywowata
mnie o do ubiegania si¢ o stypendium podoktorskie w Naukowym Instytucie Weizmanna w Izraelu w
grupie profesora Zvi Vogla z Zaktadu Neurobiologii, jednego z pionierow badan nad Cannabis i
ukladem kannabinoidowym (a wcze$niej opioidowym). Po przyznaniu mi tego prestizowego
stypendium przez Feinberg Graduate School w Instytucie Naukowym Weizmanna, staz podoktorski
rozpoczgtam w lutym 2007 roku. Praca w zespole profesora Vogla byla dla mnie niezwykle
inspirujagcym doswiadczeniem, a jego state merytoryczne wsparcie oraz motywujaca postawa staly sie
fundamentem mojego dalszego rozwoju naukowego. Ta udana wspodtpraca, wykraczajaca poza ramy
jednego laboratorium, zaowocowata rowniez synergia badawcza migdzy kilkoma zespotami, w tym z
zespolem profesora Mechoulama. Wyniki tych badan skladaja si¢ na trzon przedstawionej
rozprawy habilitacyjnej.

4.4.2 Potencjal terapeutyczny CBD: od nieaktywnego fitokannabinoidu do wielocelowego
modulatora ukladu endokannabinoidowego

Kannabidiol (cannabidiol, CBD) stanowi drugi pod wzgledem zawartosci fitokannabinoid
wystepujacy w Cannabis. Zwigzek ten nie oddziatuje bezposrednio z ortosterycznymi miejscami
wigzania receptoréw kannabinoidowych CB1 i CB2, w konsekwencji nie wykazuje dziatania
psychotropowego mediowanego przez mézgowe CB1 4. Paradoksalnie, z tego wzgledu przez wiele lat
CBD pozostawal poza glownym nurtem zainteresowan naukowych i biomedycznych, funkcjonujac
jako substancja uznawana za farmakologicznie nieaktywna i fitokannabinoid pozbawiony istotnego
znaczenia terapeutycznego 2. Stan ten utrzymywal si¢ pomimo wczesnych, pionierskich doniesien z lat
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70-tych zespotu Elisaldo Carlini z Brazylii, juz wtedy dokumentujacych przeciwdrgawkowe oraz

D 27 Zmiana nastgpila po kolejnej przelomowej pracy

przeciwpsychotyczne witasciwosci CB
zespolow Mechoulama i Marca Feldmanna (Kennedy Institute of Rheumatology, London, UK), ktérych
wspolne badania wykazaly, ze podawanie CBD myszom z indukowanym kolagenem zapaleniem
stawow (ang. murine collagen-induced arthritis (CIA), poprawito obraz kliniczny choroby i
zahamowalo procesy zapalne 8. Praca ta zapoczatkowala ,,renesans” zainteresowania CBD, prowadzac
do intensywnych badan nad jego potencjalem terapeutycznym w obszarach takich jak epilepsja
lekooporna, zaburzenia lgkowe, choroby neurodegeneracyjne, bol czy stany zapalne '°2°??, Obecnie, w
oparciu o modele zwierzgce 1 prace kliniczne, wiadomo, ze CBD posiada wiasciwosci przeciwlekowe,
przeciwdepresyjne, przeciwpsychotyczne, przeciwdrgawkowe, przeciwwymiotne, przeciwutleniajace,
przeciwzapalne oraz przeciwnowotworowe >2°. Jedna z najciekawszych wlasciwosci CBD, jest jego
zdolno$¢ do antagonizowania (przeciwdziatania) efektow THC '>°,

Nastepujace pozniej badania nad CBD przyniosty ogromny postep w zrozumieniu ztozonej
farmakologii tego zwigzku. CBD ma zdolno$¢ do modulacji licznych ukladéw sygnatowych
niezaleznych od klasycznych receptorow kannabinoidowych. Tym samym, badania z uzyciem CBD
przedefiniowaly nasze pojgcie o systemie endokannabinoidowym 1 wsparly uznanie jego
,rozszerzonej” wersji okreslanej nazwa kannabidiomu !*. Wykazano, ze CBD oddziatuje z wieloma
celami molekularnymi, zaleznie od modelu badawczego . Gldéwne mechanizmy obejmuja: (i)
modulacj¢ receptorow kannabinoidowych i pokrewnych: bezposrednie i posrednie dzialanie na receptor
CBI (jako ujemny modulator allosteryczny), CB2, GPR55 oraz GPR18; (ii) wplyw na kanaty jonowe,
receptory przejsciowego potencjatu (TRP): np. TRPVI, TRPV2, TRPA1 i TRPMS, nalezace do
,»Tfozszerzonego” uktadu endokannabinoidowego; (iii) interakcje z receptorami i enzymami spoza
uktadu endokannabinoidowego: receptory serotoninowe 5-HT1A, jadrowe PPARY, wptyw na enzymy
metabolizujace endokannabinoidy (np. hydrolaza amidow kwasow tluszczowych — FAAH), kaskadg
kwasu arachidonowego (AA), sygnalizacje tlenku azotu (NO), cytokiny, $ciezki redoks oraz

mechanizmy apoptozy 3133031,

Podsumowujac, CBD jako substancja niepsychotomimetyczna, stalo si¢ niezwykle
atrakcyjnym obiektem badan a jego liczne punkty uchwytu podkreslity plejotropowe dziatanie CBD,
wykraczajgce poza klasyczny system kannabinoidowy '*. Tym samym CBD zyskat status obiecujgcego
kandydata, ktory w wielu obszarach medycyny mogtby stanowi¢ bezpieczniejszg alternatywe nie tylko
dla kontrowersyjnego, odurzajacego THC, ale tez innych zwiazkow 1 terapii.

4.4.3 Cel naukowy osiagniecia habilitacyjnego

Opisywane przeze mnie osiagniecie badawcze, jest istotna czesScia intensywnych prob
zrozumienia dzialania CBD i innych, naturalnych oraz syntetycznych kannabinoidéw, w
procesach neurozapalnych. Prezentowane osiggnigcie habilitacyjne stanowi podsumowanie cyklu
badan przeprowadzonych przeze mnie w ramach stazu podoktorskiego w Instytucie Naukowym
Weizmanna w Rehovot (Izrael), kontynuowanego na Uniwersytecie w Tel Awiwie oraz podczas pracy
na stanowisku asystenta naukowego (ang. research associate) w tym ostatnim osrodku. Badania te
realizowane byly w laboratoriach profesora Zvi Vogla (Department of Neurobiology, Weizmann
Institute of Science oraz w The Dr. Miriam and Sheldon G. Adelson Center for the Biology of Addictive
Diseases, Tel Aviv University).

Przedstawiona w niniejszym autoreferacie dziatalno§¢ naukowa, obejmuje spojny tematycznie
cykl publikacji poswigcony identyfikacji migdzykomorkowych, komoérkowych i molekularnych
mechanizmoéw modulacji proceséw neurozapalnych przez kannabinoidy, ze szczegdlnym
uwzglednieniem niepsychotomimetycznego CBD. Moje badania koncentrowaty si¢ na schorzeniach
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OUN o istotnym znaczeniu klinicznym i spolecznym, takich jak stwardnienie rozsiane (multiple
sclerosis, MS), schizofrenia, a w dalszym ciggu moich badan, depresja (nie wchodzacych w sktad tego
osiggniecia habilitacyjnego ale omoéwionych w uzupelieniu do niego). Zaprojektowany i
konsekwentnie realizowany przeze mnie cykl badan opieral si¢ na wieloetapowym podejsciu
eksperymentalnym, obejmujacym zastosowanie uzupelniajacych si¢ modeli badawczych oraz
szerokiego spektrum nowoczesnych technik molekularnych, komorkowych i biochemicznych.
Pelitam wiodaca role w projektowaniu i interpretacji badan, ktore zrealizowano przy wspotudziale
wskazanych nizej naukowcow i grup badawczych:

e Profesor Zvi Vogel i jego zespot dr Ana Juknat, Rivka Levy, Maciej Pietr (zmart w 2009), dr
Neta Rimmerman, Neurobiogy Department, Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel

e Dr Nirit Lev, Neurology Department, Rabin Medical Center, School of Medicine, Tel Aviv
University, Tel Aviv, Israel [H2],

e Dr Raya Eilam, Histology Department, Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel [H2]

e Dr Nathali Kaushansky [H2, H3, H4, HS, H6] i profesor Avraham Ben-Nun ([H2, H3, H4|,
zmart w 2019), Immunology Department, Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel

e Profesor Giovanni Coppola [H4, H5] oraz Mrs Fuying Gao [HS], Departments of Psychiatry
and Neurology, Semel Institute for Neuroscience and Human Behavior, David Geffen School
of Medicine, University of California, Los Angeles, CA 90095, USA

e Dr Christeene Haj, Dr Lumir Hanus, Dr Avital Shurki, Profesor Raphael Mechoulam (zmart w
2023), Institute for Drug Research, Faculty of Medicine, Hebrew University of Jerusalem,
Jerusalem, Israel [H6]

e Dr Mukesh Chourasia, Department of Pharmacoinformatics, National Institute of
Pharmaceutical Education and Research, Hajipur, Bihar, India [H6]

e Dr Tomasz Kos, Mgr Martyna Krawczyk, Profesor Piotr Popik, Zaktad Neurobiologii
Behawioralnej i Badania Nowych Lekow, Instytut Farmakologii, Polska Akademia Nauk,
Krakéw, Polska [HS]

Szczegotowe okreslenie wkladu wspoétautorow w publikacje H1-H8 zostaty zawarte w oswiadczeniach
wspotautorow i dotaczone w formie zalacznikow. Ze wzglgdu na trudnosci w uzyskaniu oswiadczen od
kilku wspoétautorow wynikajace z braku aktualnych danych kontaktowych (i pomimo podj¢tych prob)
lub zakonczenia przez nich aktywnos$ci zawodowej, jako autor korespondencyjny prac H3-HS8 deklaruje
petng odpowiedzialno$¢ za wykazany wktad autorski oraz stron¢ merytoryczng tych publikacji.

* podane adresy, nazwy laboratoriow i/lub jednostek naukowych odnoszq sie do miejsca pracy badaczy
w czasie wykonywania omawianych publikacji (ang. affiliation).
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4.4.4 Skrocony opis osiagniecia habilitacyjnego

W wyniku podjetych badan jako pierwsza wykazalam istotne i interesujace rdéznice w
mechanizmach dziatania przeciwzapalnego pomiedzy THC a CBD w mikrogleju, kluczowej populacji
komorek odpornosciowych OUN [H1]. Ponadto, we wspotpracy z zespotem neurologow z Kliniki
Neurologii Szkoty Medycznej Uniwersytetu w Tel Awiwie (dr Nirit Lev, Department of Neurology Meir
Medical Center), jako pierwsi wykazaliSmy przeciwzapalne, tym samym neuroprotekcyjne dziatanie
CBD w mysim modelu choréb autoimmunologicznych, konkretnie modelu stwardnienia rozsianego
[H2]. Zaintrygowana tymi wynikami, podjetam wieloletnia probe scharakteryzowania molekularnego
mechanizmu przeciwneurozapalnego dziatania CBD [H2, H3, H4, H5, H7]. W tym celu, we
wspotpracy z zespotem prof. Avrahama Ben-Nuna i dr Nathali Kaushansky z Zaktadu Immunologii
Instytutu Weizmanna, wykorzystatam model in vitro oparty na hodowlach encefalitogennych
limfocytow T swoistych dla biatka oligodendrocytow. Stosujac autorskie modyfikacje tego modelu oraz
interdyscyplinarne techniki analityczne, (w tym wysokoprzepustowa transkryptomike we wspotpracy z
profesorem Giovanni Coppola, UCLA, CA, USA), opisalam unikalne wlasciwosci CBD
odpowiedzialne za jego dziatanie przeciwzapalne [H3, H4, H5, H6]. Moje badania dowiodly, ze
zwiazek ten nie dziata tylko poprzez ogdlne (czesto cytotoksyczne) hamowanie reakeji prozapalne;,
lecz poprzez precyzyjna modulacje i wzmacnianie endogennych mechanizméw wygaszania stanu
zapalnego [H4, H5]. Rownolegle, we wspotpracy z grupa prof. Raphacla Mechoulama z Jerozolimy,
badalam w opisanym modelu komoérkowym syntetyczne pochodne CBD, szukajac zwigzkow o
ulepszonym profilu farmakologicznym [H6]. W sklad obecnego osiagniecia wchodzi rowniez praca
dotyczaca molekularnych mechanizmow prokognitywnych efektow CBD w szczurzym modelu
schizofrenii, realizowana we wspotpracy z zespotem profesora Piotra Popika z [F PAN [H8]. W oparciu
0 zaawansowane analizy transkryptomiczne OUN, w pracy tej wykazatam, ze poprawa funkcji
poznawczych po podaniu CBD koreluje ze zmianami w obrgbie neurogleju i angazuje biatka
odpowiedzi immunologicznej i immunoregulacyjnej [H8]. Wyniki moich badan sklonity mnie tez do
napisania pracy przegladowej, w ktorej opisuj¢ potencjalng role astrocytow, najwigkszej populacji
komorek glejowych w mozgu, w przeciwneurozapalnych i neuroprotekcyjnych whasciwosciach CBD
[H7].

Podsumowujac, moje osiagniecie naukowe polega na wykazaniu niekonwencjonalnego
mechanizmu dziatania niepsychotropowego kannabinoidu, CBD, ktéry poprzez regulacje aktywnosci
neurogleju oraz komoérek o potencjale neurotoksycznym, wykazuje silne dzialanie przeciwzapalne,
immunoregulacyjne, tym samym neuroprotekcyjne i prokognitywne, chronigc integralno$¢
funkcjonalng OUN.

4.4.5 Omoéwienie wynikow badan

[H1] Kozela E., Pietr M., Juknat A., Rimmerman N., Levy R., Vogel Z. Cannabinoids A9-
tetrahydrocannabinol and cannabidiol differentially inhibit the lipopolysaccharide-activated NF-kB
and interferon-f/STAT proinflammatory pathways in BV-2 microglial cells. Journal of Biological
Chemistry, 2010. 285 (3), 1616-1626. doi: 10.1074/jbc.M109.0692.

Owczesne doniesienia literaturowe wskazywaly, ze kannabinoidy, gléwnie psychoaktywny
THC, wykazuja istotny potencjat przeciwzapalny w modelach in vitro 1 in vivo, zmniejszajac
dojrzewanie, proliferacje, migracje, adhezj¢ oraz wydzielanie cytokin przez aktywowane komorki
uktadu odpornosciowego 3%,

neurodegeneracyjnym, w tym stwardnienie rozsiane (SM), choroba Alzheimera oraz choroba

Wtlasciwosci te wykazano dla kilku schorzen o podtozu
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Parkinsona 34,

wewnatrzkomoérkowe mechanizmy odpowiedzialne za to dziatanie pozostaly niewyjasnione.

