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Ad. 1. Imie¢ i Nazwisko
Agata Monika Sakowicz

Ad. 2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe - z podaniem nazwy, miejsca i roku ich

uzyskania oraz tytulu rozprawy doktorskiej:

¢ 2001

¢ 2001

¢ 2010

¢ 2010
¢ 2015

Magister biologii w zakresie mikrobiologii,

Uniwersytet £.odzki, Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi

Uzyskanie tytulu diagnosty laboratoryjnego, nr prawa wykonywania zawodu
00919

Stopien naukowy doktor nauk medycznych w zakresie biologii medycznej,
Uniwersytet Medyczny w Lodzi

Temat rozprawy doktorskiej:

,,Rola wybranych genetycznych czynnikow ryzyka w chorobach naczyn
wiericowych u pacjentow przed 45 rokiem Zycia”

uzyskanie tytutu specjalisty z laboratoryjnej diagnostyki medycznej

uzyskanie tytutu specjalisty z laboratoryjnej genetyki medyczne;j

Ad. 3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

©(01.10.2009 — 30.09.2010 asystent w Zaktadzie Biotechnologii Medycznej Uniwersytet
Medyczny w Lodzi

¢01.10.2010 — obecnie adiunkt w Zaktadzie Biotechnologii Medycznej Uniwersytet
Medyczny w Lodzi

Ad. 4. Wskazanie osiagniecia wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65,

poz. 595 ze zm.)

Ad. 4.1. Tytul osiagniecia naukowego

»NEMO, kluczowy aktywator czynnika transkrypcyjnego NF«kB, i jego zwigzek z molekularnym

mechanizmem zjawiska preeklampsji.”



Ad. 4.2. Spis publikacji wchodzacych w sklad osiagni¢cia naukowego

Prace oryginalne

1.

2.

Sakowicz A, Hejduk P, Pietrucha T, Nowakowska M, Pluciennik E, Pospiech K, Gach A, Rybak
- Krzyszkowska M, Sakowicz B, Kaminski M, Krasomski G, Biesiada L, Finding NEMO in
Preeclampsia. Am J Obstet Gynecol. 2016 Apr;214(4):538.e1-538.e7.  doi:
10.1016/j.aj0g.2015.11.002 (IF=5.226, MNiSW=45)
Indywidualny wktad: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny badan;
wiodacy autor koncepcji pracy; zaplanowanie i koordynowanie wszystkich eksperymentows;
pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac badawczych; uczestnictwo w wykonaniu prac
zwigzanych z ekstrakcja catkowitego RNA z krwi zylnej, pgpowinowe;j i tozyska oraz walidacji
i przeprowadzeniu procesu Real-time qPCR; interpretacja wynikow; napisanie finalnej wersji
manuskryptu. M6j udziat — 70%.
Sakowicz A, Pietrucha T, Rybak-Krzyszkowska M, Huras H, Gach A, Sakowicz B, Banaszczyk
M, Grzesiak M, Biesiada L. Double hit of NEMO gene in preeclampsia. PLoS One. 2017 Jun
27;12(6):e0180065. (IF=2.766, MNiSW=35)
Indywidualny wktad: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny badan;
wiodacy autor koncepcji pracy; pozyskanie dofinansowania na prowadzenie prac badawczych;
zaplanowanie 1 koordynowanie wszystkich eksperymentow; uczestnictwo w wykonaniu prac
zwigzanych z (1) ekstrakcjg catkowitego RNA z krwi zylnej, pepowinowej i tozyska oraz
przeprowadzeniu procesu Real-time qPCR, (2) izolacja DNA z krwi zylnej matczynej i krwi
pepowinowej, (3) przeprowadzeniem reakcji PCR i procesem znakowania uzyskanych w reakcji
PCR fragmentow genu NEMO, (4) analiza bioinformatyczng uzyskanych wynikdw; interpretacja

wynikdéw; napisanie finalnej wersji manuskryptu. Moj udziat — 70%.

Sakowicz A, Lisowska M, Biesiada L, Pluciennik E, Gach A, Rybak-Krzyszkowska M, Huras H,
Sakowicz B, Romanowicz H, Piastowska-Ciesielska AW, Grzesiak M, Pietrucha T. Placental
Expression of NEMO Protein in Normal Pregnancy and Preeclampsia. Disease Markers. 2019 Jan
2;2019:8418379. doi: 10.1155/2019/8418379. (IF=2.949, MNiSW=25)

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny odpowiedzialny za aspekt molekularny badan;
wiodacy autor koncepcji pracy; zaplanowanie i koordynowanie wszystkich eksperymentow;
uczestnictwo w wykonaniu prac zwigzanych z (1) ekstrakcja biatka catkowitego oraz podfrakcji
cytoplazmatycznej i jadrowej, (2) oceng stezenia biatka NEMO metoda ELISA, (3) ocena ilosci
biatka NEMO metoda Western blot, (4) wykonaniem analiz immunohistochemicznych;

interpretacja wynikow; napisanie finalnej wersji manuskryptu. Moj udziat — 70%.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28654673
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30723530

Prace podgladowe:

Sakowicz A. The role of NFkB in the three stages of pregnancy - implantation, maintenance, and
labour: a review article. BJOG. 2018 Oct;125(11):1379-1387. doi: 10.1111/1471-0528.15172.
(IF=4.876, MNiSW=45)

Indywidualny wktad: autor korespondencyjny odpowiedzialny za przygotowanie pracy oraz
dokonanie przegladu literaturowego. Napisanie pelnej wersji manuskryptu wraz z

przygotowaniem rycin. Moj udziat — 100%

Ad. 4.3. Oméwienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiagnietych wynikow wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Podstawowym kierunkiem prowadzonych przeze mnie badan jest poznanie patomechanizmu rozwoju
zjawiska stanu przedrzucawkowego (preeklampsji, PE). Badania swoje prowadzitam i nadal kontynuuj¢
w oparciu o material pochodzacy od kobiet, ktorych cigza przebiegata bez komplikacji oraz tych u
ktérych zdiagnozowano stan przedrzucawkowy. Na poczatkowym etapie swojej pracy w oparciu o dane
literaturowe wskazujace na:

e dziedziczny charakter zjawiska preeklampsji zwigzany gtownie z linig matczyng,*

e udzial gendw ojcowskich dziedziczonych przez ptéd w rozwoju stanu przedrzucawkowego,?

e zwigzek pomiedzy picig meskg a zwickszong predyspozycja do zjawiska preeklampsji,?

o zwigzek pomiedzy podniesionym st¢zeniem mediatoréw stanu zapalnego w organizmie matki

a takze tozysku a wystepowaniem zjawiska preeklampsji,*”’
e wzrost aktywnos$ci czynnika NF«B (z ang Nuclear Factor kappa B) w tozyskach pochodzacych
od kobiet ktorych cigza byta powiklana stanem przedrzucawkowym,®°

postawitam hipoteze, iz istnieje jaki$ czynnik kodowany przez gen znajdujacy si¢ na chromosomie X i
odgrywajacy istotng role w aktywacji czynnika NF«B, ktory moze mie¢ kluczowe znaczenie w rozwoju
zjawiska preeklampsji. Analiza bioinformatyczna gendéw zlokalizowanych na chromosomie X
pozwolita mi na wytypowanie kandydata — gen kodujacy biatko NEMO (z ang. NFxB Essential
Modulator), ktére odgrywa kluczowa role w klasycznej $ciezce aktywacji czynnika NFkB. Ponadto,
warianty sekwencji nukleotydowej genu NEMO skutkujace zaburzeniem funkcji lub st¢zenia biatka
wigzane sa w literaturze z r6znymi zespotami ze wspolnym dominujacym elementem fenotypu w postaci
zaburzen immunologicznych u pacjentow. U chlopcow zespoly te sg z reguty letalne. 1013
Celem mojej pracy stanowigcej podstawe niniejszego postgpowania byto sprawdzenie czy NEMO moze
by¢ zaangazowane w patomechanizm zjawiska preeklampsji. Z tego wzgledu dokonywatam oceny
ekspresji genu NEMO w komorkach krwi obwodowej matek, krwi pepowinowej oraz tozyskach
pacjentek zakwalifikowanych do badania. Badalam réwniez rozmieszczenie biatka NEMO w

poszczegdlnych  strukturach kosmkéw  tozyskowych (badania immunohistochemiczne) oraz


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29460466
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29460466

sprawdzitam czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem biatka NEMO w kompartmentach
cytoplazmatycznych i jadrowych komoérek tozyska a wystagpieniem zjawiska preeklampsji. Ponadto,
dokonatam sekwencjonowania czgsci egzomowych genu NEMO, poszukujac tym samym odpowiedzi
na pytanie czy istnieje zwigzek pomiedzy istnieniem wariantéw nukleotydowych genu NEMO u matek
i ich dzieci a rozwojem zjawiska preeklampsji.

Badania moje moga przyczyni¢ si¢ do zrozumienia patomechanizmu rozwoju preeklampsji, sposobu jej

dziedziczenia oraz w przysztosci do opracowywania nowych lekow i standardow terapeutycznych.

Wprowadzenie:
Zgodnie z obecnymi wytycznymi Amerykanskiego Kolegium Potoznikéw i Ginekologow (z ang. The
American College of Obstetricians and Gynecologists; ACOG) i Migdzynarodowego Towarzystwa do
Badan Nadci$nienia w Cigzy (z ang. The International Society for the Study of Hypertension in
Pregnancy; ISSHP), stan przedrzucawkowy (preekalmpsja, PE) jest to zespot objawow chorobowych
pojawiajacy si¢ podczas cigzy (z reguty po 20-tym tygodniu cigzy, chociaz opisywane sa przypadki
bardzo wczesnej postaci preeklampsji) lub w czasie porodu lub pologu na ktory sktadaja sig: wzrost
ci$nienia skurczowego >140mmHg lub rozkurczowego >90mmHg mierzonego dwukrotnie w odstgpach
przynajmniej 6-cio godzinnych oraz pojawienie si¢ biatkomoczu >300mg/dobg lub przynajmniej na 1+
w pojedynczym badaniu moczu (kryteria ACOG) lub 2+ w pojedynczym badaniu moczu (kryteria
ISSHP).
W przypadku gdy nadcisnieniu tetniczemu indukowanemu cigza nie towarzyszy biatkomocz, to
wystapienie alternatywnie jednego z ponizszych symptomow:
e Trombocytopenii — spadek liczby ptytek ponizej 100 tys/ul (wg ACOG) lub ponizej 150 tys/ul
(wg ISSHP),
e wzrostu enzymow watrobowych dwukrotnie powyzej gornego zakresu referencyjnego
ustalanego dla danego laboratorium diagnostycznego,
e niewydolnosci nerek definiowanej jako wzrost stgzenia kreatyniny w surowicy kobiety powyzej
1,1mg/dl (wg ACOG) lub powyzej 90umol/l co odpowiada 1,02 mg/dl (wg ISSHP),
e obrzekow,
e zaburzen neurologicznych,
rowniez stanowi podstawe do rozpoznania zjawiska preeklampsji.**1°
Pomimo, iz zjawisko stanu przedrzucawkowego zostalo opisane juz w czasach Hipokratesa, jego
etiologia nadal nie zostata w petni wyjasniona. Uwaza si¢, ze gldownym podtozem rozwoju preeklampsji
jest nieprawidlowa inwazja trofoblastu do tkanek macicznych na poczatkowym etapie ciazy, ktora
prowadzi do hipoksji i wzmozonej apoptozy komorek trofoblastu oraz do nadmiernej produkcji przez
komorki trofoblastu szeregu mediatorow w tym reaktywnych form tlenu, ktore pobudzaja matczyny
uktad immunologiczny i prowadza do ogdlnoustrojowego stanu zapalnego.*!® W surowicy kobiet

