Matgorzata Krzystek-Korpacka Zatgcznik 2a

AUTOREFERAT
1. Imie i nazwisko: MALtGORZATA KRZYSTEK-KORPACKA

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/artystyezae — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania

oraz tytutu rozprawy doktorskiej

1991 r. - Swiadectwo dojrzatosci z wyrdznieniem, XlI Liceum Ogdlnoksztatcgce im. Orlgt Lwowskich we
Wroctawiu

1994 r. - stopien licencjata biotechnologii uzyskany na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Wroctawskiego

1996 r. - stopien magistra biotechnologii uzyskany na Wydziale Nauk Przyrodniczych Uniwersytetu
Wroctawskiego na podstawie pracy ,Lektyny dyni figolistnej (Cucurbita ficifolia) i ich antygenowe
podobienstwo do endogennej lektyny CLBa oraz lektyn ConA i WGA” wykonanej pod kierunkiem dr
Ireny Lorenc-Kubis

2006 r. - stopied doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej uzyskany na Wydziale
Lekarskim Akademii Medycznej im. Piastéw Slaskich we Wroctawiu na podstawie pracy ,Midkina w
nowotworach przetyku oraz potaczenia przetykowo-zotgdkowego” wykonanej pod kierunkiem prof. dr
hab. n. med. Teresy Banas

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych/-artystyczaych.

Po ukoniczeniu studidow na Uniwersytecie Wroctawskim na kierunku biotechnologia w roku 1997 podjetam
prace w laboratorium naukowym i diagnostycznym Katedry i Kliniki Chordb Zakaznych Dzieci Akademii
Medycznej na stanowisku st.ref. inzynieryjno-technicznego, gdzie zajmowatam sie immunologig choréb
zakaznych. W roku 1998 zostatam zatrudniona w Katedrze i Zaktadzie Biochemii Akademii Medycznej we
Wroctawiu na stanowisku asystenta, a od roku 2006 pracuje na stanowisku adiunkta. W latach 2012-2014
bytam réwniez zatrudniona na stanowiskach gtdwnego badacza i badacza w Wojewddzkim Szpitalu
Specjalistycznym we Wroctawiu przy realizacji dwéch zadan w projekcie wspoétfinansowanym przez Unie

Europejska ,WROVASC — Zintegrowane Centrum Medycyny Naczyniowej”.

4. Wskazanie osiggniecia* wynikajgcego 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.):

a) tytut osiggniecia naukowego/artystycznege
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Osiggniecie naukowe stanowi cykl osmiu publikacji pod wspdinym tytutem: Znaczenie kliniczne i
diagnostyczne midkiny w zapalnych i nowotworowych chorobach przewodu pokarmowego oraz sepsie.
Cykl obejmuje wytgcznie prace, w ktérych jestem pierwszym autorem oraz autorem korespondencyjnym.

Sumaryczny IF prac stanowigcych cykl wynosi 23.437 (228 punktéw MNiSW).
b) (autor/autorzy, tytut/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

4.1. Krzystek-Korpacka M., Matusiewicz M., Diakowska D., Grabowski K., Btachut K., Kustrzeba-Wéjcicka
l., Banas T., Impact of weight loss on circulating IL-1, IL-6, IL-8, TNF-alpha, VEGF-A, VEGF-C and midkine in
gastroesophageal cancer patients, Clin Biochem 2007;40:1353-60 (MNiSW=20; IF=2.072, liczba cytowan:
34)

4.2. Krzystek-Korpacka M., Matusiewicz M., Diakowska D., Grabowski K., Btachut K., Kustrzeba-Wajcicka
l., Terlecki G., Gamian A., Acute-phase response proteins are related to cachexia and accelerated
angiogenesis in gastroesophageal cancers, Clin Chem Lab Med 2008;46:359-64 (MNiSW=27; IF=1.888,

liczba cytowan: 38)

4.3. Krzystek-Korpacka M., Neubauer K., Matusiewicz M., Clinical relevance of circulating midkine in

ulcerative colitis., Clin Chem Lab Med 2009;47:1085-90 (MNiSW=27; IF=1.886, liczba cytowan: 7)