W niniejszej pracy [H1] podjetam probe scharakteryzowania aktywnosci dwoch gtownych
fitokannabinoidow, THC oraz CBD. Wykorzystujac lini¢ komérkowg mysiego mikrogleju (BV-2 %)
stymulowang lipopolisacharydem (LPS), przeanalizowatam kaskade procesow immunologicznych na

Mimo  udokumentowanego  potencjalnego  wplywu  terapeutycznego,

trzech poziomach, (i) sekrecji: uwalniania mediatoréw zapalnych (cytokin) przez komorki mikrogleju.
(i) sygnalizacji: zmian w aktywacji bialek wewnatrzkomdrkowych stanowigcych szlaki prozapalne
mikrogleju, (iii) transkrypcji: modulacji ekspresji genéw (mRNA) mikrogleju.

Moje badania wykazaly, ze zarowno THC, jak i CBD skutecznie hamujg produkcj¢ oraz
uwalnianie kluczowych cytokin prozapalnych: interleukiny 1p (IL-1B), interleukiny 6 (IL-6, Rycina
H1-1) oraz interferonu B (IFNB) (Rycina H1-2). Co istotne, wykazatam, ze dzialanie to zachodzi
niezaleznie od klasycznych receptorow kannabinoidowych CB1 i CB2, a takze nie angazuje receptorow
wrazliwych na abnormal-CBD, syntetyczny izomer CBD [H1].
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Rycina H1-1. THC i CBD zmniejszaja indukowane przez LPS uwalnianie cytokin IL-1§ oraz IL-
6 z komorek mikrogleju BV-2. BV-2 poddano 2-godzinnej inkubacji wstgpnej z THC lub CBD w
podanych stezeniach, a nastgpnie aktywowano przez 4 godziny LPS (100 ng/ml). Pomiar IL-1f (A)
oraz IL-6 (B) w supernatancie metoda ELISA. Symbole: * versus BV-2 aktywowane LPS.
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Rycina H1-2. THC i CBD zmniejszaja indukowane przez LPS uwalnianie IFNB z komorek
mikrogleju BV-2. Warunki eksperymentu jak dla Ryciny H1-1, THC lub CBD 10 uM. Stgzenie IFNf
oznaczono metodg ELISA. Symbole: * versus BV-2 aktywowane LPS.

Kluczows i najciekawszg obserwacja byt fakt, ze THC i CBD modulujg stan zapalny poprzez
jedynie cze$ciowo pokrywajace si¢ szlaki sygnalowe. Zaréwno THC jak i CBD ingeruja w o$
prozapalng TRIF/IFN/STAT *¢, prowadzac do supresji czynnika transkrypcyjnego, przekaznika sygnatu
i aktywatora transkrypcji STATI (Rycina HI1-3). Moje analizy wskazaly jednak, ze CBD
charakteryzuje si¢ szerszym spektrum aktywnosci molekularnej niz THC. Jego unikalno$¢ opiera sig
na dwoch dziataniach: (i) silniejszej od THC inhibicji szlakow prozapalnych czyli hamowaniu
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fosforylacji podjednostki p65 czynnika NF-xB, bedacego glownym regulatorem odpowiedzi
immunologicznej (Rycina H1-4) oraz (ii) aktywacji mechanizmow homeostatycznych -
zaobserwowatam, ze wytacznie CBD indukuje wzrost fosforylacji bialka czynnika transkrypcyjnego
STAT3 (Rycina H1-5).
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avepe e P e
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Rycina H1-4. CBD, lecz nie THC, redukuje indukowang przez LPS fosforylacje¢ podjednostki p65 czynnika
NF-kB. Komorki poddano 2-godzinnej inkubacji wstepnej z CBD lub THC w podanych stezeniach, a nastgpnie
aktywacji LPS (100 ng/ml) przez 15 minut. Analiza Western blot poziomu fosfo-p65 (Ser-536, P-p65) czynnika
NF-kB. Et — etanol, rozpuszczalnik kannabinoidow w réwnowaznym st¢zeniu.
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Rycina H1-5. CBD zwig¢ksza indukowana przez LPS fosforylacje biatka STAT3. Komoérki BV-2 poddano
inkubacji wstepnej z THC lub CBD w roznych stezeniach przed dodaniem LPS. (A) Reprezentatywne wyniki
Western blot dla pSTAT3 (Tyr-705) i catkowitego STAT3. Panele (B, C) przedstawiaja wzgledne i usrednione
poziomy fosforylacji STAT3 dla LPS (B, 2 godziny LPS, C, 4 godziny). Symbole: * versus LPS. Et — etanol.

Biatko STAT3 jest mediatorem tzw. odpowiedzi przeciwzapalnej. Aktywowany STAT3
translokuje do jadra komodrkowego, gdzie blokuje transkrypcje genéw prozapalnych (np. TNFa lub IL-
6) i promuje ekspresje genow ochronnych/przeciwzapalnych (mechanizm negatywnego sprzezenia
zwrotnego) ¥. Potwierdzeniem tej tezy jest zaobserwowany przeze mnie w obecnoéci CBD istotny
spadek poziomu mRNA dla genu Socs3 (ang. Suppressors of Cytokine Signaling, negatywny regulator
biatlek STAT, szczegdlnie STAT3) oraz chemokiny CCL2 3¢, Hamowanie CCL2 przez CBD ma
kluczowe znaczenie kliniczne, poniewaz ogranicza nasilang przez CCL2 chemotaksje obwodowych
limfocytow T do osrodkowego ukladu nerwowego, tym samym hamujac rozprzestrzenianie si¢
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neurozapalenia. Ta ostatnia obserwacja moze wyjasni¢ efekt CBD zmniejszajacy infiltracj¢ limfocytow
T do rdzenia kregowego myszy EAE, opisany przeze mnie w publikacji [H2].

Podsumowujac, uzyskane przez ze mnie dane dowodza, ze cho¢ oba badane fitokannabinoidy
wykazuja silny potencjat neuroimmunomodulacyjny, to CBD wywiera to dziatanie przez dualistyczny
mechanizm, (i) CBD ingeruje w sygnaly prozapalne (NF-xB, STATI1) ale tez (ii) nasila naturalne
procesy immunomodulacyjne poprzez o§ STAT3.

[H2] Kozela E. * Lev N. #, Kaushansky N., Eilam R., Rimmerman N., Levy R., Ben-Nun A.,
Juknat A. * Vogel Z. *. Cannabidiol inhibits pathogenic T cells, decreases spinal microglial
activation and ameliorates multiple sclerosis-like disease in C57BL/6 mice. Br J Pharmacol. 2011.
163(7):1507-19. doi: 10.1111/j.1476-5381.2011.01379.x.

Stwardnienie rozsiane (SM; ang. Multiple Sclerosis, MS) jest jedna z najlepiej
scharakteryzowanych chorob neurodegeneracyjnych, w ktorych kluczows role odgrywa proces zapalny
i neurozapalny *®. W patogenezie SM autoreaktywne (encefalitogenne) limfocyty T migrujg do OUN,
inicjujac procesy cytotoksyczne, w tym demielinizacje, $mier¢ oligodendrocytow oraz degeneracje
aksonoéw. Prowadzi to do wystgpienia objawow neurologicznych (klinicznych) i postepujacej
niepelnosprawnosci. Istotnym elementem tej kaskady jest mikroglej, ktory pod wpltywem
naptywajacych do OUN limfocytéow ulega aktywacji. Poprzez uwalnianie cytokin i chemokin oraz
ciagly prezentacje autoantygendw, mikroglej nasila rekrutacje limfocytoéw T i ich polaryzacje w
kierunku fenotypow prozapalnych (znanych jako T helper 1 [Th1]1Th17), co potgguje proces destrukcji
mieliny ** (Schemat 2). Modele cksperymentalne SM potwierdzily wcze$niej, ze ograniczenie
aktywnos$ci mikrogleju tagodzi przebieg choroby, co wskazuje na jego kluczowsg role w inicjacji i
progresji MS ¥.

Naczynie krwionosne
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Schemat 2. Graficzne przedstawienie procesé6w zapalnych i neurozapalnych prowadzacych w SM do
demielinizacji, neurotoksycznosci i dysfunkcji OUN. Skroty: BBB — ang. blood brain barrier, bariera krew-
mobzg, OUN — osrodkowy uklad nerwowy. Schemat powstal w oparciu o Biorender.com.
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Celem publikacji [H2] byto sprawdzenie czy CBD moze zahamowa¢ rozwdj SM w modelach
zwierzecych tej choroby. W publikacji [H2] przedstawiam wyniki eksperymentéw, w ktorych
wykorzystatam mysi model eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia mozgu i rdzenia
(ang. Experimental autoimmune encephalitis [EAE] *°). W modelu tym obwodowa immunizacja myszy
szczepu C57BL/6 peptydem 35-55 glikoproteiny mieliny oligodendrocytow (MOGss.ss) prowadzi do
szybkiej, postepujacej demielinizacji OUN i objawow klinicznych imitujacych SM. Podawanie CBD w
fazie efektorowej EAE istotnie tagodzito przebieg kliniczny i postep choroby u myszy [H2], hamowato
proliferacje encefalitogennych limfocytoéw T (Rycina H2-1) oraz ograniczato aktywacj¢ mikrogleju
(Rycina H2-2).
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Rycina H2-1. CBD lagodzi wywolana w modelu EAE infiltracje limfocytéw T CD3+ do rdzenia kregowego
myszy. Barwienie limfocytow CD3+ w istocie bialej rdzenia kregowego myszy z EAE. (A) Myszy z EAE, (B)
EAE + CBD. (C) srednie ekspresji CD3+ w grupach. Symbole: * versus grupa kontrolna (Ctrl), # versus EAE.
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Rycina H2-2. CBD redukuje podwyzszona przez iniekcje MOG:3s.ss aktywacje mikrogleju w rdzeniach
kregowych myszy w modelu EAE. (A, B) Reprezentatywne barwienia mikrogleju na Iba-1 (marker aktywacji
mikrogleju) w rdzeniu krggowym. (C) Usrednione wartosci ekspresji Iba-1 u myszy kontrolnych (Ctrl) oraz
myszy z EAE leczonych i nieleczonych CBD. Symbole: * versus Ctrl, # versus EAE.

Podania CBD skutkowaly rowniez zmniejszong utrata aksoné6w w rdzeniu kregowym myszy
EAE [H2]. Dzialanie CBD opisane przy pomocy technik histochemicznych potwierdzitam pdzniej w
warunkach in vitro, gdzie inkubowalam aktywowane autoreaktywne, encefalitogenne limfocyty
pamigciowe Tmoc z CBD (1-10 uM). Inkubacja z CBD prowadzita do istotnego, dawkozaleznego
zmniejszenia proliferacji Tmoc W odpowiedzi na auto-antygen (Rycina H2-3). Uzywajac selektywnych
antagonistow receptorow CB1 i CB2 (odpowiednio zwigzki SR141716 lub SR144528), wykazatam, ze
efekt CBD jest niezalezny od glownych receptoréw kannabinoidowych [H2].
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Rycina H2-3. CBD hamuje proliferacje encefalitogennych limfocytéw Twyoc indukowana przez autoantygen
MOGs3s.ss. Proliferacje mierzono metodg inkorporacji [*H]-tymidyny. Symbole: * versus MOG (dawka 0).

Podsumowujac, opisane przeze mnie w publikacji [H2] wyniki, po raz pierwszy wskazaly na
neuroprotekcyjne 1 przeciwzapalne dzialanie niepsychotropowego fitokannabinoidu CBD w
zwierzecym modelu SM. W publikacji tej, opisatam roéwniez po raz pierwszy redukcje ekspansji
autoreaktywnych, encefalitogennych limfocytow T w odpowiedzi na CBD.

[H3] Kozela E., Juknat A., Kaushansky N., Rimmerman N., Ben-Nun A., Vogel Z.
Cannabinoids decrease the thl7 inflammatory autoimmune phenotype. J Neuroimmune Pharmacol.
2013. 8(5):1265-76. doi: 10.1007/s11481-013-9493-1.

Patologie autoimmunologiczne, w tym SM/EAE, sa wywotywane przez specyficzne podgrupy
limfocytow T, zwane pamieciowymi limfocytami T #°. Te auto-reaktywne limfocyty T sg blednie
pobudzane przez komorki prezentujace antygen (ang. Antigen presenting cells [APC]) do atakowania
wiasnych komorek organizmu, co prowadzi do degeneracji tkanek i rozwoju chordb, takich jak
cukrzyca typu I, reumatoidalne zapalenie stawow czy wlasnie SM. Pamigciowe limfocyty T wykazuja
wysoki potencjat proliferacyjny w odpowiedzi na wiasne antygeny (jak pokazatam w publikacji [H2]),
wraz z silnymi patogennymi funkcjami efektorowymi kontrolowanymi przez specyficzne szlaki
sygnatowe .

Celem kolejnych badan, bylo sprawdzenie czy gléwne fitokannabinoidy moga zahamowaé
aktywacje patogennych, autoreaktywnych limfocytow T. W publikacji [H3] (podobnie jak w [H2])
wykorzystatam auto-reaktywna lini¢ limfocytéw encefalitogennych T specyficznych wobec peptydu
MOGs3s-s55 (Tmog). Komorki Twmog wykazuja ekspresje receptoréw specyficznych dla MOGss_ss i
proliferacje w odpowiedzi na stymulacje tym peptydem (model in vitro opracowany przez Avrahama
Ben-Nun z Instytutu Weizmanna *°, wspolautora publikacji [H2, H3]). Autoimmunologiczne
pamigciowe limfocyty T (takze te atakujagce ostonke mielinowg i prowadzace do rozwoju SM)
wydzielaja interleukine (IL)-17 w sposéb zalezny od receptora RORyt oraz przekaznika sygnatu i
aktywatora transkrypcji 3 (STAT3). Komorki te zostaly zdefiniowane jako autoimmunologiczny
fenotyp Th17 34!, Transfer tych encefalitogennych Tmog do zdrowych zwierzat wywotuje szybkie i
cigzkie objawy eksperymentalnego autoimmunologicznego zapalenia mézgu i rdzenia (ang. passive
EAE) ¥ a ponowna aktywacja spoczynkowych, krazacych pamigciowych limfocytow T przez antygen
moze przyczynia¢ si¢ do nawrotdw choroby w jej postaciach rzutowo-remisyjnych. Wysoka
patogenno$¢ tych limfocytdéw wynika z ich zdolnosci do przekraczania bariery krew—mozg oraz
amplifikacji odpowiedzi immunologicznej, t.j., rekrutowania innych komorek odpornosciowych, takich
jak monocyty, mikroglej czy endogenne limfocyty B (CD19+) specyficzne wobec MOGss_ss, co
przyspiesza produkcje autoprzeciwciat. Takie autoreaktywne populacje pamigciowych limfocytow T
stanowig wiec wazny cel w poszukiwaniu terapii choroéb autoimmunologicznych i innych zaleznych od
limfocytow T 38,
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Wplyw kannabinoidéw na te swoiste, pamigciowe limfocyty T pozostawal stabo poznany.
Obiecujaca obserwacjg byt wynik przedstawiony w publikacji [H2] (Rycina H2-3), pokazujacy, ze CBD
silnie hamuje proliferacje limfocytow Tmoc juz w niskich/umiarkowanych stezeniach (1-5 pM). Co
wazne, w pierwotnej wersji modelu aktywacji limfocytow Tmoc nie byta mozliwa detekcja cytokin w
odpowiedzi na stymulacje MOGssss. Detekcje cytokin umozliwita dopiero moja autorska
modyfikacja tego modelu in vitro. Kluczowym rezultatem tej modyfikacji byt fakt, ze stymulacja
limfocytow Tmoc W obecnosci komorek prezentujacych antygen, prowadzila tez do znaczacego wzrostu
produkcji i wydzielania IL-17, markera fenotypu Th17 i choréb autoimmunologicznych *!.