obserwuje si¢ znaczgcy wzrost stezenia markeréw zapalnych w tym czynnika martwicy nowotworow
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typu alfa (z ang. Tumor Necrosis Factor alpha; TNFa), Interleukiny 6 (IL-6) czy Interleukiny 1 (IL-1),
ktorych regulacja zalezy m.in. od czynnika NF«xB.!" Czynniki matczyne m.in. wystepowanie cukrzycy
(takze indukowanej ciaza), otylos¢, cigza mnoga czy choroby o podiozu immunologicznym réwniez
stanowig istotny czynnik ryzyka rozwoju preeklampsji do niedawna wigzany z p6zng postacig PE
pojawiajaca sie po 34 tygodniu cigzy.'® Szereg badan rodzinnych wskazuje, iz preeklampsja ma rowniez
charakter dziedziczny, zwigzany glownie z linig matczyng. Corki kobiet ktorych cigza byta powiktana
stanem przedrzucawkowym majg zwigkszone ryzyko wystapienia preeklampsji w czasie ich wlasnej
cigzy, podczas gdy czgstos¢ wystepowania stanu przedrzucawkowego w cigzy z partnerem urodzonym
z cigzy powiktanej preeklampsjg jest rowna ryzyku wystepowania preeklampsji w ogélnej populacji.t*®
Niemniej jednak uwaza si¢ iz geny ojcowskie dziedziczone przez ptdéd réwniez stanowig czynnik

predysponujacy do wystgpienia preeklampsji.?

Kazdy etap ciazy jest $ciste ewolucyjnie zaprogramowany zaréwno pod wzgledem zmian w budowie
ciata kobiety jak rowniez pod katem hormonalnym i immunologicznymi. W swojej pracy przegladowej
“The role of NF«B in the three stages of pregnancy - implantation, maintenance, and labour: a review
article”, omowitam falowo$¢ zmian immunologicznych i adaptacyjnych matki i ptodu zaleznych od
czynnika transkrypcyjnego NF«B (z ang. Nuclear Factor kappa B) jakie zachodzg w czasie trzech
roznych etapow cigzy: implantacji, utrzymania cigzy i w czasie przygotowania organizmu kobiety do
porodu. W pracy tej zostaly rowniez poruszone odstepstwa od fizjologicznej adaptacji organizmu matki
pod katem immunologicznym i zwiazane z tym powiklania okresu cigzowego ze szczeg6lnym
uwzglednieniem wewnatrzmacicznego zaburzenia wzrastania ptodu (IUGR) oraz zjawiska stanu
przedrzucawkowego. W oparciu o przeglad danych literaturowych dotyczacych zarowno rozwoju
cztowieka jak i zwierzat laboratoryjnych wykazatam, iz stan nasilonej reakcji immunologicznej zaleznej
od czynnika NFkB jest niezbedny do otwarcia okienka implantacyjnego a takze do prawidlowego
przebiegu procesu implantacji. Ten nasilony stan odpowiedzi immunologicznej w miare rozwoju cigzy
powinien ulec wyciszeniu m.in. poprzez obnizona aktywacje czynnika NF«kB, co prowadzi do
przesunigcia rownowagi w obregbie uktadu immunologicznego z odpowiedzi typu Thl na korzy$¢ Th2.
U kobiet ze stanem przedrzucawkowym to przesuniecie nigdy nie zachodzi a aktywacja czynnika NFxB
jest ponad 10-krotnie zwigkszona w lozyskach kobiet ktorych cigza przebiegala z preeklampsjg.®
Ponadto, szereg badan wskazuje iz nasilona aktywacja czynnika NFxB jest obecna w réwniez w
komorkach krwi obwodowej kobiet ze zdiagnozowanym stanem przedrzucawkowym.??? Niestety
zadna z dostepnych prac nie opisuje na jakiej drodze (klasycznej, alternatywnej czy atypowej) zachodzi
aktywacja czynnika NFkB zarowno w tozyskach jak i krwi kobiet ktorych cigza przebiega z
preeklampsja. Poznanie tej $ciezki aktywacji czynnika NFxB mogloby okaza¢ si¢ kluczowe dla

poznania mechanizmu rozwoju zjawiska preeklampsji.

Celem pracy ,,Finding NEMO in preeclampsia” bylo sprawdzenie czy istnieje zalezno$¢ pomigdzy

ekspresja genu NEMO a wystgpieniem zjawiska preeklampsji. Gen NEMO znajduje si¢ na chromosomie
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Xq28 a produkt tego genu, biatko NEMO (z ang. NFxB Essential Modulator) zwane réwniez jako
IKBKG lub IKKY, jest niezbedne do aktywacji czynnika NF«kB na drodze klasycznej. W prezentowane;j
pracy badatam nie tylko czy istnieje zwigzek pomiedzy ekspresja genu NEMO a wystapieniem zjawiska
preeklampsji ale rowniez sprawdzatam czy rozwdj stanu przedrzucawkowego moze by¢ zwigzany z
zaburzong ekspresja jednego z trzech gtownych transkryptow genu NEMO (1A, 1B czy 1C), ktérych
ekspresja jest regulowana przez rdézne promotory, co w konsekwencji prowadzi do powstawania
produktéw o roznej dugosci. Badanie zostato przeprowadzone w oparciu o materiat biologiczny: krew
zylna, pepowinowa i tozyska, pochodzacy od kobiet ktorych cigza byla powiklana stanem
przedrzucawkowym lub przebiegata bez komplikacji. Do grupy badanej zakwalifikowatam 43 pacjentki
ze zdiagnozowanym stanem przedrzucawkowym, z czego u 19 pacjentek preeklampsja wystapita przed
34 tygodniem cigzy (wczesna posta¢ preeklampsji) a u 24 pacjentek >34 tygodnia cigzy (pdzna postaé
preeklampsji). Do grupy kontrolnej zakwalifikowano 48 pacjentek. Pacjentki byly rekrutowane z dwoch
szpitali Instytutu Centrum Zdrowia Matki Polki w Lodzi oraz Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie.
Badanie przeprowadzono za zgoda lokalnej Komisji Bioetyki ds. badan na ludziach dziatajacej przy
Uniwersytecie Medycznym w todzi. Kryterium kwalifikujacym pacjentki do grupy badanej byto
wystepowanie nadci$nienia (>140/90 mmHg) indukowanego cigza oraz obecnos¢ biatka w moczu
(przynajmniej 2+ w pojedynczym badaniu paskowym moczu); kryteria rozpoznania preeklampsji
wedlug ISSHP. W grupie kontrolnej znajdowaty si¢ pacjentki, ktorych cigza przebiegala bez
komplikacji. Kryterium dyskwalifikujacym pacjentki zar6wno z grupy badanej jak i kontrolnej byty:
cigza mnoga, stwierdzenie przewleklego nadcisnienia, cukrzyca (réwniez indukowana cigzg),
stwierdzenie choroby o podiozu autoimmunologicznym, BMI matki >30 kg/m?, wady genetyczne u
ptodu. W przypadku wielorodek wystepowanie nadci$nienia indukowanego cigza w poprzedniej ciazy
dyskwalifikowato pacjentke z grupy kontrolnej. W obu grupach krew zylna matczyna byla pobierana
od pacjentek 1-2 godziny przed porodem (poréd odbywatl sie drogg cesarskiego ciecia), natomiast
fragment poptodu 2cmx2cm w odleglosci okoto 5 cm od uj$cia pepowiny wraz z krwig pgpowinowg byt
pobierany zaraz po urodzeniu ozyska. Wskazaniem do cesarskiego ciecia w grupie kontrolnej byly
m.in.: wskazania okulistyczne, ortopedyczne, nieprawidtowe potozenie ptodu lub ryzyko rozejscia si¢

blizny poporodowej powstatej na skutek cesarskiego cigcia przeprowadzonego w poprzedniej cigzy.

Badanie wykazalo istotnie statystycznie wyzsza ekspresj¢ catkowita genu NEMO (Total NEMO) we
krwi kobiet ktorych cigza przebiegata z preeklampsjg. Co ciekawe zalezno$¢ ta dotyczyla réwniez
kazdego z badanych transkryptéw genu NEMO (1A, 1B, 1C). W przypadku dzieci urodzonych z cigzy
powiktanej preeklampsjg jedynie ekspresja genu NEMO z promotora 1A okazala si¢ istotnie
statystycznie wyzsza w stosunku do dzieci z grupy kontrolnej. Ponadto, w grupie badanej
zaobserwowano istotng statystycznie dodatnig korelacj¢ pomigedzy wzrostem catkowitej ekspresji genu
NEMO (Total NEMO) we krwi matki a wszystkim jej transkryptami (1A, 1B, 1C) oraz wszystkimi
badanymi transkryptami u jej dziecka (Total NEMO, 1A, 1B i 1C). Zalezno$¢ ta nie byta odnotowana



w grupie kontrolnej. Wyniki badan sugeruja, iz aktywacja czynnika NFxB we krwi kobiet i ich dzieci,
ktorych cigza jest powiklana stanem przedrzucawkowym, moze zachodzi¢ na drodze klasycznej.
Catkowitym zaskoczeniem byty wyniki analizy ekspresji genu NEMO w tozyskach kobiet ktorych cigza
przebiegala ze stanem przedrzucawkowym. Zaobserwowatam, iz ekspresja genu NEMO niezaleznie od
regionu promotorowego byla istotnie statystycznie nizsza w tozyskach pochodzacych od kobiet ktorych
cigza przebiegata z preeklampsja. Ponadto wykazatam, iz obnizenie tozyskowej ekspresji genu NEMO
w stosunku do kontroli jest przede wszystkim zwigzane z rozwojem pdznej postaci zjawiska
preeklampsji. Dodatkowo, brak statystycznie istotnych roznic w ekspresji genu NEMO pomigdzy
wczesng postacig preeklampsji a kontrolg sugeruje, iz te dwie postaci preeklampsji (p6zna i wczesna)
moga mie¢ odmienne podloze molekularne, co jest podkre$lane w literaturze.?®

Ponadto, wyniki niniejszej pracy pozwolity mi wysuna¢ hipotezg, iz regulacja aktywacji czynnika NFkB
w tozyskach kobiet ze stanem przedrzucawkowym najprawdopodobniej przebiega na drodze innej niz
klasyczna. Poniewaz obserwowane zaburzenia na etapie ekspresji genu IKBKG moga, ale nie musza
wplywac na stgzenie biatka NEMO w komorce lub mogg by¢ wynikiem nieprawidtowosci sekwencji
nukleotydowej genu NEMO, potrzebne byto poprowadzenie dalszych badan na pozostatych poziomach
molekularnych (biatkowym i kwasu deoksyrybonukleinowego).