4.4. Krzystek-Korpacka M., Neubauer K., Matusiewicz M., Circulating midkine in Crohn’s disease: clinical

implications, Inflamm Bowel Dis 2010 16:208-15 (MNiSW=32; IF=4.613, liczba cytowan: 12)

4.5. Krzystek-Korpacka M., Diakowska D., Grabowski K., Gamian A., Tumor location determines midkine
level and its association with the disease progression in colorectal cancer patients: a pilot study, Int )

Colorectal Dis 2012;27:1319-24 (MNiSW=30; IF=2.238, liczba cytowan: 4)

4.6. Krzystek-Korpacka M., Diakowska D., Kapturkiewicz B., Bebenek M., Gamian A., Profiles of
circulating inflammatory cytokines in colorectal cancer (CRC), high cancer risk conditions, and health are
distinct. Possible implications for CRC screening and surveillance, Cancer Lett 2013;337:107-14.
(MNiSW=35; IF=5.016, liczba cytowan: 9)

4.7. Krzystek-Korpacka M., Diakowska D., Neubauer K., Gamian A., Circulating midkine in malignant and

non-malignant colorectal diseases, Cytokine 2013;64:158-64 (MNiSW=25; IF=2.874, liczba cytowan: 2)
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4.8. Krzystek-Korpacka M., Mierzchata M., Neubauer K., Durek G., Gamian A., Midkine, a multifunctional
cytokine, in patients with severe sepsis and septic shock: a pilot study, Shock 2011;35:471-7 (MNiSW=32;
IF=2.848, liczba cytowan: 7)

We wszystkich wymienionych pracach mdj udziat polegat na opracowaniu koncepcji badan,
zaprojektowaniu doswiadczen, wykonaniu czesci eksperymentalnej badan, akwizycji, opracowaniu i
analizie danych eksperymentalnych, analizie statystycznej, ocenie i interpretacji wynikéw czesci
eksperymentalnej w kontekscie danych klinicznych, przygotowaniu manuskryptu, jego edycji i polemice z
recenzentami. Swéj udziat w kazdej z wymienionych prac szacuje na 80%. Oswiadczenia wspotautoréow

prac w zatgczeniu.

Prace 4.5 i 4.8 oraz prace 4.6 i 4.7, w czeSci dotyczacej raka jelita grubego, finansowane byty przez
Wroctawskie Centrum Badan EIT+ z projektu ,Biotechnologie i zaawansowane technologie medyczne —
BioMed” (POIG 01.01.02-02-003/08-00), finansowanego z Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego
(Program Operacyjny Innowacyjna Gospodarka 1.1.2). Prace 4.6 i 4.7, w czesci dotyczacej nieswoistych

zapalen jelit, finansowane byty przez Narodowe Centrum Nauki (grant DEC-2011/01/D/NZ5/02835).

c) omdwienie celu naukowego/artystycznege ww. pracyfprac i osiggnietych wynikéw wraz z omowieniem

ich ewentualnego wykorzystania.
Cel

Celem badan zawartych w przedstawionym cyklu prac byta ocena midkiny na poziomie
ogodlnoustrojowym w chorobach przewodu pokarmowego i towarzyszgcego im zespotu wyniszczenia oraz
w sepsie, stanowigcej powikfanie infekcyjne chordb jelit oraz zbiegdw operacyjnych w zakresie jamy
brzusznej. W pracach oceniano zwigzek obserwowanego wzrostu stezenia midkiny na poziomie
ogélnoustrojowym z zaawansowaniem lub aktywnoscig kliniczng badanych choréb oraz z nasileniem
odpowiedzi zapalnej i angiogennej oraz okreslano potencjat midkiny jako biomarkera w odniesieniu do
innych cytokin prozapalnych i angiogennych oraz markeréw biochemicznych wykorzystywanych obecnie
w praktyce klinicznej. Badaniem objeto pacjentéw z rakiem gérnego odcinka przewodu pokarmowego
(GEC; gastro-esophagel cancer), pacjentéw z rakiem jelita grubego (CRC; colorectal cancer), pacjentéw z
nieswoistymi zapaleniami jelit (IBD; inflammatory bowel disease) oraz pacjentdéw z ciezkg sepsg lub

wstrzgsem septycznym.