W niniejszej pracy [H3] wykazalam, ze psychoaktywny THC oraz niepsychoaktywny CBD
znaczaco obnizaja aktywno$¢ fenotypu Th17. Zaobserwowalam, ze CBD i THC silnie i zaleznie od
dawki (0.1-5 uM) hamuja syntez¢ (mRNA) i wydzielanie (biatko) cytokiny IL-17 (Ryciny H3-1 i H3-
2) oraz zmniejszajg ekspresjc mRNA (Rycina H3-2) i biatka IL-6 [H3], kluczowego czynnika w
indukcji fenotypu Th17 #!. Podanie CBD silnie zwigkszalo takze poziom przeciwzapalnej cytokiny IL-
10 (Rycina H3-2). Co cickawe, CBD i THC nie wptywaty na poziomy mRNA TNFa ani IFNy (Rycina
H3-2), co wskazuje na wybidrczg modulacje wydzielania cytokin i regulacji szlakow zapalnych przez
te zwigzki. Mechanizm receptorowy hamowania wydzielania IL-17 przez oba kannabinoidy nie
angazowat receptorow CB1, CB2, PPARY, 5-HT1A ani TRPV1, co wykazatam stosujac selektywnych
antagonistow tych receptorow [H3].
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Rycina H3-1. CBD i THC zmniejszaja wydzielanie cytokiny IL-17 przez aktywowane limfocyty Twmog.
Encefalitogenne limfocyty T stymulowano MOGss.ss przez 24 godziny w obecnosci APC, wraz z CBD lub THC
w podanych stezeniach. Poziom IL-17 zbadano metoda ELISA. Symbole: * versus Tmoc/APC aktywowane
MOGss.ss.
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Rycina H3-2. Wplyw CBD i THC na poziomy mRNA cytokin w aktywowanych Tmog. Kultury komorkowe
Twmoc/APC stymulowano MOGss.ss przez 8 godzin w obecnosci lub bez CBD lub THC. Poziomy mRNA
oznaczono metodg qPCR: (a) IL-17A, (b) IL-6, (¢) TNFa, (d) IFNy, oraz (e) IL-10. Symbole: # versus grupa
kontrolna; * versus Tmoc/APC aktywowane wyltacznie MOGss.ss.

Podsumowujac, w tej czesci omawianego osiagnigcia naukowego [H3] wykazatam, ze
fitokannabinoidy THC i CBD skutecznie zmniejszajg aktywnos¢ fenotypu Th17, specyficznego dla
choréb autoimmunologicznych, w tym SM.

[H4] Kozela E.*, Juknat A., Kaushansky N., Ben-Nun A., Coppola G., Vogel Z. Cannabidiol, a
non-psychoactive cannabinoid, leads to EGR2-dependent anergy in activated encephalitogenic T
cells. J Neuroinflammation. 2015. 15; 12:52. doi: 10.1186/s12974-015-0273-0.

W uprzednio opisanej pracy [H3] wykazalam, ze niepsychoaktywny CBD ostabia funkcje
encefalitogennych komorek Thl17, t.j. zmniejsza produkcje i uwalnianie IL-17 i IL-6 przez komorki
Twmoc. W publikacji [H4] podjetam probe opisania mechanizméw komoérkowych i migdzykomorkowych
tego dziatania CBD. Wigkszo$¢ poprzedzajacych moje badania danych dotyczacych szlakow
komoérkowych mediujacych dzialanie kannabinoidow zostata uzyskana przy uzyciu ,,naiwnych”
komoérek odpornosciowych pobudzanych przez nieswoiste aktywatory, takie jak fitohemaglutynina,
PMA/jonomycyna i/lub endotoksyny bakteryjne. Aktywatory te w ograniczonym stopniu nasladuja stan
zapalny in vivo, szczegoélnie o podtozu autoimmunologicznym. Moje badania z wykorzystaniem
zmodyfikowanego przeze mnie modelu in vitro ztozonego z pamigciowych limfocytow T (Twmoc)
stymulowanych antygenem mieliny (MOGss.ss) w obecno$ci obwodowych komoérek pomocniczych
(APC), umozliwito mi dogiebne zbadanie wplywu CBD na zlozone, wiclokomdrkowe interakcje
odpowiedzialne za procesy autoimmunologiczne na obwodzie i w OUN, czyli w warunkach najbardziej
zblizonych do patologii SM.

Moje badania opisane w publikacji [H4] wykazaly, ze przeciwzapalna aktywnos¢ CBD w
stanach autoimmunologicznych obejmuje indukcje de novo komoérkowych fenotypoéw regulacyjnych,
czyli (i) transkrypcyjne i funkcjonalne przeprogramowanie pamieciowych limfocytéw T w
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kierunku komorek niepatogennych, a nawet hamujacych (zwigkszona ilos¢ IL-10), jak réwniez (ii)
zmniejszong aktywacje limfocytow B, komorek prezentujagcych antygeny.

Funkcje efektorowe i/lub tolerancja limfocytéw T sa aktywnie kontrolowane przez liczne szlaki
sygnatowe regulowane przez interakcje z APC (w tym limfocyty B CD19+), z naiwnymi limfocytami
CD4+, oraz z innymi pomocniczymi komorkami, np. aktywowanymi astrocytami w OUN. Wsrod
czasteczek regulujacych funkcje pamigciowych limfocytow T opisano gen aktywacji limfocytow 3
(LAG3; CD223) oraz CD69. LAG3 jest homologiem CD4 (marker limfocytéw T), ktory poprzez
interakcje z gtownym kompleksem zgodnosci tkankowej klasy 11 (MHCII) prezentujacym antygen na
komoérkach APC, hamuje funkcje i proliferacje pamieciowych limfocytow T w odpowiedzi na antygen
(czyli np. MOGss.ss) *2. Nasilenie ekspresji LAG3 indukuje anergie (wyczerpanie) aktywowanych
limfocytow T zalezng od bialka EGR2 (ang. early growth response 2), i zmniejsza ich aktywnosc¢
patogenng *>. W tym kontekscie, CD69 pozostaje bardzo silnym koreceptorem hamujgcym, ktory pehni
role konstytutywnego supresora rdéznicowania limfocytow Thl7. Prezentacja antygenu
pamigciowym/encefalitogennym limfocytom T prowadzi do aktywacji kilku szlakéw cyklu
komoérkowego i efektorowych, w tym szlaku kinazy fosfatydyloinozytolo-3-OH (PI3K)/Akt/mTOR,
szlaku kinaz Dbiatkowych aktywowanych mitogenami (MAPK) oraz szlaku kinaz
Janusowych/przekaznikow sygnatu i aktywatorow transkrypcji (JAK/STAT). W publikacji [H1]
opisatam, ze CBD wywiera dzialanie przeciwzapalne w aktywowanych komorkach mikrogleju poprzez
regulacje rownowagi STAT1/STATS3, co juz wtedy sugerowalo, Ze rodzina czynnikéw STAT moze by¢
celem w dziataniu CBD. Co cieckawe, STAT3 zostal opisany jako kluczowy pozytywny regulator
proliferacji i funkcji Th17, w tym nadrzednej regulacji zaleznej od RORyt produkcji IL-17 #2. Skadinad,
STATS jest gtdéwnym czynnikiem immunoregulacyjnym hamujacym aktywno$¢ biatka STAT3
promujgca Th17 4, Ostatecznie wigc, wzajemna proporcja (ang. ratio) w aktywacji czynnikow STAT3
i STATS stuzy jako kluczowy parametr okreslajacy aktywno$¢ patogenng (lub nieczynno$c)
autoreaktywnych limfocytow Th17 (wyzsza aktywnos$¢ STAT3), lub ich wyciszenia (anergii, wyzsza
aktywnos$¢ STATS). Gléwnym czynnikiem regulujacym ta rownowage jest EGR2, dziatajacy jako
niezbedny negatywny regulator STAT3, wplywajac na ekspresje 1L-17 i ekspansje Th17 *.

Moje wyniki uzyskane w oparciu o wiclomarkerowa cytometri¢ przeptywowa opisane w
publikacji [H4] pokazaly, ze CBD wywiera efekty immunoregulacyjne poprzez silne zwigkszenie
ekspresji czasteczek hamujacych CD69 i LAG3 na subpopulacji limfocytdéw pomocniczych T
CD4+CD25- (Rycina H4-1).

Ctrl CBD MOG CBD+MOG & - #
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> o -  idali O
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LAG3 - = %  + Moe

Rycina H4-1. Inkubacja z CBD prowadzi do zwi¢kszenia ekspresji bialek regulacyjnych CD69 i LAG3 na
populacji limfocytow T CD4+CD25—. Reprezentatywne wykresy (ang. contour density plots, technika
wielomarkerowej cytometrii przeptywowej) i usrednione dane prezentujace odsetki komoérek CD4+CD25—
wykazujacych jednoczesng ekspresje CD69 i LAG3. Symbole: * versus komoérki niestymulowane; # versus
aktywacja MOGss.ss.
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Towarzyszy temu utrzymywana przez podniesione poziomy EGR2, LAG3 i IL-10 anergia
stymulowanych autoreaktywnych komoérek Tymoc (metoda qPCR; Rycina H4-2) oraz zmiana stosunku
aktywacji STAT3 V¥ /STATS A (metoda Western Blot; Rycina H4-3), w konsekwencji zmniejszenie
aktywnosci typu Th17 w inkubowanych z CBD pamigciowych encefalitogennych limfocytach T, jak
opisatam w [H3].
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Rycina H4-2. Wplyw CBD na poziomy mRNA EGR2, STATS, LAG3 oraz IL-10 w wyselekcjonowanych
limfocytach T. Tvoc hodowano z komoérkami APC i stymulowano MOGs3s.ss w obecno$ci lub bez CBD, Twmog
wyizolowano przy uzyciu ,.immuno magnetic microbeads” do analiz qPCR. (A) EGR2, (B) STATS, (C) LAG3,
(D) IL-10. Symbole: * versus komorki niestymulowane; # versus MOGss_ss.
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A B Rycina H4-3. CBD moduluje szlaki
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Co wigcej, w obecnosci CBD zaobserwowalam zmniejszenie zdolno$ci do prezentacji antygenu
(nizsza ekspresja MHCII) oraz zmniejszong aktywnos¢ prozapalng (nizsza ekspresja CD69 i CD25)
stymulowanych przez MOGss_ss limfocytow B petnigcych funkcje APC [H4].

Podsumowujac, CBD nie tylko (i) hamuje aktywno$¢ wykonawczych komorek prozapalnych,
ale tez (ii) indukuje powstanie nowej populacji komorek regulacyjnych oraz (iii) ogranicza zdolno$¢
limfocytow B do prezentacji autoantygenu limfocytom T. Moje wyniki opisane w [H4] wskazujg wiec
na unikalng zdolno$¢ kannabinoidéw do modulowania srodowiska cytokinowego w chorobach
autoimmunologicznych poprzez jednoczesne tlumienie patogennego fenotypu Thl7 i wspieranie
odpowiedzi przeciwzapalnej (tolerancja immunologiczna i1 wyciszenie stanu zapalnego). Ten
mechanizm CBD moze mieC istotne znaczenie terapeutyczne w leczeniu SM i innych chorob
neurozapalnych.

[H5] Kozela E. 5, Juknat A., Gao F., Kaushansky N., Coppola G., Vogel Z. Pathways and gene
networks mediating the regulatory effects of cannabidiol, a nonpsychoactive cannabinoid, in
autoimmune T cells. J Neuroinflammation. 2016. 3;13(1):136. doi: 10.1186/s12974-016-0603-x

Kontynuujgc proby zrozumienia przeciw-neurozapalnych witasciwosci CBD, w pracy [HS]
uzytam analiz bioinformatycznych aby opisa¢ regulatory nadrzgdne, sieci genow 1 szlaki
wewnatrzkomorkowe posredniczace w supresyjnym dziataniu CBD na pamigciowe komorki Tmog. Za
pomoca wysokoprzepustowych mikromacierzy (//lumina microarrays, we wspdlpracy w grupa
profesora Giovanni Coppola, UCLA, USA) sporzadziliSmy profil ekspresji genow w oparciu o
catkowite mRNA wyizolowane z aktywowanych, a potem wyselekcjonowanych komoérek Twog.
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Profilowanie ekspresji genéw w oparciu o platforme¢ Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity,
IPA) wsparte analizg wazonych sieci ko-ekspresji genow (WGCNA) oraz analizg funkcjonalng
ontologii genow (GO) wykazato, ze CBD zmniejszylo transkrypcje wielu gendw prozapalnych w
aktywowanych komodrkach Tvog W tym cytokin, receptoréw cytokin, czynnikow transkrypcyjnych oraz
czasteczek sygnatowych nadrodziny czynnika TNF. Wérod gléwnych procesow, na ktore wptywa CBD,
zidentyfikowalam ,,roznicowanie IL-17” (Rycina H5-1) oraz ,,sygnalizacje IL-6 i IL-10”, zgodnie z
wynikami opisanymi w [H4]. CBD zwigksza transkrypcje¢ gendéw zaleznych od IFN, o ktérych
wiadomo, ze wykazujg dziatanie antyproliferacyjne w limfocytach T. Co ciekawe, niektore transkrypty
nasilone przez MOGss.ss utrzymywaty si¢ na wysokim poziomie w obecnosci CBD, w tym czynniki
transkrypcyjne (m.in. Egr2), cytokiny (Csf2, Tnf, Ifng) i chemokiny (Ccl3, Ccl4, Cxcll0), co
potwierdza, ze CBD promuje ,,wyczerpanie” (ang. exhaustion) pami¢ciowych komorek Twmoc jak
opisatam w [H4]. Najciekawsza obserwacja byt fakt, ze CBD zwigkszylo transkrypcj¢ szeregu
czasteczek hamujacych aktywno$¢ limfocytow T (ko-inhibitoréw Btla, Lag3, Tratl i CD69), ktore
ingeruja w interakcje T/APC. Ponadto CBD wzmocnilo transkrypcj¢ modulatoréw stresu
oksydacyjnego o silnym dziataniu przeciwzapalnym, ktore sg kontrolowane przez szlak Nfe212/Nrf2.
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map to a single gene in the IPA.

Rycina HS.1. Wyroéznione (,,enriched”) pod wplywem CBD Kklastery funkcjonalne (,.functional terms”)
zidentyfikowane przez analize IPA w aktywowanych komoérkach Tmog. (A) Geny tworzace klaster (ang.
annotation) ,,Proliferacja limfocytow T oraz (B) geny skladajace si¢ na klaster ,,Roznicowanie komorek Thi7”,
na ktére wptywa CBD. Kolor zielony oznacza obnizenie ekspresji, a kolor czerwony podwyzszenie. WartoS$ci
log2 wyrazaja zmiang wywolang przez CBD w stosunku do komoérek stymulowanych wylacznie MOG3s.ss;
wartosci ,,p ” podano pod kazdym transkryptem. Objasnienie symboli graficznych w Ramce.