W pracy “Double hit of NEMO gene in preeclampsia” kontynuowatam badania nad ekspresja genu
NEMO we krwi zylnej, pepowinowej i tozyskach w oparciu o liczniejsza populacje pacjentek (72
pacjentki z rozpoznanym stanem przedrzucawkowym i 79 kontrole) niz ta ktora byta prezentowana w
pracy ,,Finding NEMO in preeclampsia” oraz dokonatam sekwencjonowania czgéci egzomowych genu
NEMO w oparciu 0 DNA kobiet ze zdiagnozowanym stanem przedrzucawkowym.

Wyniki analiz catkowitej ekspresji genu NEMO (Total NEMO) i jego poszczegblnych transkryptow
(1A, 1B 1 1C) w grupie 151 pacjentek potwierdzity obserwacje uzyskane w poprzedniej pracy (,,Finding
NEMO in preeclampsia”) w odniesieniu do analiz na materiale tozyskowym i krwi zylnej matczynej
oraz pozwolity na dodatkowe spostrzezenie dotyczace nieprawidtowosci ekspresji genu NEMO we krwi
pepowinowej dzieci urodzonych z cigzy powiklanej stanem przedrzucawkowym. Ekspresja
poszczegdlnych transkryptow genu NEMO (1A, 1B i 1C) byta znaczgco statystycznie wyzsza we Krwi
pepowinowej dzieci urodzonych z cigzy powiktanej preeklampsja niz w populacji kontrolnej. Jedynie
calkowita ekspresja genu NEMO (Total NEMO) nie roznita si¢ znaczaco w stosunku do grupy
kontrolnej. Moze to sugerowaé, iz we krwi pepowinowej powstaje jakis dodatkowy transkrypt genu
NEMO ktorego ekspresja jest znamiennie obnizona w populacji dzieci urodzonych z cigzy powiktanej
stanem przedrzucawkowym w stosunku do kontroli, co w konsekwencji prowadzi do wyréwnania
catkowitej ekspresji genu NEMO (Total NEMO).

Niezaleznie od badan zwigzanych z analizag ekspresji genu NEMO, ktore byly kontynuacja
eksperymentoéw prezentowanych w pracy “Finding NEMO in preeclampsia”, glownym celem pracy
”Double hit of NEMO gene in preeclampsia” bylo zsekwencjonowanie czesci egzomowych genu

NEMO u kobiet ze zdiagnozowanym stanem przedrzucawkowym. Sekwencje uzyskanych odczytow
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porownywalam z dostepng w bazach danych ENSEMBL GRCh38.p5 i Human Genome Browser
GRCh38/hg38. Wyniki sekwencjonowania pozwolily mi na wyodrebnienie dwoch wariantow
nukleotydowych zlokalizowanych w regionie 3’UTR genu NEMO. W kolejnym etapie obecno$¢ obu
wariantow: IKBKG:c.*368C>A i IKBKG:c.*402C>T byta sprawdzana w materiale pochodzacym od
dzieci urodzonych z cigzy powiklanej preeklampsja oraz od matek i ich dzieci z grupy kontrolne;j.
Analizy statystyczne uzyskanych wynikéw pozwolily na stwierdzenie, iz jednoczesne homozygotyczne
nosicielstwo wariantu IKBKG:c.*402C>T przez matke (homozygota TT) i jej corke (homozygota TT)
lub jej syna (hemizygota T) jest zwigzane z wyzsza predyspozycja do wystapienia zjawiska preeklampsji
(OR =2.59, 95% CI 1.20 - 5.57; p<0.05). Wyniki tej analizy wydajg si¢ by¢ spdjne z ogdlnym pogladem,
iz preeklampsja ma podloze dziedziczne oraz ze dziedziczenie zjawiska preeklampsji przebiega po linii
matczynej. Mozna réwniez przypuszczaé, iz geny ojcowskie (w przypadku ptodow plci zenskiej)
réwniez przyczyniaja si¢ do wzrostu ryzyka wystapienia preeklampsji.

Wyniki analiz in silico przeprowadzonych w ramach niniejszej pracy pozwolity na bioinformatyczne
wyjasnienie mechanizmu dzialania wytypowanego w ramach pracy do$wiadczalnej wariantu
IKBKG:c.*402C>T. Analiza stabilnosci struktury mRNA w oparciu o bezptatne narz¢dzie RNAfold
Online tool (http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAfold.cgi.), wykazata iz obecnos¢ alleu T w pozycji

402 regionu 3’'UTR genu NEMO wplywa na zwigkszenie stabilno$ci czgsteczki mRNA (minimalna
wolna energia, MFE, byta nizsza w przypadku transkryptow 1B i 1C ktore w pozycji 402 regionu 3°UTR
zawieraly tyming). Ponadto, kolejna analiza in silico z wykorzystaniem dwoch niezaleznych pakietow
RegRNA (http://regrna2.mbc.nctu.edu.tw/detection.html) i miRNA_targets
(http://mamsap.it.deakin.edu.au/~amitkuma/mirna_targetsnew/sequence.html) wykazata, iz obecnos¢
tyminy moze wplywaé na stabilizacj¢ czasteczki mRNA poprzez regulacje przylaczania si¢ do niej
czasteczek microRNA: miR-3960 i miR-5090 oraz miR-503, miR-885-3p, miR-1266 i miR-4519.
Niezaleznie od analiz bioinformatycznych, wykazatam iz u nosicieli wariantu IKBKG:c.*402C>T
obserwuje si¢ wyzsza ekspresje genu NEMO w komorkach krwi obwodowej i pgpowinowej. Ekspresja
genu NEMO oraz jego poszczegdlnych transkryptow 1A, 1B i 1C byla wyzsza w populacji pacjentek i
ich dzieci u ktorych zdiagnozowano uktad matka homozygota TT/ cérka homozygota TT lub matka
homozygota TT/ syn hemizygota T, ale tylko dla wariantéw: 1A (transkrypt pochodzacy od matki) oraz
Total NEMO, 1A i 1C (transkrypty analizowane we krwi pgpowinowej) Wyniki osiagnety istotnos¢
statystyczng (p<0.05).

Uzyskane wyniki jednak w Zaden sposob nie pokazaty powigzania pomigdzy nosicielstwem uktadu
homozygotycznego przez matke i corke (TT/TT) lub homo/hemizygotycznego (TT/T) przez matke i jej
syna a obnizeniem ekspresji genu NEMO w tozyskach. By¢ moze wykryty wariant nukleotydowy ma
tylko swoje przelozenie na ekspresje genu NEMO w komoérkach krwi natomiast nie wywiera istotnego
znaczenia na regulacje ekspresji genu NEMO w komorkach tozyska. Moze to sugerowac iz preeklampsja
ma podtoze wielogenowe a wariant IKBKG:c*402C>T moze w pewien sposob modulowaé

predyspozycje do wystapienia preeklamps;ji.
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Z tego wzgledu kolejnym etapem mojej pracy byto sprawdzenie czy spadek ekspresji genu NEMO w
tozyskach pochodzacych z cigz powiktanych preeklampsja ma faktycznie swoje odzwierciedlenie w
stezeniu biatka NEMO. Dodatkowo chciatam si¢ dowiedzie¢ w jakich strukturach kosmkow
tozyskowych znajduje si¢ biatko NEMO oraz czy jego stezenie rézni si¢ pomiedzy kompartmentem
cytoplazmatycznym a jadrowym w obregbie komorek tozyska. Wyniki badan na poziomie biatkowym w
oparciu o materiat tozyskowy zostaty przedstawione w kolejnej pracy ,,Placental expression of NEMO
protein in normal pregnancy and preeclampsia”. Analizie zostalo poddanych 185 tozysk (97
pochodzacych z cigz powiktanych preeklampsjg i 88 kontrolnych). Wykorzystujac komercyjnie
dostepne zestawy do oznaczania biatka NEMO w oparciu o technik¢ ELISA oznaczytam stezenie biatka
NEMO w catkowitych frakcjach, frakcjach cytoplazmatycznych i jadrowych wyizolowanych z tozysk.
Czystos¢ uzyskiwanych frakcji cytoplazmatycznych i1 jadrowych zostata potwierdzona technika
Western blot z wykorzystaniem przeciwcial skierowanych przeciwko biatku cytoplazmatycznemu -
dehydrogenazie aldehydu 3-fosfoglicerynowego (GAPDH) i jadrowemu Laminie A/C. Przeprowadzone
analizy statystyczne pozwolity mi na wykazanie iz stezenie biatka NEMO (catkowita frakcja tozyskowa)
jest istotnie obnizone w tozyskach kobiet ktérych cigza przebiegata z preeklampsja. Dodatkowo
wykazatam, iz frakcja cytoplazmatyczna pochodzaca z tozysk nie rozni si¢ istotnie pomiedzy grupa
badang a kontrolna pod wzglgdem stezenia biatka NEMO natomiast istotne réznice w stezeniach biatka
NEMO zostaly odnotowane we frakcji jadrowej. Wyniki badan uzyskane w tescie ELISA zostaly
potwierdzone drugim niezaleznym badaniem, technika potilosciows - Western blot z wykorzystaniem
przeciwciat skierowanych przeciwko biatku NEMO. Badanie Western blot wykonano w oparciu o
spulowane w utworzonych grupach (kontrolna, wczesna PE, pdézna PE) frakcje -catkowite,
cytoplazmatyczne i jadrowe. Niezaleznie od wybranej metody uzyskane wyniki na poziomie biatkowym
sg spojne z wynikami uzyskanymi na poziomie mRNA prezentowanymi w poprzednich pracach w
odniesieniu do postaci pdznej i wezesnej preeklampsji. Zarowno frakcja catkowita oraz jadrowa byly
znaczgco obnizone w przypadku tozysk pochodzacych z cigz powiktanych p6Zng postacig preeklampsji.
Dodatkowo nie zaobserwowano réznic w st¢zeniach biatka NEMO pomig¢dzy wczesng postacig
preeklmapsji a kontrolg, co moze sugerowa¢ odmienng etologie¢ rozwoju wczesnej i pdznej postaci stanu
przedrzucawkowego.

Dodatkowo w ramach pracy przeprowadzitam badanie immunohistochemiczne w oparciu o0 15 losowo
wybranych tozysk (5 tozysk kontrolnych, 5 pochodzacych z cigzy powiktanej pdzng i 5 pochodzacych
z cigzy powiktanej wczesng postacig preeklampsji). Badanie immunohistochemiczne potwierdzito
obnizenie st¢zenia biatko NEMO w lozyskach pochodzacych z ciaz powiktanych preeklampsja oraz
dodatkowo pozwolito ustali¢, iz niezaleznie od losow cigzy (powiktana badZz niepowiklana stanem
przedrzucawkowym) biatko NEMO jest zlokalizowane gldwnie w warstwie syncytiotrofoblastu
kosmkow lozyskowych, czyli w warstwie ktora wedtug danych literaturowych cechuje si¢ najwyzsza

aktywnoscig czynnika NFkB.
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Wyniki uzyskane w ramach badania pozwolity na wysuniecie nastepujacych wnioskow: (1) nasilona
aktywacja czynnika NFxB w tozyskach kobiet ktorych cigza przebiega z preeklampsja
najprawdopodobniej odbywa si¢ na innej $ciezce niz klasyczna poniewaz stezenie biatka NEMO w
grupie badanej i kontrolnej nie r6znito si¢ znamiennie w przestrzeni cytoplazmatycznej, (2) obnizenie
biatka NEMO z kompartmencie jadrowym wyekstrahowanym z tozysk pochodzacych z cigz
powiklanych preeklampsja wskazuje iz biatko NEMO odgrywa znaczacg funkcj¢ w prawidtowym
funkcjonowaniu tozyska, przy czym funkcja ta nie jest jedynie zwigzana z aktywacja czynnika NF«kB.
Przeglad danych literaturowych pozwolit na zrozumienie dualistycznej roli biatka NEMO, ktore w
cytoplazmie jest niezbedne do aktywacji czynnika NFkB, natomiast w jadrze hamuje transkrypcyjna
zdolno$¢ aktywnego czynnika NFxB do inicjacji ekspresji szeregu gendw w tym genow
odpowiedzialnych za nasilong odpowiedz immunologiczng. Ponadto, biatko NEMO niezaleznie od
czynnika NFkB ma zdolno$¢ do oddziatywania z innymi biatkami, m.in. obecnymi w przestrzeni
jadrowej np. biatkiem c-Myc, wplywajac tym samym na regulacje proceséw zwiazanych ze $miercia
komoérkowa oraz tworzeniem i rozbudowa naczyn. Obnizenie stezenia biatka NEMO w tozyskach cigz
powiktanych stanem przedrzucawkowym moze zatem ttumaczy¢, obserwowang w licznych badaniach,
(1) nasilong aktywnos$¢ czynnika NFxB — brak sprawnego mechanizmu jadrowego zaleznego od biatka
NEMO hamujacego aktywno$¢ transkrypcyjng czynnika NFxB, (2) nasilona apoptoze, nekrozeg,
nekroptoze komorek tozyska oraz zaburzenia procesu angiogenezy — niedostateczne stezenie biatka
NEMO zaburza jego interakcje z biatkami kluczowymi dla szlakow komoérkowych regulujacych w/w
procesy.

Za najwazniejsze osiagniecia naukowe wynikajgce z powyzej opisanych badan uwazam:

1. Jako pierwsza wykazatam istnienie zaleznosci pomigdzy NEMO, kluczowym aktywatorem
czynnika transkrypcyjnego NFkB, a zjawiskiem wystapienia preeklampsji.

2. Udokumentowatam, iz ekspresja genu NEMO oraz jego poszczegdlnych transkryptow (1A, 1B,
1C) jest znamiennie podniesiona w komodrkach krwi obwodowej kobiet i krwi pepowinowe;j ich
dzieci ktore zostaly urodzone z ciazy powiktanej preeklampsjg.

3. Wykazatam, iz w tozyskach kobiet, ktorych cigza przebiega z preeklampsja, dochodzi do
spadku ekspresji genu NEMO. Ponadto zaobserwowatam, iz spadek st¢zenia biatka NEMO w
calkowitych izolatach komorek tozyska oraz ich frakcji jadrowej jest charakterystyczny dla cigz
powiklanych preeklampsja. Z kolei stezenie biatkka NEMO we frakcji cytoplazmatycznej
komorek tozyska nie r6zni si¢ istotnie pomi¢dzy grupa badang a kontrolng, sugerujac tym
samym, ze nasilona aktywacja czynnika NFkB w komorkach tozyska pochodzacego z cigz
powiklanych preeklampsja moze by¢ wynikiem innej niz klasyczna $ciezki aktywacji. Biatko
NEMO odgrywa kluczowa role w aktywacji czynnika NF«kB na $ciezce klasycznej zachodzace;j

W przestrzeni cytoplazmatycznej komorki.
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4. Wykazatam w oparciu o badania immunohistochemiczne, ze gléwnym miejscem ekspresji
biatka NEMO w lozyskach jest warstwa syncytiotrofoblastu.

5. Wpykazatam, potwierdzajac spostrzezenia innych naukowcdéw, iz mechanizm rozwoju
preeklampsji o wezesnym i poznym przebiegu moze mie¢ inne podtoze molekularne; ekspresja
genu NEMO oraz biatka NEMO w tozyskach kobiet z pdzng postacia preeklampsjg roznita si¢
istotnie w stosunku do kontroli, z kolei nie obserwowatam istotnie statystycznych réznic
pomiedzy wczesng postacig preeklampsji a kontrola.

6. Udokumentowatam, iz rozwdj zjawiska preeklampsji moze by¢ zwigzany z jednoczesnym
homozyotycznym lub homo/hemizygotycznym nosicielstwem wariantu IKBKG:c.*402C>T
przez matke i ptdd; uktad matka TT/corka TT lub matka TT/syn T. Obserwacje te moga
potwierdzaé teori¢ iz: (1) preeklampsja ma charakter dziedziczny, (2) preeklampsja jest
dziedziczona po linii matczynej; pldd meski dziedziczy chromosom X z wariantem
IKBKG:c.*402C>T od matki, (3) geny ojcowskie dziedziczone przez ptéd rowniez moga
przyczynia¢ si¢ do rozwoju zjawiska preeklampsji; corka dziedziczy jeden chromosom X z
wariantem [KBKG:c.*402C>T od ojca a drugi od matki uzyskujac tym samym genotyp TT
(IKBKG:c.*402TT) predysponujacy do wystapienia preeklamps;ji.
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Ad. 5. Omowienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych.
5.1. Dane bibliometryczne

e Sumaryczny impact factor zgodnie z rokiem opublikowania: 64.903

w tym IF=16.565 przypada na pierwszoautorskie prace oryginalne

e Sumaryczny impact factor zgodnie z rokiem opublikowania w przypadku prac
opublikowanych poza cyklem prac umieszczonych w dysertacji: 49.086

w tym IF=5.624 przypada na pierwszoautorskie prace oryginalne

e Sumaryczny impact factor zgodnie z rokiem opublikowania dla prac umieszczonych w
dysertacji: 15.817
w tym 1F=10.941 przypada na pierwszoautorskie prace oryginalne

a [F=4.876 przypada na pierwszoautorska prace przegladowa

Lacznie 234 cytowan, indeks Hirscha wynosi 7.
(Zrédto: ISI Web of Science)

Lacznie 246 cytowan, indeks Hirscha wynosi 7.
(Zrodto: Scopus)

Tematyka prac badawczych:
5.2. Dorobek naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora

Jeszcze w czasie studidow magisterskich na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi odbywalam staz w formie
wolontariatu w Laboratorium diagnostycznym Szpitala Zakonu Bonifratrow §w. Jana Bozego w Lodzi.
Po ukonczeniu studiow w 2001 roku zostatam zatrudniona w w/w laboratorium, z ktéorym bylam
zwigzana stosunkiem o prace do konica wrzesnia 2005 roku. Czas ten nie byt zwigzany z dziatalnos$cig
naukowg jednakze pozwolit mi na uzyskanie tytutu diagnosty laboratoryjnego, uzyskanie uprawnien
serologicznych oraz poglebianie wiedzy klinicznej w aspekcie zmian parametréw biochemicznych,
hematologicznych i hormonalnych. Praca w laboratorium pozwolita mi réwniez na zapoznanie si¢ z
walidacja i kontrolg jako$ci w laboratorium diagnostycznym (wiedzg ta wykorzystuje w chwili obecnej
do kontroli badan naukowych) oraz przygotowaniem dokumentacji medycznej w zakresie normy ISO
17025 ISO 15189.

Dopiero powr6t na uczelnig, Uniwersytet Medyczny w Lodzi, w charakterze doktoranta Dziennego
Studium Doktoranckiego, w pazdzierniku 2005 roku pozwolit mi na rozwijanie kariery naukowej. Jako
doktorant prowadzitam badania dotyczace genetycznego podloza wystapienia zawatu mig$nia

sercowego u pacjentow przed 45 rokiem zycia w populacji polskiej. Prace badawcze pozwolity mi na
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przygotowanie dwodch publikacji naukowych ktére zostaty przyjete do druku i stanowity podstawe do
obrony doktoratu. Prace te ukazaty si¢ drukiem krotko po mojej obronie doktoratu.

1. Sakowicz A, Fendler W, Lelonek M, Pietrucha T, Genetic variability and the risk of myocardial
infarction in Polish under 45 years of ages. Archives of Medical Science 2010;6(2):160-167

2. Sakowicz A, Fendler W, Lelonek M, Gluba A, Pietrucha T, Two polymorphisms of the FVII
gene and their impact on the risk of myocardial infarction in the Poles under 45 years of age
Molecular Biology 2010,44(2):202-207

W trzy lata po obronie doktoratu ukazat si¢ jeszcze jeden manuskrypt, ktory byt rowniez wynikiem prac
prowadzonych w ramach doktoratu:

3. Sakowicz A, Fendler W, Lelonek M, Sakowicz B, Pietrucha T Genetic polymorphisms and the
risk of myocardial infarction in patients under 45 years of age Biochemical Genetics
2013;51:230-242

W powyzszych manuskryptach prezentowatam wyniki badan prowadzonych w czasie studiow
doktoranckich wykazujac zwigzek pomiedzy nosicielstwem zmiennosci polimorficznych
zlokalizowanych w genach zwigzanych z rozwojem blaszki miazdzycowej oraz procesami krzepnigcia
i fibrynolizy a wystapieniem zawalu migénia sercowego u pacjentéw populacji polskiej. Poniewaz
przestanki literaturowe wskazywaty iz zawat migénia sercowego ma podloze dziedziczne (badania na
bliznietach) oraz ze w populacji mtodych pacjentdw znaczenie podtoza genetycznego przewaza nad
czynnikami $srodowiskowymi, badania swoje prowadzilam w oparciu o populacje pacjentéw u ktorych
zawal wystapit przed 45 rokiem zycia. Pacjenci ci przed wystapieniem ostrego incydentu wiencowego
nie mieli zdiagnozowanych jakichkolwiek czynnikow lub chordb wspdttowarzyszacych, ktore moglyby
wskazywaé¢ na potencjalne ryzyko wystgpienia zawatu serca w tak mtodym wieku (z wyjatkiem
nadcisnienia). Grupa kontrolna zostata utworzona z ochotnikow, ktoérzy po przekroczeniu 45 roku zycia
nie manifestowali zadnych objawow choroby niedokrwiennej mig$nia sercowego oraz u ktorych nigdy
nie wystgpity symptomy ostrego incydentu wienicowego. Badaniu zostato poddanych 272 pacjentow
zakwalifikowanych do grupy badanej i 141 o0séb stanowigcych grupe kontrolng. W oparciu o dane
literaturowe, ktére podaja, iz prawie 90% wszystkich przypadkow ostrego incydentu wiencowego jest
spowodowane naglym peknigeciem blaszki miazdzycowej i wytworzeniem si¢ zakrzepu powodujacego
okluzj¢ naczynia, w swoich pracach gtownie skupilam si¢ na wytypowaniu genow, ktérych produkty
biatkowe sg zwigzane z:

e rozwojem stanu zapalnego (gen kodujgcy reduktaze metylenotetrahydrofolianu — MTHFR,
polimorfizm C677T; gen kodujacy czasteczki receptora utlenionych LDL podobnego do
lektyny — LOX1, polimorfizm K167N)

e zaburzeniami funkcji $Srédblonka naczyn (gen kodujacy Selektyng E — polimorfizm Ser128Arg;
gen kodujacy czasteczke adhezji miedzykomoérkowej typu 1 — ICAML, polimorfizm K469E;
gen kodujacy czgsteczke adhezji ptytkowo-$rodbtonkowej — PECAML, polimorfizm L125V i
polimorfizm G1688A),
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e nadmierng degradacja macierzy zewnatrzkomorkowej (gen kodujacy metaloproteinaze typu 1 —
MMP1, polimorfizm -1607 1G/2G; gen kodujacy metaloproteinazg typ 3 — MMP3,
polimorfizm -16125A/6A; gen kodujacy metaloproteinazg typu 9 — MMP9, polimorfizm -
1562C/T)

e zaburzeniami koagulogicznymi (gen kodujacy czynnik tkankowy — TF, polimorfizm
-603 A/G; gen kodujacy inhibitor tkankowego aktywatora fibrynogenu — PAI, polimorfizm -
6754G/5G; gen kodujacy fibrynogen, polimorfizm -146C/T i polimorfizm -455G/A; gen
kodujacy czynnik VII krzepnigcia krwi — FVII, polimorfizm -323A1/A2, polimorfizm R353Q,
polimorfizm IVS7 oraz gen kodujacy czynnik V krzepnigcia krwi — FV, polimorfizm 1691G/A).

W pierwszej prezentowanej pracy wykazatam iz polimorfizm —1607 1G/2G zlokalizowany w obrebie
genu dla MMP1 jest zwigzany ze zwickszonym ryzykiem wystapienia zawatlu migsnia sercowego
(OR=5.68, 95% CI 2.60-12.36). Wyniki kolejnej pracy pozwolity mi wykaza¢, iz nosiciele allela A2
genu kodujacego czynnik VII krzepnigcia krwi (polimorfizm zlokalizowany w regonie -323 A1/A2)
maja obnizone ryzyko wystgpienia zawatu migsnia sercowego przed 45 rokiem zycia anizeli
homozygoty Al/Al (OR=0.40, 95% CI=0.20-0.80). Z kolei w trzeciej z prezentowanych prac
wskazatam, iz osoby ktore w genie PECAM1 w pozycji 373 regionu kodujacego zawierajg guaning
(polimorfizm C373G zwany roéwniez polimorfizmem Leul25Val) zamiast cytozyny majg zwigkszong
predyspozycje do wystgpienia zawalu migénia sercowego W stosunku do homozygot CC (OR=1.571,
95% Cl=1.19-2.08). Dodatkowo moje badania wykazatly, iz zmiennosci polimorficzne C677T genu
MTHFR oraz -16125A/6A genu MMP3 sa zwigzane z wyzszym ryzykiem wystapienia 75% stenozy w
naczyniach wiencowych.

Ponadto, w prezentowanych pracach potwierdzitam obserwacje innych badaczy, iz pte¢ meska,
nadcis$nienie, hipercholesterolemia oraz dodatni wywiad rodzinny sa istotnymi czynnikami ryzyka

wystapienia zawalu mig$nia sercowego u pacjentow przed 45 rokiem zycia.

5.3. Dorobek naukowy po uzyskaniu stopnia doktora
Po uzyskaniu stopnia doktora moje zainteresowania badawcze mozna przypisa¢ do nastgpujacych

obszarow tematycznych:

Uzyteczno$¢ markeréw biochemicznych, genetycznych a takze Reynolds Risk Score w ocenie
ryzyka chordb ukladu krazenia

Powyzsza tematyka badawcza zostala upowszechniona przez 13 artykulow oryginalnych. Artykuty [1,
3-5 oraz 13] w gtownej mierze zwigzane byly z ocena diagnostyczna i rokownicza rozpuszczalnej formy
biatka ST2 (solubleST2, sST2) jako nowego markera niewydolnosci migs$nia sercowego (HF) oraz
stenozy aortalnej. Artykuty [6-7] dotyczyly zwigzku sze$ciu zmienno$ci polimorficznych oraz 9
biomarkeréw biochemicznych o dotad nieustalonej warto$ci diagnostycznej z niewydolnos$cig mig$nia

sercowego o roznej etiologii. Z Kolei strategia ustalania wartosci diagnostycznej markerow
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genetycznych oraz Reynolds Risk Score w ocenie ryzyka wystapienia nadcisnienia lub rozwoju choroby
wiencowej zwigzanej z rozwojem blaszki miazdzycowej oraz strategii farmakologicznych byta
oceniania w pracach [8-12].

Biatko ST2 wystegpuje w organizmie w postaci czterech izoform: dlugiej (L), zakotwiczonej w btonie
komorkowej tzw. forma przezblonowa ST2L, rozpuszczalnej (soluble) niezwigzanej z komorka (sST2)
oraz izoform ST2V i ST2LV. Kazda z tych izoform jest swoistym receptorem dla interleuiny-33 (IL-
33), ktora uwalniania jest m.in. z komorek $rodblonka i fibroblastow w czasie rozciggania
kardiomiocytow. Przylaczenie IL-33 przez forme przezblonowa ST2L wptywa korzystnie na migsien
sercowy przeciwdziatajac jego widknieniu i postgpujacemu przerostowi. Z kolei rozpuszczalna forma
biatka solubleST2 ma za zadanie przechwycenie IL-33 zanim zwigze si¢ ona z formg przezblonowa,
hamujgc tym samym tworzenie si¢ kardioprotekcyjnego kompleksu ST2L/IL-33.

W badaniu [1] badano zwiazek pomiedzy stg¢zeniem rozpuszczalnej formy biatka sST2 a parametrami
klinicznymi, biochemicznymi, elektro i echokardiograficznymi oraz angiograficznymi w populacji
pacjentow z niewydolnoscig mig$nia sercowego (klasa NYHA I-III z wylaczeniem klasy IV) oraz
zakresem wyrzutowej lewej komory serca mieszczacym si¢ w przedziale 13-44%. W pracy wykazano,
iz istnieje dodatnia korelacja pomigdzy dwoma niezaleznymi markerami niewydolnosci mies$nia
sercowego (HF): biatkiem sST2 oraz peptydem natriuretycznym NT-proBNP (R=0.34, p<0.05). Co
ciekawe, zaobserwowaliSmy rowniez, iz istnieje silne powigzanie pomig¢dzy st¢zeniem sST2 we krwi
pacjentow a liczba naczyn wiencowych objetych procesem miazdzycowym oraz stezeniem markera NT-
proBNP; im wyzsze stezenie biatka sST2 jest tym mniejsza liczba naczyn wiencowych byla objeta
procesem miazdzycowym przy jednoczesnym wyzszym stezeniu NT-proBNP. Prace nad rozpuszczalng
postacig biatka ST2 byly kontynuowanie, aby ustali¢ warto$¢ prognostyczng tego markera dla
pogorszenia si¢ stanu klinicznego pacjenta z HF w ciggu roku od hospitalizacji.

W badaniu ,,Single sST2 protein measurement predicts adverse outcomes at 1-year follow-up in patients
with chronic heart failure” opartym o populacje 145 pacjentow z objawowa przewlekta niewydolnoscig
migénia sercowego (CHF) u ktorych frakcja wyrzutowa serca wynosita <30%, wykazano uzytecznos$é
informacji jaka niosg za sobg dwa niezalezne markery niewydolnosci mi¢s$nia sercowego: sST2 i NT-
proBNP w krotkoterminowym rokowaniu pogorszenia si¢ stanu pacjenta (HR=3.77, 95% C1=1.55-9.18,
p=0.003 i HR=2.043, 95% CI=1.088-3.837, p=0.026, odpowiednio). Dodatkowo ustalilismy, iz
jednoczesny wzrost stezenia biomarkerow powyzej punktow odcigcia: sST2>0.296 ng/ml
i NT- proBNP>2664 pg/ml w trakcie pierwszej hospitalizacji podnosi ponad 4 krotnie ryzyko
pogorszenia si¢ w ciggu roku stanu klinicznego pacjenta definiowanego jako: $§mier¢ z powodu chorob
sercowo-naczyniowych, powtorna hospitalizacja z powodu zaostrzenia CHF, konieczno$¢ zwigkszenia
dawki stosowanych u pacjenta lekow o dzialaniu diuretycznym albo pogorszenie si¢ stanu klinicznego
pacjenta wedtug skali NYHA.

W kolejnych dwoch pracach [4,5] rowniez badaliSmy uzyteczng wartos¢ biatka sST2 jako niezaleznego

markera niewydolno$ci migs$nia sercowego w potaczeniu z dodatkowymi 58 parametrami uzytecznymi
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w diagnostyce CHF w aspekcie rokowania pogorszenia si¢ stanu klinicznego w ciagu roku od
hospitalizacji. Badania te byly przeprowadzane na grupie 167 pacjentow z przewlekla choroba
niewydolnosci migs$nia sercowego (CHF), u ktorych frakcja wyrzutowa lewej komory serca wynosita
<45%. W pracach tych potwierdzono wyniki uzyskane na mniejszej populacji pacjentow z CHF i frakcja
wyrzutowg <30%, iz stezenie biatka sST2 moze by¢ niezaleznym markerem rokowniczym pogorszenia
si¢ w ciggu roku stanu klinicznego pacjenta w rozumieniu: ponownej hospitalizacji z powodu
zaostrzenia choroby niedokrwiennej serca, koniecznosci zwickszenia dawki lekow o dzialaniu
diuretycznym, przyporzadkowania ci¢zkosci objawow u pacjenta do kolejnej klasy wg skali NYHA czy
$mierci, jednak tym razem warto$¢ odcigcia dla SST2 zostata oszacowana na 0.33 ng/ml. Roznica w
punktach odciecia dla sST2 pomiedzy prezentowanymi pracami moze wynika¢ z réznych kryteriow
doboru pacjentéw do obu badan pod wzglgdem frakcji wyrzutowej (<30% vs <45%). W badaniach [4,5]
réwniez oszacowalismy, iz wyzsze stezenie biatka sST2 mierzone w czasie hospitalizacji wiaze si¢ ze
spadkiem prawdopodobienstwa przezycia pacjenta z 95% do 65%. Ponadto wykazaliSmy iz: wzrost
stezenia glukozy mierzonej na czczo powyzej 5.9 mmol/l réwniez moze by¢ dobrym markerem
rokowniczym pogorszenia si¢ stanu pacjenta w ciggu roku od hospitalizacji. PokazaliSmy réwniez, ze
algorytm uwzgledniajacy wyniki stezenia sST2 i glukozy powyzej przyjetych punktéw odcigcia
poprawia negatywna warto$¢ predykcyjna obu testow z odpowiednio: 68.6% dla sST2 i 70.9% dla
glukozy do 88.7% dla glukozy+sST2.