Podsumowujac, profilowanie ekspresji genow oparte na mikromacierzach wykazato, ze CBD
wywiera efekty immunoregulacyjne w aktywowanych pamigciowych komoérkach Twmog poprzez (i)
ttumienie prozapalnej transkrypcji zwigzanej z Thl7, (ii) promowanie wyczerpania/tolerancji
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limfocytow T (anergii), (iii) wzmacnianie zaleznego od IFN programu antyproliferacyjnego, (iv)
utrudnianie prezentacji antygenu oraz (v) indukowanie $rodowiska antyoksydacyjnego wygaszajacego
stan zapalny. Moje obserwacje wskazuja na mechanizm, poprzez ktéry CBD wywiera dzialanie
przeciwzapalne, a takze doglebnie wyjasniaja korzystng role CBD w supresji patologicznych
pamieciowych limfocytéw T i choréb autoimmunologicznych.

[H6] Kozela E. *%, Haj C.”, Hanu§ L., Chourasia M., Shurki A., Juknat A., Kaushansky N.,
Mechoulam R., Vogel Z. HU-446 and HU-465, Derivatives of the Non-psychoactive Cannabinoid
Cannabidiol, Decrease the Activation of Encephalitogenic T Cells. Chem Biol Drug Des. 2016.
87(1):143-53. doi: 10.1111/cbdd.12637

CBD pozostaje niepsychotropowym fitokannabinoidem o istotnym potencjale terapeutycznym
i szerokim spektrum dziatania. Niemniej jednak, jego niekorzystne wlasciwosci farmakokinetyczne
(intensywny metabolizm pierwszego przejScia oraz niska biodostgpno$¢), a takze zlozona
farmakodynamika obserwowana w badaniach przedklinicznych (zaleznos¢ dawka—efekt typu
odwréconego U; reversed U shape **) moga utrudnia¢ jego skuteczne zastosowanie kliniczne. Czynniki
te sktaniaja do poszukiwania pochodnych CBD o korzystniejszym profilu farmakokinetycznym i
farmakodynamicznym. CBD jest dostepny w réznych formach stereochemicznych, jako naturalnie
wystepujacy w Cannabis enancjomer (—)-CBD oraz jako (+)-CBD, jego syntetyczny odpowiednik. W
publikacji [H6], ktora powstata we wspodlpracy z zespotami z Uniwersytetu Hebrajskiego (profesor
Raphael Mechoulam, Dr Avital Shurki) oraz z National Institute of Pharmaceutical Education and
Research, Hajipur, Indie (Dr Chourasia Mukesh) opisuj¢ synteze oraz wlasciwosci przeciwzapalne
dwdch izomerycznych pochodnych CBD: HU-446 oraz HU-465, odpowiednio (-)- i (+)-8,9-dihydro-
7-hydroksy-CBD. Zwigzek HU-446, pochodna naturalnego (-)-CBD, wykazuje znikome
powinowactwo do receptorow kannabinoidowych CB1 i CB2. Natomiast HU-465, bedacy pochodna
syntetycznego (+)-CBD, wykazuje zdolno$¢ do interakcji z oboma receptorami w zakresie wysokich
stezen nanomolarnych [H6].

Wykonane przeze mnie badania in vitro opisane w [H6] wykazaty, ze zarowno HU-446, jak i
HU-465 istotnie zmniejszaja aktywacj¢ encefalitogennych limfocytow T, hamujac zarowno ich
proliferacje (niezalezne od receptorow CB1 i CB2 [H6]), jak i uwalnianie cytokiny IL-17 (Rycina H6-
1). Eksperymenty poréwnujace site hamowania uwalniania IL-17 przez Tmog wykazaty, HU-446 i HU-
465 sa nieco mniej skuteczne niz macierzysty (—)-CBD kiedy inkubowano komoérki w obecnosci tych
zwiazkow w porownywalnych stezeniach.

Uzyskane przez ze mnie dane sugeruja, ze HU-446 1 HU-465 wykazuja potencjat
przeciwzapalny w chorobach zapalnych i autoimmunologicznych, dziatajac niezaleznie od klasycznych
receptoréw kannabinoidowych.
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Rycina 6-1. HU-446 i HU-465, pochodne CBD, zmniejszaja uwalnianie IL-17 z aktywowanych,
encefalitogennych limfocytéw T. Tvoc/APC stymulowano przez 24 godziny MOG35-55 w obecnosci lub przy
braku HU-446, HU-465 Iub (—)-CBD. Supernatant zbadano metoda ELISA dla IL-17. Symbole: + versus kontrola
Twmoc/APC bez stymulacji MOGss.ss; * versus aktywowane komorki Tvoc/APC; # versus MOGss.ss + HU-446 5
uM.

[H7] Kozela E. 5, Juknat A., Vogel Z. Modulation of Astrocyte Activity by Cannabidiol, a
Nonpsychoactive Cannabinoid. Int J Mol Sci. 2017. 31;18(8):1669. doi: 10.3390/ijms18081669

W ostatnich dekadach astrocyty wzbudzity ogromne zainteresowanie jako potencjalny cel
neuroterapii, ze wzgledu na ich kluczowg i plejotropowa rolg w fizjologii oraz patologii mozgu.
Precyzyjna regulacja ich funkcji wcigz nie jest w pelni zrozumiana, cho¢ wskazuje si¢ na kilka
obiecujacych czasteczek i uktadow, ktére moga stuzy¢ jako punkty uchwytu dla neuroregulacji i/lub
neuroprotekcji mediowanej przez astrocyty **. Wykazano, ze ukltad kannabinoidowy i jego ligandy
wchodza w interakcje z astrocytami i wptywaja na ich aktywno$¢. W niniejszej pracy przegladowe]
[H7] podjetam probe podsumowania (wtedy) aktualnych doniesien na temat wptywu CBD na
aktywno$¢ astrocytdw, a tym samym na OUN, w oparciu o rézne modele badawcze i neuropatologie.

Na podstawie zebranych i przedyskutowanych przeze mnie prac oryginalnych i prac
przegladowych, opisatam, ze nadmierna aktywnosc¢ astrocytow jest hamowana przez CBD w modelach
niedokrwienia, neurodegeneracji typu Alzheimera i stwardnienia rozsianego, uszkodzenia nerwu
kulszowego, epilepsji oraz schizofrenii. Ponadto odniostam si¢ do danych wskazujacych, ze CBD
zmniejsza funkcje 1 sygnalizacj¢ prozapalng w astrocytach i podalam przyklady takiej regulacji
postugujac si¢ szeroka literatura naukowa.

[H8] Kozela E. 5, Krawczyk M., Kos T., Juknat A., Vogel Z., Popik P. Cannabidiol Improves
Cognitive Impairment and Reverses Cortical Transcriptional Changes Induced by Ketamine, in
Schizophrenia-Like Model in Rats. Mol Neurobiol. 2020. 57(3):1733-1747. doi: 10.1007/s12035-
019-01831-2

CBD wykazuje dziatanie przeciwpsychotyczne i prokognitywne u ludzi oraz w zwierzecych
modelach schizofrenii. Mechanizmy stojace za tymi korzystnymi efektami CBD pozostaja wcigz stabo
poznane. Wspotczesne hipotezy dotyczace etiopatogenezy schizofrenii coraz czesciej wskazuja na
istotng role proceséw neuroimmunologicznych oraz aktywacji komoérek glejowych w rozwoju objawow
tej choroby *°. W publikacji [H8] wykazalam, ze wielokrotne podawanie kannabidiolu (CBD) odwraca
deficyty poznawcze oraz zmiany transkrypcyjne w korze przedczotowej (PFC) szczurow, wywolane
przez wielokrotne podania ketaminy, procedur¢ stanowigca farmakologiczny model deficytow
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poznawczych charakterystycznych dla schizofrenii. Wykorzystujac sekwencjonowanie RNA-Seq oraz
analiz¢ bioinformatyczng (/ngenuity), ustalitam, ze profil transkrypcyjny CBD 1 ketaminy obejmuje
gtéwnie geny i szlaki ,,immunopodobne” i immunoregulacyjne, co wskazuje na kluczowa rolg
komponentu  glejowego  (mikrogleju 1  astrogleju) w  dzialaniu  prokognitywnym i
przeciwpsychotycznym CBD. Wigkszo$¢ zidentyfikowanych przeze mnie gendw uczestniczy w
procesach immunologicznych posredniczacych tez w synaptogenezie i plastycznosci neuronalnej. Moja
analiza bioinformatyczna wykazata, ze gldéwnymi regulatorami tych szlakow sa TGFB1 oraz IFNy
(Tabela H8-1) [HS].

KET-VvsV-V KET-CBD vs KET-V

Upstream Predicted Activation Target molecules Predicted Activation Targetmolecules

regulator activity z-score activity  z-score

TGFBI + -2.6 CIQA, C1QB, C1QC, ITGB2, MMP2, PTPNG,  *+ 297 CIQA, C1QB, C1QC, CX3CR1, CYBB, FCGR3A/FCGR3B,
SELPLG, SPI1 ITGB2, MPZ, P2RY6, PTX3, SELPLG, SPI1

IFNG + -23 C1QA, C1QB,C1QC, CSFIR, CTSC, CTSS, + 2.81 CI1QA, C1QB, C1QC, CCL19, CSFIR, CTSS, CX3CR1, CYBB,
IRF8, ITGB2, MMP2, PTPN6, RAC2, TRAF6 FCGR3A/FCGR3B, IRF8, ITGB2, LAT2, P2RY6, PTX3, TLR7

PSEN1 + 2.4 C1QA, C1QB, C1QC, CTSC, CTSS, SELPLG + =223 ARL11, C1QA, C1QB, C1QC, CTSS, SELPLG

L-dopa - - - + -224 CIQA, CYTH4, LAPTMS5, LAT2, P2RY6

Tabela H8-1. Zidentyfikowane z uzyciem analizy bioinformatycznej Ingenuity nadrzedne regulatory
transkrypcji i zalezne transkrypty w komorkach PFC u szczuréw badanych w farmakologicznym modelu
deficytow poznawczych w schizofrenii (KET), ktére nie otrzymaly lub otrzymaly CBD. Skroty: V-V grupa
kontrolna (ang. Vehicle-Vehicle), KET-V grupa otrzymujaca tylko ketaming, KET-CBD grupa otrzymujaca
ketaming i CBD.

Podsumowujac, w farmakologicznym modelu deficytow kognitywnych typowych dla
schizofrenii, CBD dziala jako modulator neuroimmunologiczny, ktéry przywraca homeostaze
transkrypcyjng tkanki moézgowej. Wyniki te przesuwajg paradygmat mechanizmu dziatania CBD w
chorobach neuropsychiatrycznych z bezposredniego wplywu na neurony w strong regulacji komorek
glejowych, ktore poprzez kaskady immunologiczne stabilizujg strukture synaps. CBD nie tylko maskuje
objawy, ale tez przywraca profil transkrypcyjny OUN do stanu zblizonego do fizjologicznego.

4.5 Podsumowanie osiggnigcia habilitacyjnego

Przedmiotem mojego osiggniecia naukowego byla kompleksowa analiza mechanizmow
immunomodulujacych fitokannabinoidow, ze szczegolnym uwzglednieniem niepsychoaktywnego
CBD, w modelach neuropatologicznych: (i) modelu aktywacji mikrogleju, (i) w modelu
autoimmunologicznego zapalenia OUN oraz (iii) farmakologicznym modelu deficytéw kognitywnych
typowych dla schizofrenii. Moje osiagniecie naukowe obejmuje wykazanie:

e Selektywnej rekonfiguracji fenotypu neuroimmunologicznego: Wykazalam, ze CBD (w
przeciwienstwie do THC) indukuje ,przeprogramowanie” komoérek mikrogleju oraz
autoreaktywnych, encefalitogennych limfocytoéw T. Proces ten zachodzi poprzez precyzyjne
hamowanie osi pro-zapalnych (STAT1 w mikrogleju, STAT3/IL-17 w limfocytach Twmoc) przy
jednoczesnej aktywacji szlakow supresorowych (STAT3 w mikrogleju oraz STATS5/EGR2/LAG3
w limfocytach encefalitogennych), co prowadzi do wyciszenia odpowiedzi zapalnej i indukcji
anergii komorkowe;.

o Modulacji interakcji miedzykomérkowych i homeostazy: Wykazatam, ze CBD ogranicza
zdolno$¢ limfocytéw B do prezentacji antygenoéw, co wtornie hamuje kaskade aktywacji
encefalitogennych limfocytow T. Jednoczesnie zaobserwowatam promowanie tolerancji
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immunologicznej poprzez stymulacj¢ wydzielania cytokiny przeciwzapalnej IL-10 oraz nasilenie
ekspresji genéw antyoksydacyjnych.

e Neuroprotekcji i hamowania degeneracji w obrebie OUN: W badaniach in vivo (model EAE)
potwierdzilam, ze suplementacja CBD prowadzi do systemowego ograniczenia aktywacji
mikrogleju oraz redukcji naciekow limfocytarnych w OUN, co w konsekwencji hamuje proces
degeneracji aksonalne;j.

e Wykazanie pozaklasycznych mechanizmoéw dzialania fitokannabinoidéw: Wykazatam, ze
terapeutyczny potencjal CBD w modelu neurozapalnym in vitro i modelu stwardnienia rozsianego
(EAE) jest realizowany niezaleznie od receptorow CB1 i CB2 i kilku innych znanych receptoréw
dla kannabinoidéw. Wyniki te wskazuja na zaangazowanie alternatywnych punktow uchwytu, co
pozycjonuje CBD jako potencjalny lek typu multi-target drug.

e Wskazanie na nowy kierunek w kannabinoidowej terapii zaburzen kognitywnych w
schizofrenii: W modelu deficytow kognitywnych wykazatam, ze CBD pelni rol¢ modulatora
neuroimmunologicznego, ktoéry przywraca homeostaze transkrypcyjng tkanki mozgowej. Moje
wyniki redefiniujg dotychczasowe kanony postrzegania mechanizmow dziatania CBD, przesuwajac
uwage z efektow stricte neuronalnych w strone kaskad immunologicznych neurogleju, ktore
stabilizujg strukture synaps. Dowiodtam, ze CBD nie tylko tagodzi objawy behawioralne, ale
rekonfiguruje profil transkrypcyjny OUN do stanu zblizonego do fizjologicznego.