Pomimo tego, iz rozpuszczalna forma biatka ST2 okazata si¢ bardzo dobrym markerem diagnostycznym
oraz prognostycznym w ocenie ryzyka pogorszenia si¢ stanu pacjenta w ciggu roku od hospitalizacji nie
udato si¢ wykaza¢ uzyteczno$ci tego parametru w ocenie zaawansowania stenozy aortalnej u pacjentow
z zachowang funkcjg skurczowg lewej komory serca. W badaniu [13] wykazano stabg korelacje
pomigdzy sST2, peptydem natiuretycznym NT-proBNP a parametrami oceniajgcymi stopien
zaawansowania stenozy aortalnej: powierzchniag otwarcia zastawki aortalnej (z ang. aortic valve area,
AVA), srednim gradientem ci$nien (z ang. Mean pressure gradient, MPG) oraz szczytowa predko$cig
przeptywu przez zastawke aorty (z ang. Peak aortic velocity).

Z kolei uzyteczno$¢ dziewieciu potencjalnych markerow biochemicznych i szesciu markeréw
genetycznych w populacji pacjentéw z niewydolno$cig mig$nia sercowego o roznej etologii zostata
omowiona w publikacjach [6-7]. W pracy “Differences in biochemical and genetic biomarkers in
patients with heart failure of various etiologies” grupa 110 pacjentow z rozpoznana choroba
niewydolno$ci migsnia sercowego zostala podzielona na podgrupy pod wzgledem réznej etiologii: grupe
pierwsza HFpEF (N=51) utworzono z pacjentéw u ktorych nadcisnienie bylo czynnikiem sprawczym
niewydolno$ci migénia sercowego przebiegajacego z zachowang frakcja wyrzutowa serca (EF>50%)),
grupa druga HFrEF-ICM sktadata si¢ z 32 pacjentow u ktorych HF z frakcja wyrzutowa lewej komory
<50% rozwingta si¢ w wyniku choroby niedokrwiennej serca natomiast w trzeciej grupie HFfEF-DCM
(N=27) podtozem niewydolnosci mig¢snia sercowego przebiegajacego z obnizong frakcja wyrzutowa

lewej komory serca (EF<50%) byta kardiomiopatia rozstrzeniowa. W wymienionych grupach ustalano
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uzyteczno$¢ markerow biochemicznych: NT-proBNP, kardiotropiny-1 (CT-1), cystatyny C (CysC),
czynnika martwicy nowotworow typu alfa (TNF-o), N-koncowego propeptydu kolagenu typu III
(PHINP), syndekanu-4 (Syn4), biatka podobnego do receptora dla interleukiny-1 (I11RL1),
transformujacego czynnika wzrostu typu beta (TGF-B), lipokaliny- 2 (LCN2) oraz szeSciu zmiennosci
polimorficznych: polimorfizmu -174G/C genu 1I-6 (rs1800795), polimorfizmu -1260C/A genu
CYP27B1 (rs10877012), polimorfizmu -786T/C genu NOS3 (rs2070744), polimorfizmu Arg25Pro genu
TGF-$ (rs1800471), polimorfizmu -608G/A genu TNF-a (rs1800629) oraz polimorfizmu Prol2Ala
genu PPARy (rs18012) do réznicowania pacjentdéw z niewydolno$cig mig$nia sercowego o roéznej
etiologii. Badanie wykazato iz populacja HFpEF miala wyzsze stezenie TNF-a i TGF-B niz grupa
HFrEF-DCM (p<0.01). Stezenie TGF-f byto réwniez znamiennie wyzsze w populacji pacjentow z
zachowana frakcja wyrzutowa lewej komory w stosunku do tych, u ktoérych choroba rozwingta si¢ na
skutek niedokrwienia migénia sercowego (HFrEF-ICM). Stezenia CT-1 oraz Syn4 byly podwyzszone u
pacjentow HFrEF-DCM w stosunku do pozostatych dwodch grup, co sugeruje udziat tych dwoch
czynnikéw w etiologii niewydolnos$ci mig$nia sercowego zwigzanej z kardiomiopatig rozstrzeniowa.
Dodatkowo analiza wieloczynnikowa wykazata, iz dwa niezalezne markery biochemiczne: TGF- i
Syn4 pozwalaja jednocze$nie na réznicowanie pacjentdw z niewydolnos$cia migénia sercowego, ktora
rozwingta si¢ w wyniku kardiomiopatii od pacjentow z HF i zachowang frakcja wyrzutowa serca oraz
na réznicowanie pacjentow ze zdiagnozowang HFrEF-ICM od HFpEF. Analiza badanych czynnikow
genetycznych wykazata z kolei iz polimorfizm -786C/T zlokalizowany w obrgbie regionu
promotorowego genu syntazy tlenku azotu (NOS3) jest niezaleznym markerem szybszego postepowania
niewydolno$ci migénia sercowego w populacji pacjentow z HF o etiologii kardiomiopatii
rozstrzeniowej.

W kolejnej pracy “The profile of selected single nucleotide polymorphisms in patients with hypertension
and heart failure with preserved and mid-range ejection fraction” wykazano uzyteczno$¢ markerow
genetycznych w diagnostyce pacjentow z HFpEF i HFmpEF (pacjenci z niewydolnos$cia migs$nia
sercowego 1 czesciowo zachowang frakcjg wyrzutowa lewej komory) o roznym stopniu niewydolnosci
nerek szacowanej w oparciu o wyliczany wspotczynnik filtracji nerkowej eGFR MDRD (z ang.
estimated Gromelurar Filtration Rate calculated based on Modification of Diet in Renal Disease study).
W badaniu tym wykazalismy, iz pacjenci z genotypem GG (polimorfizmu -174G/C genu IL-6) cechuja
wyzsze wartosci eGFR niz heterozygoty GC i homozygoty CC (66.4 vs 89 ml/min/1.73 m?). Ponadto,
udokumentowalismy iz nosicielstwo allela C (polimorfizm -786T/C genu NOS3) oraz genotypu AA
(polimorfizm-1260C/A genu CYP27B1l) istotnie koreluja z nizszymi wartoSciami eGFR. Analiza
wieloczynnikowa pozwolita réwniez na wyciagnigcie wniosku, iz pacjenci bedacy heterozygotami CG
(polimorfizm -174G/C gnu IL-6) oraz nosiciele allela A polimorfizm-1260C/A genu CYP27B1) maja
bardziej zaostrzony przebieg niewydolnosci migs$nia sercowego niezaleznie od stopnia zachowania

frakcji wyrzutowej lewej komory serca.
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Jedna z lepszym metod szacowania ryzyka wystapienia w przyszto$ci powaznych komplikacji chor6éb
sercowo-naczyniowych jest kalkulator oparty o tzw. Reynolds Risk Score (RRS). Uzytecznos¢
Reynolds Risk Score (RRS) oraz innych parametréw klinicznych i laboratoryjnych w ocenie cigzkosci
zaawansowania zmian miazdzycowych w naczyniach wiencowych w populacji me¢zczyzn ze
zdiagnozowana stabilng choroba wiencowa i zachowana funkcja lewej komory serca po raz pierwszy
byta sprawdzana w badaniu ,,Usefulness of Reynolds Risk Score in men with stable angina”. Badanie i
wywiad kliniczny poza elementami niezb¢dnymi do wyliczenia RRS jak: pte¢, wiek, status palenia,
warto$¢ cisnienia skurczowego, stezenie cholesterolu catkowitego i frakcji HDL, stezenie biatka CRP
szacowane testem o wysokiej czutosci (hsCRP) oraz dodatni wywiad rodzinny w kierunku wystgpienia
ostrego incydentu wiencowego u rodzicow badanego pacjenta przed 60 rokiem zycia, obejmowat
roOwniez oznaczenie stg¢zenia kreatyniny, stezenia sercowej troponiny T testem o wysokiej czutosci
(hsTnT), stezenia czynnika wzrostu tozyska (z ang Planecntal Growth Factor; PLGF) oraz wyniKki
badania koronograficznego. W pracy tej wykazano, iz ocena zaawanasowana zmian miazdzycowych w
tetnicach wiencowych w oparciu o jeden wybrany czynnik kliniczny lub biochemiczny nie przynosi
oczekiwanych rezultatow. Dopiero strategia oparta o jednoczesng analize kilku parametrow klinicznych
i laboratoryjnych stanowi bardzo dobre narzedzie w ocenie stopnia zajecia naczyn wiencowych przez
blaszke miazdzycowa. Pacjenci z nizszym wskaznikiem RRS (<10%) cechowali si¢ mniejsza liczba
zajetych krytycznie (>50%) naczyn procesem miazdzycowym oraz ogolnie nizszym stopniem
zaawansowania blaszki miazdzycowej w naczyniach wiencowych. Mozliwo$¢ wykorzystania RRS w
ocenie zaawansowania zmian miazdzycowych w naczyniach wiencowych U me¢zczyzn ze stabilng
chorobg wiencowg i zachowang frakcja wyrzutowa lewej komory serca moze mie¢ swoje zastosowanie
w redukcji liczby inwazyjnych zabiegéw koronograficznych w tej populacji pacjentéw, co znacznie
obniza czas hospitalizacji, redukuje koszty a co najwazniejsze poprawia jakos$¢ zycia.

Ryzyko krytycznego (>50%) zwezenia naczyn wiencowych przez blaszk¢ miazdzycowa w oparciu o
czynniki kliniczne, biochemiczne i genetyczne byto oceniane w ramach pracy ,,The genetic variation
and the cardiovascular risk in Polish population”. W badaniu tym wzi¢to udziat 148 pacjentéw u
ktorych przed 45 rokiem zycia zostal zdiagnozowany zawal mig$nia sercowego oraz 117 zdrowych
ochotnikéw. Jak juz wykazatam w pracach stanowigcych podstawe do obrony doktoratu, zawat miesnia
sercowego ma podloze genetyczne i 90% wszystkich ostrych incydentéw wiencowych jest
spowodowanych naglym przerwaniem blaszki miazdzycowej, ktdra jest zwigzana z toczacym si¢
procesem zapalnym w naczyniu. Z tego wzgledu chciatam sprawdzi¢ czy zmiennosci genetyczne
zlokalizowane w trzech genach, ktorych produkty zwigzane sa z immunologiczng odpowiedzia
organizmu: polimorfizm -2518A/G genu MCP1 (z ang. Monocyte Chemotactic Protein-1), polimorfizm
656 C/G i 17T/C genu MIF (z ang. macrophage Migration Inhibitory Factor) oraz dwoéch
zmiennoS$ciach rs2383207 1 rs10757278 zlokalizowanych na chromosomie 9p21 w regionie kodujacym
czasteczke nie-kodujacego RNA (ANRIL) uczestniczacego w kontrolowaniu genow ulegajacych

ekspresji m.in. w leukocytach, moga stanowi¢ czynnik ryzyka wystapienia zawatu migénia sercowego,
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ktory rozwinat si¢ na skutek nagltego peknigcia blaszki miazdzycowej. Analiza wieloczynnikowa
wykazata iz nosicielstwo allela recesywnego w przypadku polimorfizmu rs2383207 i polimorfizmu
- 2518A/G jest zwigzane obok hipercholesterolemii (cholesterol catkowity >200 mg/dl), statusu palenia
i plci meskiej ze zwigkszonym ryzkiem wystapienia zawatlu mig$nia sercowego w mtodym wieku
(OR=1.96 95% CI=1.01-3.81 dla rs2383207 oraz OR=2.55, 95% Cl=1.42-4.60 dla nosicielstwa allela
G, polimorfizm -2518A/G MCP-1). Ponadto zaobserwowali$my, iz hipercholesterolemia, palenie oraz
nosicielstwo allela G (polimorfizm -2518A/G MCP1) jest zwigzane z wyzszym ryzkiem krytycznej
(>50%) stenozy wystepujacej przynajmniej w jednym naczyniu wiencowym w populacji pacjentow
miodych, u ktérych przed 45 rokiem zycia wystgpit zawal migénia sercowego (OR=3.89 95% CIl=1.68-
9.02; OR=2.65 95% Cl=1.14-6.20; OR=2.41 95% CIl=1.06-5.50; odpowiednio).