Wyniki moich badan stanowig silng przestanke za uznaniem CBD za obiecujgcg alternatywe
lub uzupehienie klasycznych terapii w schorzeniach neurologicznych, neurodegeneracyjnych oraz
neuropsychiatrycznych. Wykazano, ze kluczowe szlaki sygnalizacyjne (NF-xB, IRF-3 oraz czynniki
STAT) sa indukowane przez szerokie spektrum sygnatow endogennych (mitogeny, cytokiny, czynniki
neurotoksyczne), ktorych aktywnos$¢ wzrasta w odpowiedzi na procesy cytotoksyczne. Poprzez
specyficzne dla typu komorek i tkanek moderowanie tych sieci, CBD oraz jego pochodne wykazuja
wysoki potencjat jako skuteczne s$rodki przeciwneurozapalne i neuroprotekcyjne. Zdolno$¢ do
selektywnego celowania w patologiczne komodrki pamieci immunologicznej oraz glejowej, przy
jednoczesnym braku efektow psychoaktywnych, pozycjonuje te zwigzki jako bezpieczng strategie
wspierajacg przywracanie prawidtowych funkcji osrodkowego uktadu nerwowego.
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5 Informacja o wykazywaniu si¢ istotna aktywnos$cia naukowa albo artystyczna realizowana
w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w szczegélnoS$ci
zagranicznej

5.1 Aktywnos$¢ naukowa przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Moja wczesna $ciezka naukowa to potaczenie neurobiologii z farmakologia behawioralng i
molekularng. Jeszcze jako studentka Wydzialu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego
(poczatkowo w Zaktadzie Antropologii), w 1997 roku podjetam wolontariat w Zaktadzie Biochemii
Instytutu Farmakologii PAN (IF PAN), w nowo powstajacym zespole prof. dr hab. Piotra Popika. Moje
zaciekawienie i intensywny udziat w trwajacych wtedy badaniach nad rolg neuropeptydéw w procesach
pamigci i uczenia si¢ (temat mojej tzw. pracy przejsciowej) sktonit mnie do zmiany profilu ksztatcenia
1 zwigzania mojej drogi naukowej z Zakladem Neurobiologii UJ (opiekun profesor Marian
Lewandowski), i ostatecznie z Instytutem Farmakologii PAN. W Instytucie kontynuowatam badania na
temat sposobow zapobiegania rozwojowi tolerancji na dzialanie przeciwbodlowe opioidow, kluczowego
problemu klinicznego towarzyszacemu leczeniu bolu. W oparciu o uzyskane wyniki, w czerwcu 1999
roku obronitam prace magisterska pt. ,,Hamowanie tolerancji morfinowej przez memantyne,
niekompetytywnego antagoniste glutaminergicznego receptora NMDA”. Badania wykonatam pod
opiekg profesora Piotra Popika a promotorem pracy byt profesor Jerzy Vetulani, kierownik Zaktadu
Biochemii IF PAN.

Po uzyskaniu tytulu magistra kontynuowalam pracg w zespole profesora Piotra Popika, skupiajac
si¢ na wplywie réznorodnych ligandow receptorow ukladu glutaminianergicznego na mechanizmy
uzaleznienia i tolerancji opiodowej, oraz innych zaburzen neuropsychiatrycznych. Rezultatem tych
badan byla moja rozprawa doktorska pt. , Rola ukladu glutaminianergicznego w tolerancji
opioidowej/The role of glutamate system on opioid tolerance” (rozprawa w jezyku polskim i
angielskim) obroniona 24 listopada 2005 roku, ktorej promotorem byt profesor Piotr Popik.
Jednoczesnie, uczestniczylam w innych projektach naukowych zespolu, samodzielnie lub we
wspolpracy z innymi cztonkami laboratorium, uczac i wspierajac nowych studentéw laboratorium,
metodycznie i merytorycznie. Rezultatem moich badan przed-doktorskich bylo 11 publikacji
naukowych (jedna opublikowana juz po otrzymaniu doktoratu), z czego w 5 petnitam role pierwszego
autora. Wyniki zaprezentowatam na 5 miedzynarodowych konferencjach, uzyskujac tez m.in. nagrode
FENS Travel Award w roku 2000.

W 2002 roku, na zaproszenie profesora Lei Yu (poznanego na konferencji Society for Neuroscience,
2001 w San Diego, CA, USA) odbylam poéiroczny staz naukowy w University of Cincinnati, OH,
USA. Profesor Yu jest naukowcem (obecnie w Rutgers University, NY, USA), ktory znaczaco
przyczynit si¢ do badan nad receptorami opioidowymi, w tym do sklonowania ludzkiego homologu
receptora opioidowego u (MOR). W czasie pobytu w jego laboratorium bylam odpowiedzialna za
wdrozenie modelu badawczego tolerancji opioidowej oraz opanowanie nowoczesnych technik
molekularnych i biochemicznych. Ten pobyt i inspirujaca wspotpraca z profesorem Yu oraz dr Hanneke
Meij (senior scientist w laboratorium) uksztattowala moje podejécie do nauki, definiujac ja jako proces
multidyscyplinarny i oparty na wspolpracy migdzyzespotowej. Wymiernym rezultatem stazu w USA,
bylo wprowadzenie przeze mnie do naszego laboratorium behawioralnego w Krakowie technik
biochemicznych i pozyskanie samodzielnego grantu promotorskiego KBN 2 PO5SA 021 27: ,,Badanie
zmian w gestosci receptorow NMDA u myszy z tolerancjq na przeciwbolowe efekty morfiny™.
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W uznaniu mojego dorobku przed-doktorskiego zostatam nagrodzona (1) Nagroda Wydzialu
Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk za cykl publikacji dotyczacych roli uktadu
glutaminianergicznego w rozwoju i odwracaniu tolerancji na dzialanie przeciwbolowe morfiny (2003,
wraz z profesorem Piotrem Popikiem), (2) stypendium Fundacji Nauki Polskiej dla mtodych
naukowcow (2005) oraz (3) stypendium Fundacji im. J.J. Supniewskich Polskiej Akademii Nauk
(2006).

Podsumowujac, doswiadczenia zdobyte w okresie przed doktoratem, od metodologii
farmakologii klasycznej i behavioralnej po zaawansowane techniki biochemiczne i molekularne,
stworzyly solidny fundament dla mojej pdzniejszej, samodzielnej pracy badawczej i staty si¢ punktem
wyjscia do realizacji osiggniecia habilitacyjnego.

5.1.1 Spis publikacji przed doktoratem:

1. Kozela E., Popik P. 4 complete analysis of NMDA receptor subunits in periaqueductal grey and
ventromedial medulla of morphine tolerant mice. Drug Alcohol Depend. 2007; 86(2-3):290-3. doi:
10.1016/j.drugalcdep.2006.06.018.

2.  Kozela E., Wrobel M., Kos T., Wojcikowski J., Daniel W. A., Wozniak K., Slusher B. S., Popik P.
2-MPPA, a selective glutamate synthesis inhibitor, inhibits morphine tolerance but not dependence
in C57/Bl mice. Psychopharmacology. 2005; 183(3):275-84.

3. Danysz W., Kozela E., Parsons C. G., Sladek M., Bauer T., Popik P. Peripherally acting NMDA
receptor/glycineB site receptor antagonists inhibit morphine tolerance. Neuropharmacology.
2005; 48:360-371.

4. Kozela E., Pilc A., Popik P. Inhibitory effects of MPEP, an mGIluR5 antagonist, and memantine,
an N-methyl- D-aspartate receptor antagonist, on morphine antinociceptive tolerance in mice.
Psychopharmacology. 2003; 165 (3):245-251.

5. Popik P, Kozela E., M. Krawczyk M. Nicotine and nicotinic receptor antagonists potentiate the
antidepressant-like effects of imipramine and citalopram. Brit. J. Pharmacol. 2003, 139:1196-
1202.

6. Popik P., Kozela E., Wrobel M., Wozniak K. M., Slusher B. S. Morphine tolerance and reward
but not expression of morphine dependence are inhibited by the selective glutamate
carboxypeptidase Il (GCP II, NAALADase) inhibitor, 2-PMPA. Neuropsychopharmacology. 2003;
28 (3):457-467.

7. Kozela E., Popik P.. The effects of NMDA receptor antagonists on acute morphine-antinociception
in mice. Amino Acids. 2002; 23 (1-3):163-168.

8. Kozela E., Danysz W., Popik P.. Uncompetitive NMDA receptor antagonists potentiate morphine
antinociception recorded from the tail but not from the hind paw in rats. Eur.J.Pharmacol. 2001;
423:17-26.

9. Popik P, Kozela E., Pilc A.. Selective agonist of group Il glutamate metabotropic receptors,
LY354740, inhibits tolerance to analgesic effects of morphine in mice. Brit. J. Pharmacol. 2000;
130:1425-1431.

10. Popik P., Kozela E., Danysz W.. Clinically available NM DA receptor antagonists memantine and
dextromethorphan reverse existing tolerance to the antinociceptive effects of morphine in mice.
Naunyn-Schmied. Arch. Pharmacol. 2000; 361 (4):425-432.

11. Popik P., Kozela E.. Clinically available NMDA antagonist, memantine attenuates tolerance to
analgesic effects of morphine in a mouse tail flick test. Pol. J. Pharmacol. 1999; 51:223-231, 1999.

Doniesienie konferencyjne z pobytu na University of Cincinnati, OH, USA:

J.T.A. Meij, N Guo, E. Kozela, M. Behbehani, W.W.Y. Kao, L. Yu. GABAA receptor alpha6 subunit
deficiency prevents development of morphine tolerance The FASEB Journal 2008. 22, 712.13-712.13
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5.1.2 Najwazniejsze osiagniecia przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

1. Wykazanie kluczowej roli ukladu glutaminianergicznego w mechanizmach tolerancji
opioidowej: Udowodnitam, ze ligandy receptorow NMDA oraz metabotropowych receptorow
glutaminianergicznych (mGluR) skutecznie hamujg rozwoj oraz odwracajg istniejaca tolerancj¢ na
przeciwbolowe dziatanie morfiny. Wyniki te znaczgco poszerzyly wiedze o molekularnych podstawach
opornosci i zaleznos$ci w terapii opioidami.

2. Implementacja multidyscyplinarnego podejscia badawczego: od behawioru do biologii
molekularnej: Polaczylam farmakologi¢ behawioralng z technikami biochemicznymi. Dzigki stazowi
w University of Cincinnati (USA), wdrozytam w macierzystej jednostce metodyke badania gestosci
receptorow w strukturach mozgu kluczowych dla proceséw nocycepcji.

3. Udzial w badaniach nad nowymi strategiami terapeutycznymi w zaburzeniach
neuropsychiatrycznych: Wspoéttworzytam projekty dotyczace modulacji uktadu nikotynowego w
kontekscie depresji, wykazujac potencjal wzmacniania efektow lekéw przeciwdepresyjnych.
Rozszerzenie spektrum zainteresowan o mechanizmy zaburzen pamieci, depresji i nagrody pozwolito
mi na zbudowanie szerokiego warsztatu badawczego.

3. Pozyskanie i samodzielna realizacja grantu badawczego: Wykazalam si¢ samodzielno$cia
badawcza, uzyskujac i realizujac wlasny grant promotorski KBN.

5.1.3 Podsumowanie dorobku naukowego przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Liczba publikacji w bazie JCR: 10
Liczba publikacji w bazie JCR jako pierwszy autor: 4
Sumaryczny IF: 30,457

Laczna liczba punktow MNiSW: 191
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5.2 Aktywnos$¢ naukowa po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

5.2.1 Aktywno$¢ naukowo-badawcza po doktoracie

Po obronie rozprawy doktorskiej w listopadzie 2005 roku kontynuowatam prace badawcza na
stanowisku asystenta w Zaktadzie Biochemii Instytutu Farmakologii PAN do sierpnia 2006 roku. W
lutym 2007 roku rozpoczetam staz podoktorski w Zakladzie Neurobiologii Instytutu Weizmanna w
Izraelu w zespole profesora Zvi Vogla. Przesunigcie terminu rozpoczecia stazu wynikato z urlopu
naukowego (sabbatical) profesora Vogla. Moje badania podoktorskie skupity si¢ na wyjasnieniu roli
oraz mechanizméw dziatania gtownych fitokannabinoidow w modelach procesow neurozapalnych.
Badania te stanowig integralny komponent prezentowanego osiagni¢cia habilitacyjnego.

Od grudnia 2009 roku kontynuowatam staz podoktorski pod kierownictwem profesora Zvi
Vogla na Uniwersytecie w Tel Awiwie, gdzie petnit on rol¢ dyrektora The Dr. Miriam and Sheldon G.
Adelson Center for the Biology of Addictive Diseases. W lipcu 2012 roku awansowalam na stanowisko
Research Associate. Efektem mojej Owczesnej dziatalnosci badawczej jest (i) 16 publikacji
pelotekstowych, w tym 8 jako pierwszy autor (z czego w 6 pelnilam role autora
korespondencyjnego), (ii) wspotautorstwo rozdzialu w monografii naukowe;j, oraz (iii) 17 doniesien
zjazdowych, w tym seminariow lub wykladow na zaproszenie (szczegétowy wykaz w punkcie 7.3).

Wyrazem uznania mojego doswiadczenia i wiedzy w obszarze farmakologii kannabinoidow
byto zaproszenie mnie w 2018 roku przez Ministerstwo Zdrowia Izraela do panelu wykladowcéw
szkolagcych personel medyczny w zakresie terapeutycznego zastosowania produktéw opartych na
Cannabis (szerzej opisanego w punkcie 6.1). W 2019 roku objetam stanowisko wykladowcy na
Wydziale Farmacji Uniwersytetu Hebrajskiego (Faculty of Pharmacy, The Hebrew University of
Jerusalem), gdzie do 2023 roku prowadzitam dziatalno$¢ dydaktyczng dla studentow farmacji oraz
personelu medycznego.

Moje osiagnigcia zostalty réwniez docenione przez migdzynarodowe §rodowisko naukowe,
czego dowodem sa prestizowe nagrody, m.in.: Young Investigator Award (Jerusalem, Israel) oraz
wyrdznienia typu Travel Award przyznane przez International Cannabinoid Research Society (Szkocja,
2008) oraz Gordon Research Conferences (USA, 2009). W tym okresie aktywnie uczestniczytam w
zyciu naukowym jako recenzent w licznych czasopismach o zasiggu globalnym oraz jako ekspert
merytoryczny oceniajacy projekty badawcze dla Israel Science Foundation (ISF; punkt 7.2
autoreferatu). Angazowatam si¢ tez aktywnie we wspieranie wspolpracy migdzy nauka a przemystem
czego wynikiem bylo zorganizowanie przez ze mnie autorskiej sesji naukowej podczas
miedzynarodowej konferencji CannaTech w Tel Awiwie w 2017 roku (punkt 6.3) oraz wyklad na
zaproszenie organizatoréw Isranalytica, the Israel Analytical Chemistry Society Meeting (2019) w
czasie pelnienia funkcji gtéwnego naukowca w sektorze R&D.

W okresie od wrzesnia 2018 do wrzesnia 2019 roku realizowatam zadania w sektorze
biotechnologicznym, petniac funkcje dyrektora naukowego (Chief Scientific Officer) w organizacji
typu CRO (ang. Contract Research Organization). Odpowiadatam za strategiczng koordynacje¢
projektéw rozwoju lekow opartych na zwigzkach pochodnych Cannabis, od fazy izolowania i
oczyszczania zwigzkdéw, przez zaawansowane etapy przedkliniczne (formulacja, toksykologia), az po
przygotowanie dokumentacji dla wezesnych faz badan klinicznych. Doswiadczenie to pozwolilo na
efektywng aplikacje wynikow badan podstawowych w obszarze translacyjnym i wdrozeniowym
(opisane w punkcie 6.4). Jako reprezentant sektora R&D bratam czynny udzial w wydarzeniach
naukowych (punkt 7.3) oraz aktywnie pozyskiwatam zewnetrzne finansowanie na innowacyjne
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projekty badawcze, co pozwolito mi na zdobycie unikalnego doswiadczenia w zarzadzaniu nauka w
dynamicznym Srodowisku przemystowym.