Kolejne dwa badania [10,11] zwigzane byly z oceng uzyteczno$ci wybranych markeréw genetycznych
w ocenie ryzyka rozwoju pierwotnego nadci$nienia tetniczego. Do analizy wytypowano zmiennosci
genetyczne wystepujace w obrebie dwoch gendw, ktorych produkty na podstawie danych literaturowych
sg uwiktane w regulacje ci$nienia tgtniczego: gen kodujacy dehydrogenaze 11-beta-hydroksysteroidowa
typu 1 (/1pHSDI) oraz gen kodujacy podjednostke gamma 5 biatka G (GNG5). Dehydrogenaza 11-
beta-hydroksysteroidowa jest zaangazowana w proces tworzenia kortyzolu, ktory znany jest ze swoich
wlasciwosci regulujacych cisnienie krwi oraz gospodarke weglowodanowsa. W obrebie genu kodujacego
11BHSD znajduje si¢ polimorfizm insercyjno/delecyjny ins4436A (rs45487298), ktory wigzany jest z
wyzsza ekspresja genu. W badaniu [10] wykazano, iz nosiciele dodatkowej adeniny w pozycji 4436
genu [1HSD maja wyzsze ryzyko wystapienia pierwotnego nadci$nienia anizeli homozygoty del/del
(OR=2.41, 95% CI=1.22-4.70) oraz ze u nosicieli ins4436A wzrasta ponad 9 krotnie szansa na rozwoj
Cukrzycy oraz pojawienie si¢ zaburzen gospodarki lipidowej. Z kolei poszukiwanie odpowiedzi na
pytanie czy istnieje powigzanie pomig¢dzy zmienno$ciami polimorficznymi genu kodujacego
podjednostke gamma 5 biatka G zaangazowanego w regulacje pracy receptoréw aza-adrenergicznych a
rozwojem pierwotnego nadci$nienia tetniczego stanowito cel [11] kolejnej opisywanej pracy. Sposrod
pigciu wytypowanych zmiennosci polimorficznych tylko polimorfizm rs13093 (C/A) okazat si¢ by¢
zwigzany z rozwojem nadci$nienia; nosiciele allela A cechowali sie wyzszym ryzykiem rozwoju
choroby anizeli homozygoty CC (OR=2.91 95% Cl=1.68-5.05).

Dodatkowo rola zmiennosci polimorficznych w rozwoju nadci$nienia 1 chorob mu
wspoltowarzyszacych zostata omowiona w pracy pogladowej ,,Genetic of metabolic syndrome”. W
oparciu o doniesienia literaturowe wykazaliSmy zwigzek pomiedzy genami kodujacymi: receptor dla
glikokortykosteroidow, receptor beta-3-adrenergiczny, dehydrogenaze 11-beta-hydroksysteroisowa
oraz receptor dla insuliny a rozwojem zespotu metabolicznego, ktorego jednym z kryterium rozpoznania
jest nadcisnienie.

Uzyteczno$¢ markerow genetycznych byla rowniez wykazana w aspekcie rozwazenia u pacjenta terapii
klopidogrelem w populacji pacjentéw z choroba niedokrwienng serca w pracy ,,Changes in response to

clopidogrel therapy in patients after percutaneous coronary interventions as assessed by different
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platelet function tests” . Zgodnie z informacja znajdujaca si¢ na ulotce leku oraz z wytycznymi
znajdujacymi sie na stronie Amerykanskiej Agencji Zywnosci i Lekow (FDA), nosiciele wariantu *2
lub *3 genu kodujacego cytochrom P450 (CYP2C19*2 lub CYP2C19%*3) moga nie odnosi¢ korzysci z
terapii klopidogrelem z uwagi na jego nieprawidlowy metabolizm u pacjenta i w przypadku tych
pacjentow powinna zosta¢ zastosowana inna terapia zastepcza. Z tego wzgledu klasyfikacja pacjentow
do badania sposréd populacji m¢zczyzn cierpigcych z powodu choroby wiencowej 1 poddanych
przezskornej interwencji wiencowej (PCI) odbywata si¢ wtasnie w oparciu o nosicielstwo allela
CYP2C19*2, ktore zostalo wykryte u osémiu kandydatow. Pacjenci ci zostali usunieci z badania jako
osoby nie reagujace na dziatanie badanego leku. U pozostatych pacjentow (N=35) poddanych dziataniu
klopidogrelu byta oceniania funkcja ptytek w oparciu o 4 rdzne testy: agrometria ptytek oparta na
transmisji $wiatla (z ang. Light Transmission Aggregometry; LTA), test wielokrotnej agregacji
elektrodowej (z ang. Multiple Electrode Aggregometry; MEA), stymulowany wazodylatatorem test
fosfoproteiny (z ang. vasodilator-stimulated phosphoprotein phosphorylation, VASP) i test aktywacji
ptytek krwi na szlaku receptora P2Y1 znany pod nazwa handlowa jako INNOVANCE® PFA P2Y
(PFA). W oparciu o przeprowadzone badanie nie udato si¢ ustali¢, ktéry z wprowadzonych testow na
rynek przewaza w ocenie funkcji ptytek. Z tego wzgledu testy te nie powinny by¢ wykorzystywane jako
zamienne w rutynowej diagnostyce pacjenta, niemniej jednak poznanie genetycznego profilu pacjenta

ma istotne znaczenie w ustaleniu strategii jego terapii farmakologiczne;j.
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Zwiazek czynnikéw angiogennych, genetycznych oraz krazacych komérek $rodblonka we krwi

pacjentow z chorobami mieloproliferacyjnymi

Czynniki angiogenne odgrywaja znaczaca rol¢ W patogenezie rozrostow hematologicznych. Sprzyjaja
one nie tylko procesowi nowotworowemu ale rowniez w znaczacy sposob wptywaja na zaburzenia
koagulogiczne pojawiajace si¢ u pacjentow cierpiacych z powodu choréb mieloproliferacyjnych.
Markerem procesu angniogenezy sa krazace komorki srodbtonka (z ang. Circulating Endothelial Cells,
CEC). Komorki te eksponujgc na swojej powierzchni czasteczki proadhezyjne i prokoagulacyjne moga
dodatkowo aktywowa¢ uktad krzepnigcia prowadzac do powaznych powiktan zakrzepowych.
Dodatkowymi czynnikami zaburzen koaguologicznych towarzyszacych chorobom
mieloproliferacyjnym sa: wieck powyzej 60 lat, wystapienie wczesniejszego incydentu zakrzepowego u
pacjenta, leukocytoza oraz obecno$¢ mutacji somatycznej genu kinazy tyrozynowej JAK2 (mutacja
V617F).

Celem badan bylo okreslenie liczby krazacych komarek srédbtonka oraz stezenia wybranych czynnikow
angiogennych a takze okreslenie ich zwigzku z obecno$ciag mutacji somatycznej genu kinazy
tyrozynowej JAK2 (mutacja V617F) u pacjentdw z rozpoznang czerwienica prawdziwg (z ang.
Polycythemia Vera, CV) lub nadptytkowo$cig samoistng (z ang. Essential Trombocythemia, ET). W
pierwszym badaniu “Circulating endothelial cells in essential thrombocythemia and polycythemia vera:
correlation with JAK2-V617F mutational status, angiogenic factors and coagulation activation marker”
wzieto udziat 16 pacjentow ze zdiagnozowang czerwienica prawdziwa i 31 z nadptytkowoscig samoistng
natomiast w drugim badaniu 65 pacjentow z nadptytkow0scia samoistng zostato podzielonych na dwie
grupy pod wzgledem zastosowanej farmakoterapii: adandrelidem (A) lub hydroksymocznikiem (HU).
W obu badaniach grupe kontrolng stanowili zdrowi ochotnicy z negatywnym wywiadem w kierunku
chorob przebiegajagcym z zaburzeniami krzepnigcia krwi.

W niniejszych badaniach wykazaliSmy, iz liczba krazacych komoérek niezaleznie od badanej
subpopulacji definiowanej poprzez obecno$é¢ lub brak na swojej powierzchni odpowiedniego antygenu
roznicowania komorkowego (z ang. cluster differentiation, CD): CD31, CD34, CD45, CD133, CD105,
CD106 i CD146 byta znamiennie wyzsza w populacji pacjentdéw z czerwienicg prawdziwa oraz
naptytkowos$cig samoistng w stosunku do kontroli. Dodatkowo zaobserwowali$§my, iz pacjenci z
czerwienicg prawdziwa cechowali sie¢ znamiennie wyzsza liczbg CEC o fenotypie CD45-, CD133-,
CD31, CD34, CD146, CD105-, CD106- oraz populacji komorek srodbtonka o fenotypie apoptotycznym

25



anizeli pacjenci u ktérych zdiagnozowano nadptytkowo$¢ samoistng. Badania na poziomie biatkowym
w oparciu o testy ELISA pozwolity na ustalenie zwiazku pomigdzy czynnikami angiogennymi a
chorobami mieloproliferacyjnymi. Stezenie wolnego receptora czynnika wzrostu $rodbtonka naczyn
typu 1 (z ang. souluble Vascular Endothelial Growth Factor Receptor type 1, SVEGFR-1) oraz czynnika
wzrostu srodbtonka (z ang. Vascular Endothelial Growth Factor, VEGF) bylo wyzsze w populacji
pacjentéw, u ktorych zdiagnozowano zespoty mieloproliferacyjne. Z kolei stezenie czynnika wzrostu
tozyska (z ang. Placental Growth Factor, PIGF) bylo istotnie statystycznie nizsze we krwi pacjentow
ze zdiagnozowang CV i ET. Ponadto wykazalisSmy, iz stezenie czynnikow angiogennych jest zwigzane
z obecnoscig mutacji somatycznej V617F genu kinazy tyrozynowej JAK2; stezenie PIGF byto
znamiennie nizsze w populacji pacjentow z ET z pozytywnym testem w kierunku V617F JAK2 w
porownaniu do osob, u ktorych nie wykryto mutacji. Moze to sugerowac, iz ciagta aktywacja kinazy
tyrozynowej JAK2 zwigzana z obecnos$cig W jej genie mutacji somatycznej V617F moze prowadzi¢ do

pobudzenia $ciezek sygnatlowych zwigzanych z regulacja procesoOw angiogenezy.