5.2.2 Inne publikacje w roli wspolautora z okresu, w ktorym powstal cykl H1-H8

Niezaleznie od glownego nurtu badan przedstawionego w cyklu osiggnie¢ H1-HS8, aktywnie
uczestniczytam w projektach realizowanych przez innych czionkéow zespotu badawczego. Moje
wsparcie merytoryczne i metodyczne dotyczyto przede wszystkim analizy wieloaspektowego wptywu
fitokannabinoidéw na funkcje komdrek mikrogleju oraz przebieg proceséw neurozapalnych. Efektem
tej wspolpracy jest wspotautorstwo w nastepujacych publikacjach:

1. Juknat A., Kozela E., Kaushansky N, Mechoulam R., Vogel Z. Anti-inflammatory effects of the
cannabidiol derivative dimethylheptyl-cannabidiol - studies in BV-2 microglia and
encephalitogenic T cells. J Basic Clin Physiol Pharmacol. 2016; 27(3):289-96. doi:
10.1515/jbepp-2015-0071.

2. Rimmerman N., Ben-Hail D., Porat Z., Juknat A., Kozela E., Danicls M.P., Connelly P.S.,
Leishman E., Bradshaw H.B., Shoshan-Barmatz V. Vogel Z. Direct modulation of the outer
mitochondrial membrane channel, voltage-dependent anion channel 1 (VDACI) by cannabidiol:
a novel mechanism for cannabinoid-induced cell death. Cell Death Dis. 2013; 4(12):e949. doi:
10.1038/cddis.2013.471.

3. Juknat A., Pietr M., Kozela E., Rimmerman N, Levy R., Gao F., Coppola G., Geschwind D., Vogel
Z. Microarray and pathway analysis reveal distinct mechanisms underlying cannabinoid-mediated
modulation of LPS-induced activation of BV-2 microglial cells. PLoS One. 2013; 8(4):e61462.
doi: 10.1371/journal.pone.0061462.

4. Juknat A., Pietr M., Kozela E., Rimmerman N., Levy R., Coppola G., Geschwind D., Vogel Z. Br
J Pharmacol. Differential transcriptional profiles mediated by exposure to the cannabinoids
cannabidiol and A9-tetrahydrocannabinol in BV-2 microglial cells. Br J Pharmacol. 2012;
165(8):2512-28. doi: 10.1111/5.1476-5381.2011.01461 x.

5. Rimmerman N., Bradshaw H.B., Kozela E., Levy R., Juknat A., Vogel Z. Compartmentalization
of endocannabinoids into lipid rafts in a microglial cell line devoid of caveolin-1. Br J Pharmacol.
2012; 165(8):2436-49. doi: 10.1111/5.1476-5381.2011.01380.x.

6. Juknat A., Rimmerman N., Levy R., Vogel Z., Kozela E. Cannabidiol affects the expression of
genes involved in zinc homeostasis in BV-2 microglial cells. Neurochem Int. 2012; 61(6):923-30.
doi: 10.1016/j.neuint.2011.12.002

7. Rimmerman N., Juknat A., Kozela E., Levy R., Bradshaw H.B., Vogel Z. The non-psychoactive
plant cannabinoid, cannabidiol affects cholesterol metabolism-related genes in microglial cells.
Cell Mol Neurobiol. 2011. 31(6):921-30. doi: 10.1007/s10571-011-9692-3.

8. Pietr M., Kozela E., Levy R., Rimmerman N., Lin YH, Stella N., Vogel Z., Juknat A. Differential
changes in GPRS55 during microglial cell activation. FEBS Lett. 2009; 583(12):2071-6. doi:
10.1016/j.febslet.2009.05.028.

9. KozelaE.%, Juknat A., Gao F., Coppola G., Kaushansky N., Vogel Z. Insights into gene expression
of activated pathogenic autoimmune T cells, studies in experimental multiple sclerosis-like model.
Immunome Res. 2016; 12 (108), 2. doi: 10.4172/1745-7580.1000108

Wazina uwaga dotyczqca publikacji 9: Praca zostata opublikowana w okresie przejmowania uznanego

migdzynarodowo czasopisma Immunome Research przez podmiot komercyjny stosujacy nieetyczne

praktyki (journal hijacking), co skutkowalo brakiem indeksacji tej publikacji w bazie PubMed w

tamtym czasie. Chce jednak podkresli¢, ze publikacja prezentuje rzetelne dane wypracowane zgodnie

ze standardami badawczymi Tel Aviv University, Weizmann Institute of Science oraz University of

California Los Angeles (UCLA, CA, USA), stanowigc istotne merytoryczne uzupelnienie mojego

dorobku. W pracy pehitam rol¢ pomystodawcy, koordynatora projektu oraz autora

korespondencyjnego ¥.

Rozdzial w monografii
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Rimmerman N., Kozela E., Levy R., Vogel Z., Juknat A. (2013). Cannabinoid Signaling Through Non-
CBIR/Non-CB2R Targets in Microglia. In: Abood, M., Sorensen, R., Stella, N. (eds)
endoCANNABINOIDS. The Receptors, vol 24. Springer, New York, NY. https://doi.org/10.1007/978-
1-4614-4669-9 7

5.2.3 Aktywno$¢ naukowa i zarzgdzanie zespotem

Kierowanie laboratorium psychobiologii

W maju 2020 roku objetam stanowisko Research Fellow w Katedrze Psychologii Wydzialu
Nauk Spotecznych Uniwersytetu Hebrajskiego w Jerozolimie, w grupie badawczej profesora Raza
Yirmiya (Laboratorium Psychoneuroimmunologii). Dzigki wykazanej inicjatywie oraz skutecznosci w
zarzadzaniu projektami badawczymi, we wrzesniu 2020 awansowatam na stanowisko Senior Research
Fellow. Ré6wnolegle powierzono mi funkcj¢ kierownika laboratorium (Lab Manager), co wigzato si¢ z
petna odpowiedzialno$cig operacyjng za multidyscyplinarne laboratorium specjalizujace si¢ w badaniu
roli procesdOw zapalnych i neurozapalnych w patogenezie depresji (Yirmiya, 2024, Brain Behav
Immunity; Yirmiya et al., 2015, Trends in Neurosci). W okresie mojej aktywnosci w laboratorium
zarzadzatam projektami o charakterze in vivo, in vitro oraz klinicznym (realizowanymi we wspotpracy
z Klinika Psychiatrii Sheba Medical Center w Tel Awiwie i dr Revital Amiaz, dyrektor Oddziatu
Psychiatrii). Projekty te koncentrowaly si¢ (i) na roli proceséw zapalnych w patogenezie i terapii
depresji oraz (ii) interakcji farmakologicznej zwiazkéw pochodzacych z Cannabis z lekami
przeciwzapalnymi, jako nowej strategii w terapii depresji lekooporne;j.

Pelnigc funkcje Senior Research Fellow oraz kierownika laboratorium, wykazatam sig¢
samodzielno$cig badawczg i organizacyjng w nastepujacych obszarach:

e Zarzadzanie infrastruktura badawcza: Zaprojektowatam i wdrozytam od podstaw stanowisko in
vitro dedykowane badaniom interakcji kannabinoidow oraz innych zwiazkow czynnych Cannabis
w modelach aktywacji mikrogleju i komorkach nabtonkowych OUN (linia hEnd). Wyniki tych
badan weszty w sklad publikacji #1 i #3 (lista ponizej) 1 sa integralng czgécig patentu
WO02022013874A1.

e Nadzér nad technologiami molekularnymi: Odpowiadatam za koordynacje pracowni
molekularnej, w tym za procesy genotypowania oraz zaawansowane analizy transkrypcji (QPCR,
RNA-Seq).

¢ Koordynacja wspélpracy miedzynarodowej: Prowadzilam wspotprace ze Stanley Medical
Research Institute (Rockville, MD, USA) badajac role mikrogleju i immunoregulatoréw w
zaburzeniach neuropsychiatrycznych. Wyniki czesci tych badan weszty w sktad publikacji #2.

e Realizacja badan klinicznych: Przeprowadzatam eksperyment kliniczny we wspolpracy z Klinikg
Psychiatrii, Sheba Medical Center, w tym wywiady z pacjentami, kolekcj¢ i integracje danych
klinicznych oraz nadzorowalam profilowanie transkrypcyjne frakcji PBMC pacjentow z depresja
lekooporng. Wstepne wyniki tych badan zostaty przedstawione jako doniesienie zjazdowe.

e Ksztalcenie kadry naukowej: Petitam rol¢ opiekuna naukowego merytorycznie i metodycznie
prowadzac studentow przez proces realizacji ich prac magisterskich i doktorskich (Elad Robinson,
Hodaya Verdiger, Eyal Dinur, Lior Nagan). Moje wsparcie obejmowato zaré6wno projektowanie
doswiadczen, jak i nadzor nad ich egzekucja oraz analizg wynikow.

Wymiernym efektem mojego kierownictwa i wkladu koncepcyjnego jest (i) wspotautorstwo w
trzech publikacjach, (ii) doniesienia konferencyjne oraz (iii) status wspoltworcy/wspotwykonawcy
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patentu nr WO2022013874A1 (umowa wewng¢trzna z jednostkg Yissum Technology Transfer &IP,
Hebrew University of Jerusalem).

Publikacje:

1. Dinur E., Goldenberg H., Robinson E., Naggan L., Kozela E., Yirmiya R. A Novel Anti-
Inflammatory Formulation Comprising Celecoxib and Cannabidiol Exerts Antidepressant and
Anxiolytic Effects. Cannabis Cannabinoid Res. 2024. 9(2):561-580. doi: 10.1089/can.2022.0225.

2. Naggan L., Robinson E., Dinur E., Goldenberg H., Kozela E., Yirmiya R. Suicide in bipolar
disorder patients is associated with hippocampal microglia activation and reduction of lymphocytes-
activation gene 3 (LAG3) microglial checkpoint expression. Brain Behav Immun. 2023. 110:185-
194. doi: 10.1016/.bbi.2023.02.021.

3. Rimmerman N., Verdiger H., Goldenberg H., Naggan L., Robinson E., Kozela E., Gelb S, Reshef
R., Ryan K..M, Ayoun L., Refaeli R., Ashkenazi E., Schottlender N., Ben Hemo-Cohen L., Pienica
C., Aharonian M., Dinur E., Lazar K., McLoughlin D.M., Zvi A.B., Yirmiya R. Microglia and their
LAG3 checkpoint underlie the antidepressant and neurogenesis-enhancing effects of
electroconvulsive stimulation. Mol Psychiatry. 2022. 27(2):1120-1135. doi: 10.1038/s41380-021-
01338-0.

Doniesienie konferencyjne:

Amiaz R, Kozela E, Naggan L, Robinson R, Gale-Treister Z, Berkenstadt H, Ravona-Springer R,
Weiser M, Rimmerman N, Yirmiya R. Inflammatory Markers as Predictors of the efficacy of
Electroconvulsive Therapy (ECT) in Major Depression Patients. Joint project of The Psychiatric
Division, Sheba Medical Center, Israel & Department of Psychology, The Hebrew University of
Jerusalem, Israel. 27" Meeting of Israeli Society for Biological Psychiatry, 2024, Ra'anana, Israel.

R Yirmiya, H Goldenberg, E Robinson , E Dinur, L Naggan, H Verdiger, E Kozela. (#0018)
HARNESSING CANNABIS MOLECULES TO FIGHT INFLAMMATION-ASSOCIATED
DEPRESSION. 16th International Medical Cannabis Conference (CannX 2022) Tel Aviv, Israel, March
14-15, 2022. Med Cannabis Cannabinoids. 2022 Mar 10;5(1):46.

Dinur, E., Goldenberg, H. Robinson, E., Naggan, L., Kozela, E., Yirmiya, R. A novel microglia-
suppressive formulation exerts potent antidepressant and anxiolytic effects. BRAIN BEHAVIOR AND
IMMUNITY 106, pp. 31-31. 28th Annual Meeting of the PsychoNeurolmmunology-Research-Society;
June 15-18, 2022, Zurich, Switzerland.

Naggan, L; Robinson, E; (...); Kozela E., Yirmiya, R. Elevated microglial density and reduced LAG3
checkpoint expression are associated with suicide in bipolar disorder patients. BRAIN BEHAVIOR
AND IMMUNITY 106, pp. 35-36. 28th Annual Meeting of the PsychoNeurolmmunology-Research-
Society; June 15-18, 2022, Zurich, Switzerland.

Robinson, E; Rimmerman, N; (...); Kozela E., Yirmiya, R. Microglial LAG3 checkpoint as a target for
antidepressant therapeuticsMicroglial LAG3 checkpoint as a target for antidepressant therapeutics.
BRAIN BEHAVIOR AND IMMUNITY 106, pp. 25-25. 28th Annual Meeting of the
PsychoNeurolmmunology-Research-Society; June 15-18, 2022, Zurich, Switzerland.

Kierowanie laboratorium w obszarze biologii pecherzykéw zewnatrzkomérkowych i malarii

W grudniu 2021 roku objetam stanowisko kierownika laboratorium oraz Research Associate w
zespole profesor Nety Regev-Rudzki w Departamencie Nauk Biomolekularnych (Biomolecular
Sciences) Instytutu Weizmanna. Moja aktywno$¢ w tej prestizowej jednostce wykraczata poza
standardowa prace badawcza, obejmujac kompleksowe zarzadzanie interdyscyplinarnymi projektami,
ztozong infrastrukturg, dynamicznym 1 migdzynarodowym zespolem, a takze koordynacje
migdzynarodowej wspolpracy naukowe;.
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e W wymiarze $cisle naukowym realizowalam samodzielne projekty dotyczace roli pgcherzykow
zewnatrzkomérkowych (ang. Extracellular vesicles, EVs) w komunikacji mi¢edzykomoérkowej,
wykorzystujac model in vitro cigzkiej postaci ludzkiej malarii. Kluczowym osiggnigciem tego
okresu bylo opracowanie przeze mnie i wdrozenie nowatorskich nanometod detekcji oraz
charakteryzacji EVs. We wspolpracy z jednostkami typu core facilities i przynaleznymi im
zespolami badawczymi rozwingtam metode wykrywania kwasow nukleinowych (DNA i RNA) w
pecherzykach z wykorzystaniem wysokorozdzielczej cytometrii przeplywowej (publikacja #3,
Kozela et al., 2025; oraz #1 Abou Karam et al., 2026). Ta zaawansowana technika stata si¢ rowniez
podstawa stworzonego przeze mnie protokotu badania kinetyki absorpcji EVs przez ludzkie komorki
jednojadrzaste krwi obwodowej (PBMC; publikacja #4 Alfandari et al,, 2025; IF = 16.1).
Rownolegle prowadzitam zaawansowane prace nad wizualizacja i pomiarem zawartosci DNA w
pecherzykach EV z uzyciem mikroskopii sit atomowych (AFM, projekt we wspotpracy z dr Irit
Rosenhek-Goldian, Department of Chemical Research Support). Wstepne wyniki tych badan
zaprezentowatam juz w roku 2025 w formie doniesien zjazdowych (punkt 7.3 autoreferatu). Projekt
jest kontynuowany przez zespot w konsultacji ze mna.

o [stotnym filarem mojej dziatalnosci byta opieka mentorska oraz zarzadzanie kadra naukows.
Odpowiadatam za rekrutacje¢, szkolenie oraz merytoryczny nadzor nad pracg asystentow, studentéw
(Daniel Alfandari, Yuval Berger, Anton Moisieiev, Gal Efrat, Yaara Shoham, Liron Bas) oraz
stazystow po doktoracie. Jako wspodtautorka i wykonawczyni grantdw (wewnetrznych, krajowych
oraz mi¢dzynarodowych) koordynowatam wspotprace z licznymi osrodkami zagranicznymi (m.in.
z Brazylii, Belgii, Kanady, Francji i Szwecji). Wymiernym wynikiem tej wspOtpracy jest obecnie
publikacja #2 oraz rozdziat w monografii.

e Moje kompetencje w zarzadzaniu potwierdza pelna odpowiedzialnos¢ za ztozong i zaawansowang
infrastrukture laboratorium taczacym w swoich projektach techniki komdrkowe, biochemiczne,
molekularne, bioinformatyczne, biofizyczne, nanotechnologi¢ oraz chemi¢ analityczng i
zaawansowane obrazowanie. Nadzorowatam procedury bezpieczenstwa biologicznego (BHP)
obowigzujace podczas pracy z materiatem zakaznym i krwig ludzka, a takze w obszarze manipulacji
genetycznych (CRISPR/Cas9).

e Bylam roéwniez aktywna w zakresie dydaktyczno-szkoleniowym. We wspotpracy z Protein
Analysis Unit Instytutu Weizmanna oraz firma Malvern Panalytical zorganizowatam szkolenie z
techniki Nanoparticle Tracking Analysis (NTA, punkt 6.3 autoreferatu) dla pracownikoéw i
studentow wszystkich wydziatow Instytutu Weizmanna (listopad 2022).

e [stotnym elementem mojego rozwoju zawodowego w tym okresie bylo zakwalifikowanie si¢ a
nastepnie uczestnictwo w warsztacie dla waskiego grona kadry naukowej Instytutu Weizmanna
Hldea to Action 20257, zorganizowanym przez jednostke badan translacyjnych Instytutu (BINA
Translational Research Unit; 16-19.02.2025). To niezwykle ciekawe szkolenie pozwolito mi na
poglebienie kompetencji w zakresie prezentacji projektow o charakterze wdrozeniowym oraz na
poznanie i nawigzanie wspOlpracy z innymi naukowcami Instytutu i reprezentantami sektora
komercyjnego. Zwienczeniem warsztatu bylo przyznanie mi nagrody .,Best Project Pitch”. To
wyrdznienie traktuje nie tylko jako potwierdzenie moich umiejetnosci w zakresie komunikacji
naukowej, ale rowniez jako dowdd uznania dla mojego ogromnego entuzjazmu i zaangazowania w
rozw0j innowacyjnych rozwigzan badawczych. Co wigcej, zainicjowatam wspotprace naszego
laboratorium z BINA Translational Research Unit, co zaowocowalo utworzeniem wspdlnego
projektu wdrozeniowego.

39



Dr Ewa Kozela Autoreferat

Okres ten stanowil wazny etap mojej drogi naukowej, bedac swiadomym i inspirujagcym
rozszerzeniem dotychczasowych zainteresowan badawczych o nowe obszary. Praca ta pozwolita mi na
zdobycie unikalnego doswiadczenia w zakresie interakcji gospodarz-patogen (host-pathogen), biologii
pecherzykow zewnatrzkomorkowych (EVs) oraz nowoczesnych nanotechnologii. Byt to réwniez czas
intensywnego rozwoju umiejetnosci kierowniczych zwiazanych z zarzadzaniem dynamicznym,
interdyscyplinarnym i migdzynarodowym zespotem w warunkach wysokiego rygoru bezpieczenstwa
biologicznego.

Wymiernym rezultatem tego etapu jest (i) publikacja szesciu prac (w tym dwoch jako pierwszy
autor, jedna praca przegladowa), (ii) rozdzialu w monografii oraz (iii) trzech doniesien
konferencyjnych. Na zaproszenie organizatorow The Israeli Society for Parasitology, Protozoology and
Tropical Diseases (ISPPTD) pelitam rowniez funkcje¢ prowadzacego sesj¢ wyktadowa na konferencji
w 2024 roku (punkt 7.3).

Nabyte doswiadczenia i specjalistyczng wiedzg chce zaimplementowaé¢ w moich planach
badawczych w obecnym miejscu zatrudnienia, w Instytucie Farmakologii im. Jerzego Maja PAN.
Moim celem jest dalsze rozwijanie tematyki EVs jako innowacyjnego kierunku w badaniach nad
neurobiologig i neurofarmakologia.

Publikacje:

1. Abou Karam P., Kiper E., Ziv T., Yadid S., Kozela E., Zharoni N., Nevo R., Alfandari D., Otesh
H., Cruz Camacho A., Lubelsky Y., Rotkopf R.., Weizman E, Cossin M., Rosenhek-Goldian 1.,
Petrovich-Kopitman E., Porat Z., Shoshani O., Ulitsky I., Levy C., Melamed Z., Regev-Rudzki N.
Nuclear import of malaria RNA rewires splicing in host immune cells. Cell Rep. 2026;
45(2):116953. doi: 10.1016/j.celrep.2026.116953.

2. Meneghetti P., Kozela E., Alfandari D., Karam P.A., Porat Z., Xander P., Regev-Rudzki N.,
Schenkman S., Torrecilhas A.C. Trypanosoma Cruzi G and Y Strains' Metacyclic Trypomastigote
Sheds Extracellular Vesicles and Trigger Host-Cell Communication. Cell Biol Int. 2025;
49(9):1141-1162. doi: 10.1002/cbin.70043.

3. Kozela E., Petrovich-Kopitman E., Berger Y., Camacho A.C., Shoham Y., Morandi M.I,
Rosenhek-Goldian 1., Rotkopf R., Regev-Rudzki N. Spectral flow cytometry for detecting DNA
cargo in malaria parasite-derived extracellular vesicles. J Biol Chem. 2025; 301(5):108481. doi:
10.1016/j.jbc.2025.108481.

4. Alfandari D., Rosenhek-Goldian I.., Kozela E, Nevo R., Senprin M.B., Moisieiev A., Sogauker
N., Azuri 1., Gelman S., Kiper E., Ben Hur D., Dharan R.., Sorkin R, Porat Z., Morandi M.I.,
Regev-Rudzki N. Host Immune Cell Membrane Deformability Governs the Uptake Route of
Malaria-Derived Extracellular Vesicles. ACS Nano. 2025; 19(10):9760-9778. doi:
10.1021/acsnano.4c07503.

5. Kozela E., Meneghetti P., Regev-Rudzki N., Torrecilhas A.C., Porat Z. Subcellular particles for
characterization of host-parasite interactions. Microbes Infect. 2024; 26(7):105314. doi:
10.1016/j.micinf.2024.105314.

6. Cruz Camacho A., Alfandari D.., Kozela E, Regev-Rudzki N. Biogenesis of extracellular vesicles
in protozoan parasites: The ESCRT complex in the trafficking fast lane? PLoS Pathog. 2023;
19(2):e1011140. doi: 10.1371/journal.ppat.1011140.

Rozdzial w monografii

Kozela, E., Smagghe, G., Regev-Rudzki, N. (2025). Message in a Vesicle: The Role of Extracellular
Vesicle Cargo in Parasite—Host Inter-Kingdom Communication and Spread of Systemic RNAi in
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Insects. In: Smagghe, G., Palli, S.R., Swevers, L. (eds) RNA interference in Agriculture: Basic Science
to Applications. Springer, Cham. https://doi.org/10.1007/978-3-031-81549-2 7

5.2.4 Najwazniejsze osiagniecia po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

1. Wyjasnienie mechanizméw przeciwzapalnego dzialania fitokannabinoidéw w obrebie
OUN: W ramach stazu podoktorskiego w Instytucie Naukowym Weizmanna oraz na Uniwersytecie w
Tel Awiwie przeprowadzitam cykl badan nad wptywem CBD i THC na procesy neurozapalne. Efektem
tej aktywnosci jest 16 publikacji petnotekstowych (w tym 8 jako pierwszy autor, 6 jako
korespondencyjny), ktére stanowia fundament merytoryczny obecnego osiagniecia habilitacyjnego.

2. Opracowanie i  wdrozenie  nowatorskich metod detekcji  pecherzykéw
zewnatrzkomoérkowych (EVs): Opracowalam innowacyjne protokoty detekcji cargo DNA/RNA w
pecherzykach zewnatrzkomoérkowych z wykorzystaniem wysokorozdzielczej cytometrii przeptywowe;j
oraz mikroskopii sit atomowych (AFM). Wyniki te, opublikowane m.in. w ACS Nano (IF=16.1) i w
Journal of Biological Chemistry, zdefiniowaly nowe standardy w badaniach nad komunikacja
migdzykomorkowg za posrednictwem EVs.

3. Rozwoj innowacyjnych formulacji farmaceutycznych: Bylam wspdlwykonawca patentu
dotyczacego nowej formulacji przeciwzapalnej taczacej selektywne inhibitory COX-2 z CBD i innymi
zwigzkami pochodzacymi z Cannabis. Moje badania in vitro nad interakcjami tych zwigzkow w
modelach aktywacji mikrogleju daly silne podstawy do opracowania nowych strategii wspomagajacych
terapi¢ depresji lekooporne;.

4. Badanie neuroimmunologicznych mechanizméw terapii elektrowstrzasowej (ECT) w
depresji: Wspoltworzytam przelomowe badania, ktore zidentyfikowaty punkt kontrolny mikrogleju
LAG3 jako kluczowy mediator przeciwdepresyjnego dziatania elektrowstrzasow. Realizowatam
projekt kliniczny badajacy markery zapalne jako predykatory skutecznosci terapii ECT u pacjentow z
depresja lekooporng. Wyniki te otwieraja mozliwos$¢ personalizacji terapii zaburzen afektywnych w
oparciu o profil immunologiczny pacjenta.

5. Doswiadczenie w zarzadzaniu projektami naukowymi w przemyS$le: W sektorze
biotechnologicznym odpowiadatam za strategiczna koordynacj¢ rozwoju lekow opartych na produktach
i pochodnych Cannabis.

6. Kierowanie multidyscyplinarnymi zespotami badawczymi: Pelnigc funkcje takie jak Senior
Research Fellow oraz Lab Manager na Uniwersytecie Hebrajskim oraz w Instytucie Weizmanna,
wspieratam rozwdj i zarzadzatam kadra naukowa, infrastruktura badawcza, budzetami grantowymi oraz
mie¢dzynarodowg wspolpraca naukows.

7. Dzialalno$¢ ekspercka, edukacyjna i translacyjna: Na zaproszenie Ministerstwo Zdrowia
Izraela nalezalam do panelu ekspertow szkolacych personel medyczny w zakresie terapii
kannabinoidowej. Pelnitam rowniez funkcje recenzenta w globalnych czasopismach naukowych oraz
eksperta merytorycznego oceniajacego projekty dla Israel Science Foundation (ISF).
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5.2.4 Podsumowanie dorobku naukowego po uzyskaniu stopnia naukowego doktora

Liczba publikacji w bazie JCR: 26 + 2 rozdziaty w monografii

Liczba publikacji w bazie JCR jako pierwszy autor: 11 jako ostatni, + 1 rozdzial w monografii jako
pierwszy autor

Sumaryczny IF: 128,027

Laczna liczba punktow MNiSW: 1907

5.3 Przedstawienie sumarycznego dorobku dzialalno$ci naukowo-badawczej

(dotyczy wszystkich publikacji)

Liczba publikacji w bazie JCR: 36 + 2 rozdzialy w monografii

Liczba publikacji w bazie JCR jako pierwszy autor: 16 + 1 jako ostatni

Sumaryczny IF: 158,484

Laczna liczba punktéw MNiSW: 2098

Liczba cytowan (Web of Science): 1787 (na dzien 7.04.0264, w tym 1686 bez autocytowan)

Liczba cytowan (Scopus): 2005 (na dzien 7.04.0264, w tym 1884 bez autocytowan)

Indeks Hirsha (Web of Science): 24

Indeks Hirsha (Scopus): 26/25

Wspotautorstwo doniesien zjazdowych: 27 (wylacznie jako pierwszy autor czyli prezentujacy poster
lub wyktadowca; inne nie wliczone)
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6 Informacja o osiagnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych nauke
lub sztuke

6.1 Dzialalnos¢ dydaktyczna

Istotnym filarem mojej aktywnosci pozabadawczej byta dziatalnos¢ dydaktyczna ukierunkowana
na ksztafcenie kadr medycznych i farmaceutycznych. W 2018 roku, na zaproszenie Ministerstwa
Zdrowia lIzraela (konkretnie Israeli Medical Cannabis Unit), objeltam funkcje wykladowcy w
ogolnokrajowym programie certyfikacyjnym. Moja rola polegata na przygotowaniu merytorycznym
lekarzy, farmaceutow oraz wykwalifikowanego personelu medycznego w zakresie mechanizmow
dziatania uktadu endokannabinoidowego oraz farmakologii produktow na bazie Cannabis. Dzialalnos¢
ta byla integralnym elementem systemowej reformy sektora medycznego w Izraelu, majacej na celu
standaryzacj¢ 1 wiaczenie terapii kannabinoidowych do oficjalnych protokotdow leczenia. W latach
2018-2023 prowadzitam wyklady i kursy specjalistyczne (w jezyku hebrajskim i angielskim) w
nastgpujacych wiodacych osrodkach akademickich i klinicznych:

v Faculty of Medicine, Tel Aviv University (Tel Awiw)
Faculty of Medicine, Technion — Israel Institute of Technology (Haifa)
Israel Medical Association (Ramat Gan)

URNIN

Sheba Medical Center (Ramat Gan, najwickszy osrodek medyczny w regionie).

W latach 2019 - 2023 bylam réwniez wykladowca na Faculty of Pharmacy, The Hebrew
University of Jerusalem, gdzie prowadzitam zajgcia dla magistrow farmacji oraz personelu
medycznego. Moje zaangazowanie dydaktyczne objgto rowniez osrodki regionalne, takie jak Sapir
Academic College w Yeruham, Izrael (2021), gdzie wspottworzylam programy szkoleniowe dla
farmaceutow. Laczenie pracy badawczej z aktywnym nauczaniem w tak prestizowych jednostkach
pozwolito mi na efektywny transfer wynikow badan podstawowych do praktyki klinicznej, budujac
most miedzy nauka a nowoczesng terapig medyczna.