[1] Trelinski J, Wierzbowska A, Krawczynska A, Sakowicz A, Pietrucha T, Smolewski P, Robak T,
Chojnowski K Plasma levels of angiogenic factors and circulating endothelial cells in essential
thrombocythemia: Correlation with cytoreductive therapy and JAK2-V617F mutational status.
Leuk Lymphoma. 2010;51(9):1727-1733.

[2] Trelinski J, Wierzbowska A, Krawczynska A, Sakowicz A, Pietrucha T, Smolewski P, Robak T,
Chojnowski K Circulating endothelial cells in essential thrombocythemia and polycythemia vera:
correlation with JAK2-V617F mutational status, angiogenic factors and coagulation activation
markers. Int J Hematol. 2010;91(5):792-798. doi:10.1007/s12185-010-0596-7

Ciaza wysokiego ryzyka w aspekcie badan genetycznych, proteomicznych i lipidowych.

Nadci$nienie tetnicze w okresie ciazy jest zwigzane z powaznym ryzykiem powiktan okotoporodowych
a badania na $wiecie wskazujg iz U okoto 35% kobiet u ktorych wzrost ci$nienia wystapit przed 34
tygodniem cigzy zostanie zdiagnozowany stan przedrzucawkowy (preeklampsja, PE). Pomimo tego, ze
objawy Kkliniczne PE pojawiaja si¢ po 20-tym tygodniu to proces patologiczny prowadzacy do
manifestacji choroby zaczyna si¢ juz w pierwszym trymestrze cigzy. Uwaza si¢, iz u podloza
patomechanizmu preeklampsji lezy nieprawidtowa inwazja trofoblastu w tkanki macicy m.in. w §ciane
jej koncowych galezi tetnic spiralnych. W procesie tym znaczacg role odgrywaja enzymy proteolityczne,
m.in. metaloproteinazy (MMPs), ktore wydzielane sg zarowno przez komorki trofoblastu jak i komorki
zlokalizowane w warstwie doczesnej macicy. Niedostateczna synteza MMPs, wynikajagca m.in. z
zaburzenia ekspresji ich genow na skutek wystepowania w nich pojedynczych zmian nukleotydowych

(z ang. Single Nucleotide Polymorphism SNP), moze znaczaco zaburza¢ prawidtowy etap implantacji,

26



prowadzac do nieprawidlowej przebudowy tetnic spiralnych macicy i ograniczenia dostgpu tlenu i
sktadnikow pokarmowych do rozwijajacego si¢ ptodu.

Celem pracy “Association of Maternal and Fetal Single-Nucleotide Polymorphisms in
Metalloproteinase (MMP1, MMP2, MMP3, and MMP9) Genes with Preeclampsia” bylo zbadanie czy
istnieje zalezno$¢ pomigdzy wystgpowaniem pojedynczych zmian nukleotydowych w obrgbie gendw
kodujacych MMPs u matki i jej ptodu a rozwojem zjawiska preeklampsji. W oparciu o analiz¢ danych
literaturowych do badania wybralismy geny kodujace te metaloptoteinazy ktore odgrywaja istotne
znaczenie w procesie implantacji: metaloproteinazg 1 (MMP1) nalezaca do grupy kolageneaz,
metaloptoteinaz¢ 3 (MMP3) nalezaca do rodziny stromelizn oraz metaloproteinazy 2 (MMP2) i 9
(MMP9) nalezace do grupy gelatynaz. W obrgbie tych gendéw wytypowane zostaly warianty
nukleotydowe, ktore zgodnie z piSmiennictwem sg wigzane z zaburzeniem regulacji ekspresji tych
genow: polimorfizm —1607 1G/2G genu MMPL1 (1rs1799750), =735 C/T MMP2 (1rs2285053), —1306 C/T
MMP2 (1s243865), —1171 SA/6A MMP3 (rs35068180) i —1562C/T MMP9 (rs3918242). Wyniki analizy
jednoczynnikowej wykazaty, iz nosicielstwo genotypu 1G/1G MMPL, wigzanego w pismiennictwie z
redukcja ekspresji genu dla metaloproteinazy 1, przez matke lub przez ptdd jest zwigzane z rozwojem
stanu przedrzucawkowego. Zaobserwowali$my rowniez, ze z chwilg gdy matka jest homozygotg 5A/5A
MMP3 lub dziecko jest heterozygota SA/6A MMP3 ro$nie ryzyko wystapienia PE (OR=2.76, 95%
Cl=1.17-6.49 oraz OR=2.44, 95% Cl=1.16-5.13), ponadto ryzyko to wzrasta dwukrotnie kiedy zarowno
matka jak i jej dziecko tworzg uktad genotypéw MMP3 5A/5A i 5A/6A (OR=4.57,95% CI 1.85-11.26).
Wykazali$my réwniez, ze obecnos¢ uktadu alleli u ptodu 1G MMP1/5A MMP3/C MMP9/C MMP2/T
MMP2 wigzat si¢ z prawie sze$ciokrotnym wzrostem szansy na wystapienie zjawiska PE (OR=5.93,
95% CI=1.06-33.19), sugerujac iz preeklampsja ma podtoze genetyczne a wytypowanie markerow
molekularnych moze mie¢ istotne znaczenie dla klasyfikacji pacjentek do grupy zwiekszonego ryzyka.
Zwiazek zmiennosci polimorficznych z ryzykiem wystapienia preeklampsji oraz jej dalekoterminowym
powiktaniem jakim sa choroby uktadu krazenia oméwilismy w pracy przegladowe;j ,,Preeclampsia and
Related Cardiovascular Risk: Common Genetic Background”. W oparciu o analiz¢g danych
literaturowych pokazaliSmy zwigzek na poziomie molekularnym pomiedzy stanem przedrzucawkowym
a chorobami uktadu krazenia okresu pozacigzowego. WskazaliSmy na geny i ich zmiennosci
polimorficzne, ktore moga ogrywaé istotne znaczenie w rozwoju choréb sercowo-naczyniowych
zaro6wno tych manifestujacych si¢ w okresie cigzy jak i W pozniejszym czasie. Wsrod potencjalnych
kandydatéw wskazaliSmy miedzy innymi gen kodujacy: oksydaze acetylo-CoA (ACOX2) i jej
polimorfizm rs4681689, hydroksylaze epoksydowa typu 1 (EPHX1) i jej polimorfizm Tyrl13His,
syntazy tlenku azotu (eNOS) i jej dwie zmiennosci polimorficzne 894G/T 1 4a4bVNTR, oraz gen
kodujacy angiotensynogen (AGT) oraz receptor dla estrogenu typu 1 (ESR1) i ich zmienno$ci
polimorficzne Met235Thr i —401T/C. Dodatkowo w pracy zostal poruszony watek zaburzen

epigenetycznych, ktore poprzez wptyw m.in. na regulacje ekspresji genow uczestniczacych w procesach
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zapalnych i modulujacych odpowiedZ immunologiczng organizmu moga przyczyniaé si¢ do rozwoju
chorob uktadu krazenia rowniez tych, ktore zwigzane sg tylko z okresem cigzy.

Komorki tozyska w odpowiedzi na niedozywienie i niedotlenienie wynikajace z zburzonego procesu
implantacji zaczynaja wydziela¢ szereg mediatorow ktorych zadaniem jest m.in. pobudzenie
angiogenezy. Zwiazek wybranych czynnikéw angiogennych z patomechanizmem rozwoju zjawiska
preeklampsji zostat badany w pracy ,,Angiogenic factor screening in women with mild preeclampsia -
New and significant proteins in plasma”. W grupie 48 kobiet (21 z PE, 27 kontroli) w oparciu o technike
macierzy biatkowych sprawdzili§my, ktore z 60 wytypowanych, czynnikéw angiogennych jest
zwigzanych z wystapieniem stanu przedrzucawkowego. Dodatkowo stezenia tych czynnikow
angiogennych, ktore w oparciu o wyniki uzyskane z macierzy roznily si¢ istotnie statystycznie pomigdzy
grupa badang a kontrolna, byly weryfikowane komercyjnie dostepnymi testami ELISA. Analiza
statystyczna wykazata iz Stezenia: interferonu gamma (INF-y), czynnika wzrostu hepatocytow (HGF),
chemokiny 10 z rodziny CXC (IP-10), leptyny (LEP) byly znamiennie podniesione we krwi kobiet
ktérych cigza przebiegata ze stanem przedrzucawkowym, natomiast stezenia: czynnika wzrostu
srodblonka (VEGF), czynnika wzrostu tozyska (PIGF) oraz folistatyny byly obnizone w stosunku do
kontroli. Dodatkowo jako pierwsi zaobserwowalismy, iz trzy niezalezne czynniki ktorych stezenie byto
wyzsze w populacji kobiet, ktorych cigza byla powiktana stanem przedrzucawkowym: czynnik
hamujacy biataczke (LIF), czynnik wzrostu wigzacy heparyne podobny do EGF (HB-EGF), czynnik BB
wzrostu pochodzenia ptytkowego (PDGF-BB) moga odgrywaé znaczaca role w patomechanizmie
zjawiska PE.

W kolejnej pracy ,,Sphingolipids as a new factor in the pathomechanism of preeclampsia - Mass
spectrometry analysis” badaliSmy zwigzek pomiedzy sktadem sfingolipidowym osocza i elementow
morfotycznych krwi a rozwojem stanu przedrzucawkowego. W oparciu o analize sktadu
sfingolipidowego matczynego petnego 0socza, osocza ubogoptytkowego oraz erytrocytow i ptytek
wykazalismy, iz petne osocze kobiet, ktorych cigza przebiegata ze stanem przedrzucawkowym cechuje
si¢ znamiennie wyzszymi st¢zeniami: sfingozyny (Sph), fosforanu-1-sfingozyny (S1P) oraz ceramidow
zawierajacych kwas palmitynowy (C16:0 Cer), kwas oleinowy (C18:1 Cer), kwas stearynowy (C18:0
Cer), kwas arachidonowy (C20:0 Cer), kwas behenowy (C22:0 Cer) oraz kwas nerwonowy (C24:1 Cer).
Nie zaobserwowalismy réznic w sktadzie sfingolipidowym osocza ubogoptytkowego, erytrocytow i
ptytek krwi pomigdzy grupa badang a kontrolng. Wydaje sig, iz sfingolipidy poprzez udziat w szlakach
komorkowych zwigzanych z proliferacjg, wzrostem komorek, apoptoza, migracja a takze regulacja
stanu zapalnego i angiogenezy moga istotnie modulowac procesy, ktore leza u podtoza patomechanizmu
PE.

[1] Charkiewicz K, Goscik J, Blachnio-Zabielska A, Raba G, Sakowicz A, Kalinka J, Chabowski A,
Laudanski P. Sphingolipids as a new factor in the pathomechanism of preeclampsia - Mass
spectrometry analysis. PLoS One. 2017;12(5). doi:10.1371/journal.pone.0177601
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