Ponadto, na zaproszenie Instytutu Farmakologii Polskiej Akademii Nauk w Krakowie,
uczestniczytam jako wykladowca w XXXII Zimowej Szkole Farmakologii (13-16 stycznia 2015).
Moje wystapienie dotyczyto farmakologii kannabinoidow i byly skierowane do zaawansowanej grupy
badaczy oraz doktorantow.

Od lipca do konca 2023 roku petnitam rol¢ mentora w programie ,,Diversity — Inclusion Program
for Minorities” realizowanym przez Instytut Nauki Weizmanna. Bylam opiekunem naukowym
studentki (4Arab Beduin undergraduate), wspierajac jej licencjacki projekt koncowy wykonany w
naszym laboratorium i przedstawiony przez nig w Achva Academic College. W ramach programu
wspieratam jej edukacje i rozwoj naukowy.

W latach 2020-2025 petnitam funkcje kierownika dwoéch laboratoriow, co wigzato si¢ z
kompleksowym zarzadzaniem zespotami badawczymi oraz opieka mentorska. Moje obowigzki
obejmowaly rekrutacje, szkolenia oraz nadzér merytoryczny nad praca asystentdow naukowych,
stazystow podoktorskich oraz studentow. Prowadzilam opieke naukowg nad dyplomantami Achva
Academic College oraz wspieralam doktorantéw i1 magistrantow Uniwersytetu Hebrajskiego w
Jerozolimie oraz Instytutu Nauki Weizmanna.

6.2 Dzialalno$¢ popularyzacyjna

Waznym elementem mojej postawy zawodowej jest popularyzacja nauki oraz dzielenie si¢
wiedzg ze $rodowiskami pozanaukowymi. Moja aktywno$¢ w tym obszarze koncentruje si¢ na
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budowaniu §wiadomosci spotecznej w zakresie metodologii naukowej oraz terapii medycznych. Do
moich najwazniejszych inicjatyw nalezg:

e Wsparcie pacjentow psychiatrycznych: W 2022 roku zglositam si¢ jako wolontariuszka do
organizacji Enosh — The Israeli Mental Health Association. Przeprowadzilam zajecia w jezyku
hebrajskim dla pacjentow i podopiecznych organizacji na temat dziatania Cannabis i naukowych
podstaw medycznego zastosowania kannabinoidow w psychiatrii i innych dziedzinach medycyny.
Celem moich spotkan byla edukacja w zakresie bezpiecznego i bardziej §wiadomego uzywania
Cannabis ale tez przeciwdziatanie stygmatyzacji.

e Edukacja wczesnoszkolna: Propagujac zainteresowanie nauka ws$rdd najmlodszych,
przeprowadzitam w 2022 roku warsztaty dla najmtodszych uczniow szkoty podstawowej w jezyku
hebrajskim pod tytutem ,, Naukowiec — kto to jest i co porabia?” w Ilan Ramon Primary School
(Rehovot, Izrael), przyblizajac specyfike pracy badawczej uczniom klas pierwszych.

e Miedzynarodowa edukacja medyczna: W kwietniu 2025 roku, na zaproszenic Miva Open
University oraz Medical Students Association w Nigerii, uczestniczytam jako ekspert w panelu
mie¢dzynarodowym online poswigconym walce z malarig ("The Zero Malaria Target — Can Nigeria
meet it by 2030?"). Prezentacja byla skierowana do afrykanskiego srodowiska medycznego, w tym
studentéw medycyny, i dotyczyta roli badan naukowych w osiaganiu celdéw zdrowia publicznego.

e Weczesna dzialalno$é organizacyjna: Moje zaangazowanie w promowanie nauki ma charakter
wieloletni 1 systematyczny, co dokumentuje m.in. pehlienie funkcji przewodniczacej Kola
Przyrodnikéw Studentow Uniwersytetu Jagiellonskiego (1995/1996), gdzie stawialam pierwsze
kroki w organizacji akademickiego zycia naukowego.

6.3 Dzialalno$¢ organizacyjna

Moja aktywno$¢ zawodowa obejmuje rowniez wymiar organizacyjny, przejawiajacy si¢ w
kreowaniu przestrzeni do wymiany mysli naukowej oraz koordynacji prestizowych wydarzen o
charakterze migdzynarodowym:

e W marcu 2017 roku pelitam role organizatora i moderatora sesji naukowej podczas
miedzynarodowej konferencji CannaTech: Accelerate Cannabis Innovations w Tel Awiwie. CannaTech
to konferencja migdzynarodowa i forum wymiany wiedzy o technologiach kannabinoidowych, co
wymagato ode mnie selekcji merytorycznej wystapien oraz integracji sSrodowisk naukowych z sektorem
innowacji.

e W listopadzie 2022 zorganizowalam warsztaty na temat metody Nanoparticle Tracking Analysis
(NTA) dla pracownikéw naukowych i studentow Instytutu Weizmanna we wspotpracy z Protein
Analysis Unit, Weizmann Institute of Science i Malvern Panalytical, Germany.

6.4 Dzialalnos¢ w zakresie zarzadzanie innowacjami i dzialalno$ci wdrozeniowej

Istotnym aspektem mojego profilu zawodowego jest do$wiadczenie w zarzgdzaniu
zaawansowanymi projektami badawczo-rozwojowymi (R&D) na stanowisku Chief Scientist (CSO)
w Nextage Cannabis Innovation Center (Nextar Chempharma Solutions Ltd, Izrael), bedacym tzw.
kontraktowa jednostkg badawcza (ang. Contract Research Organization [CRO]). Petnienie tej funkcji
pozwolito mi na zdobycie wiedzy i kompetencji w zakresie operacyjnego i strategicznego kierowania
procesem rozwoju lekow opartych na Cannabis na wczesnym etapie (early-stage drug development).
Do moich kluczowych obowigzkow i osiagnie¢ w tym obszarze nalezato:
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o Kompleksowa koordynacja cyklu rozwoju produktu: Zarzadzalam wspoipraca pomigdzy
sponsorami, dostawcami surowcow a wyspecjalizowanymi dziatami CRO: chemicznym, analitycznym,
formulacyjnym oraz produkcyjnym. Nadzorowatam tez procesy zapewnienia jakosci (QA) oraz
zgodnosci z wymogami regulacyjnymi.

e Projektowanie badan przedklinicznych i klinicznych: Odpowiadatam za planowanie badan
toksykologicznych oraz testdow wczesnej skutecznosci (early efficacy tests). W obszarze klinicznym
koordynowata wspoiprace z osrodkami medycznymi oraz bratam czynny udzial w opracowywaniu i
recenzowaniu protokotow badawczych.

e Zarzadzanie wlasnoScia intelektualng: Samodzielnie oraz we wspdlpracy z rzecznikami
patentowymi prowadzitam analizy czystoSci patentowej oraz wspottworzylam strategie ochrony
innowacyjnych rozwigzan farmaceutycznych.

¢ Integracja danych, wsparcie merytoryczne i ksztalcenie kadry: Pelitam rol¢ glownego eksperta
odpowiedzialnego za interpretacj¢ danych naukowych, wsparcie publikacyjne oraz reprezentowanie
jednostki na konferencjach naukowych. Prowadzitam rowniez specjalistyczne seminaria i wyktady,
ksztatcac kadrg¢ medyczng oraz partneréw w projektach, w zakresie medycznych aspektow dzialania
produktéw na bazie Cannabis.

o Pozyskiwanie finansowania na innowacje: Aktywnie poszukiwatam mozliwosci grantowych i
inicjowatam partnerstwa naukowo-przemystowe budujac pomost pomigdzy badaniami podstawowymi
a rynkowymi potrzebami farmacji i biotechnologii. W 2021 roku zainicjowatam wspotprace migdzy
Instytutem Biologii Doswiadczalnej im. M. Nenckiego PAN w Warszawie a izraelskg firmg CRO
Nextar Chempharma Solutions i wspomagatam tworzenie ich wspolnego projektu naukowego
zgtoszonego do konkursu NCBR.
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7  Pozostale informacje

7.1 Udzial w projektach badawczych (kierowanie lub uczestnictwo)

Moja aktywnos¢ w pozyskiwaniu srodkow na badania rozpoczeta si¢ jeszcze przed uzyskaniem
stopnia doktora, kiedy to pelitam rolg kierownika projektu finansowanego przez Komitet Badan
Naukowych (nr 2 PO5A 021 27). Kontynuacja tej sciezki w roli gtownego wnioskodawcy (Principal
Investigator) podczas wieloletniego pobytu w osrodkach zagranicznych (USA, Izrael) byta ograniczona
przez lokalne regulacje oraz wymogi zwigzane z pobytem w ramach wiz i z zajmowanymi
stanowiskami (research associate, research fellow, lab manager). Niemniej jednak, przez caly okres
pracy poza granicami kraju bralam aktywny i kluczowy udziat w procesach grantowych. Jako
merytoryczny kierownik laboratoriow wspottworzytam koncepcje badawcze i redagowatam wnioski o
dofinansowanie, wystepujac w nich jako kluczowy wykonawca. Moje kompetencje w tym zakresie
potwierdza rowniez do§wiadczenie w koordynowaniu wspotpracy miedzynarodowej (w tym polsko-
izraelskiej) oraz zarzadzanie projektami realizowanymi na styku nauki i przemystu w charakterze
konsultanta merytorycznego.

7.2 Recenzowanie publikacji w czasopismach miedzynarodowych i krajowych

Pemitam role recenzenta i eksperta dla licznych czasopism peer-review, takich jak: Journal of
Neuroinflammation, Molecular Neurobiology, Psychopharmacology, European Journal of Pain, Plos
ONE, Psychoneuroendocrinology i kilku innych.

Ponadto, moje kompetencje merytoryczne zostaly wykorzystane w procesach ewaluacji
projektow badawczych; wystepowatam jako recenzent zewngtrzny wnioskéw o finansowanie grantow
dla Israel Science Foundation (ISF) oraz Ministerstwa Zdrowia Izracla (Israel Ministry of Health).

7.3 Udzial w konferencjach naukowych i sympozjach o zasi¢gu krajowym oraz
miedzynarodowym

1. Israeli Society for Extracellular Vesicles Research, 5th Meeting, 2025, Felsentein Medical Center,
Petah Tikva, Isracl (Wyklad).

Israeli Society for Microbiology, Tel Aviv University, 2025, Tel Aviv Israel (Wyklad).

The Israeli Society for Parasitology, Protozoology and Tropical Diseases, 2025, Tel Aviv (Wyklad).
Israeli Society for Microbiology, Bar Ilan University, 2025, Ramat Gan, Israel (Wyklad).

The Israeli Society for Parasitology, Protozoology and Tropical Diseases (ISPPTD) 2024,

wok W

Molecular Parasitology session; Prowadzaca (Chairman).

6. Isranalytica, the 22" Annual Meeting of the Israel Analytical Chemistry Society, 2019, Tel Aviv
(Wyklad na zaproszenie organizatorow).

7. Science Day on Medical Cannabis; Volcani Agricultural Institute, 2018, Rishon LeTzion (Wyklad
na zaproszenie organizatorow).

8. Cannl0, The 2™ International Medical Cannabis Conference, 2017 (Wyklad na zaproszenie
organizatorow).

9. CannaTech 2017, Accelerate Cannabis Innovations, 2017, Tel Aviv, Israel (Wyklad na
zaproszenie organizatoréw).

10. 12th Int Conference on Alzheimer's and Parkinson's Diseases, 2015, Nice, France.

11. XXXII Winter School on Pharmacology of Cannabinoids, Institute of Pharmacology PAS, 2015,
Krakow, Poland (Wyklad na zaproszenie organizatorow).

12. 12th International Congress of Neurolmmunology, 2014, Mainz, Germany.
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13.

14.
15.

16.

17.
18.

19.

20.

21.
22.

10th International Conference on New Trends in Immunosuppression and Immunotherapy, 2013,
Barcelona, Spain (Prezentacja).

8™ International Congress on Autoimmunity, 2012, Granada, Spain (Prezentacja).

2% French-Israeli Workshop on Regulatory T cells, Tolerance & Immunotherapy, Mishkenot
Shaananim, Jerusalem, Israel, 2011 (Prezentacja).

The International Association for Cannabinoid Medicines 6 Conference on "Cannabinoids in
Medicine", 2011, University of Bonn, Bonn, Germany.

10th International Congress of Neuroimmunology, Sitges, 2010, Barcelona, Spain.

International Workshop on Cannabinoids in Biology and Medicine, 2010, Hebrew University of
Jerusalem, Jerusalem, Izrael.

Israel Annual Meeting of the Israel Society for Physiology and Pharmacology (ISPP), 2009, Ma'ale
HaChamisha, Israel.

Gordon Research Conferences: Cannabinoid Function in the CNS. 2009. University of New
England, Biddeford, ME, USA.

18th Annual International Cannabinoid Research Society Meeting in Aviemore, Scotland, 2008.
The 5th Congress of the Federation of the Israel Societies for Experimental Biology. Eilat, Israel,
2008.

Przed doktoratem:

23.

24,
25.

26.

27.

E. Kozela, M. Wrobel, K. M. Wozniak, B. S. Slusher, P. Popik. Behav.Pharmacol. 14 Suppl 1:S51,
2003. European Behavioural Pharmacology Society, Antwerp, Belgium, 2003.

E. Kozela, W. Danysz, P. Popik. Soc.Neurosci.Abstr., 2001; San Diego, CA, USA.

E. Kozela, P. Popik. Behav.Pharmacol. 12 Supl 1:S55, 2001. European Brain and Behaviour
Society and the European Behavioural Pharmacology Society, Marseille, France.

E. Kozela, M. Wrobel, P. Popik. (219.01 p181) 2000. Federation of European Neuroscience
Societies, Brighton, England.

P. Popik, E. Kozela, W. Danysz. Soc.Neurosci.Abstr. 25(1):921, 1999. Miami, FL, USA.

7.4 Nagrody i wyro6znienia

2025 "Best project pitch" podczas warsztatu "Idea to Action 2025" organizowany przez BINA, The

Translational Science Unit at the Weizmann Institute of Science, Izrael.

2010 Young Investigator Award, International Workshop on Cannabinoids in Biology and Medicine,

Jerusalem, Israel.

2009 Travel award, Gordon Research Conferences (Cannabinoid Function in the CNS). University of

New England, Biddeford, ME, USA.

2008 Travel award, International Cannabinoid Research Society, Aviemore, Scotland.

2007 Postdoctoral Fellowship scholarship awarded by the Feinberg Graduate School, Weizmann

Institute of Science.

2006 Stypendium Fundacji im. J.J. Supniewskich, Polska Akademia Nauk, Krakow, Polska.
2005 Stypendium Fundacji na rzecz Nauki Polskiej (FNP) dla mlodych naukowcow, Polska.
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2003 Nagroda Wydziatu Nauk Medycznych Polskiej Akademii Nauk za cykl publikacji dotyczacych
roli uktadu glutaminianergicznego w rozwoju 1 odwracaniu tolerancji na dziatanie
przeciwbolowe morfiny.

(podpis wnioskodawcy)
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