Matgorzata Krzystek-Korpacka Zatgcznik 2a

Wstep

Midkina to stosunkowo niedawno odkryta wielofunkcyjna cytokina podlegajgca ekspresji gtéwnie
w zyciu ptodowym, kiedy uczestniczy w organogenezie, a ktérej ekspresja jest indukowana przejsciowo
podczas proceséw naprawy i regeneracji tkanek i narzagdéw lub konstytutywnie w stanach patologicznych.
Biologiczne funkcje midkiny sg wielorakie i wcigz odkrywane. Midkina jest czynnikiem wzrostu
stymulujgcym proliferacje i promujgcym przezycie komodrek przez zapobieganie apoptozie oraz
indukujgcym réznicowanie. Ponadto midkina promuje migracje komérek miesniéwki gtadkiej scian naczyn
krwionosnych oraz migracje komdrek prozapalnych, takich jak makrofagi i neutrofile, dziatajgc jako
chemoatraktant lub czynnik haptotaktyczny. Dowiedziono rowniez, ze midkina posredniczy w adhezji
komoérek uktadu nerwowego, indukuje zmiany morfologiczne w komdrkach, m.in. stymuluje formowanie
pseudopodiéw w fibroblastach oraz ma wtasnosci immunomodulujgce wobec regulatorowych limfocytéw
T. W wielu aktywnosciach biologicznych midkiny posredniczg inne chemokiny i czynniki wzrostu.
Wykazano miedzy innymi, ze midkina stymuluje synteze interleukiny (IL)-8, transformujgcego czynnika
wzrostu (TGF)-B, biatka zapalnego makrofagéw (MIP)-2 i biatka chemotaktycznego dla makrofagéw
(MCP)-1, a moze hamujgco wptywac na ekspresje czynnika wzrostu $rédbtonka naczyniowego (VEGF)-A.
Midkina jest réwniez zaangazowana w fibrynolize, gdyz stymuluje ekspresje aktywatora plazminogenu
uPA, hamujac jednoczesnie ekspresje PAI-1, inhibitora aktywatora plazminogenu. Szczegdlnie interesujgca
jest rola midkiny w angiogenezie, zarowno fizjologicznej, jak i patologicznej. W procesach tych midkina
moze uczestniczy¢ w sposdb parakrynny lub autokrynny przez stymulacje proliferacji komérek srédbtonka
naczyn krwionosnych, a takze poprzez stymulacje migracji i réznicowania komdrek miesni gtadkich naczyn
krwionosnych. Midkina indukuje réwniez formowanie sie warstw komodrek srddbtonka i synteze
glikozoaminoglikandw. Takze rekrutacja neutrofildow i makrofagdéw, wydzielajagcych proangiogenne
czynniki VEGF-A i IL-8, posrednio przyczynia sie do stymulacji tworzenia nowych naczyn krwionosnych.
Ponadto midkina w komérkach endotelium moduluje ekspresje uPA i PAI-1, co pozwala na przebudowe
macierzy zewnatrzkomérkowej. Degradacja i przebudowa macierzy utatwia z kolei migracje komérek w
trakcie angiogenezy i inwazji, m.in. w nowotworowej chorobie przerzutowej. Ostatnie badania wskazuja,
ze midkina ma wtasnosci antybakteryjne, szczegdlnie wobec bakterii Gram-dodatnich. Rowniez niedawno

wykazano udziat midkiny w aktywacji uktadu dopetniacza®.

lKrzystek—Korpacka et al. Structure and function of midkine, a novel heparin-binding growth factor.Postepy Hig Med Dosw 2006;60:591-
601
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Kliniczne znaczenie midkiny w chorobach nowotworowych, zapalnych i infekcyjnych podsumowatam w
pracy przegladowej (V.A.l)f, ktora znalazta sie w monografii poswieconej temu czynnikowi, do ktorej
napisania zostatam zaproszona przez odkrywce midkiny prof. Takashi Muramatsu®. Analiza
dotychczasowych badan, rdéwniez wtasnych, wskazuje, ze nowotworzeniu, niezaleznie od typu
nowotworu, towarzyszy wzmozona sekrecja midkiny. Poniewaz stezenie midkiny w surowicy oséb
uwazanych za zdrowe jest niskie lub niewykrywalne ($rednia w badaniach wtasnych wynosi <100 ng/L),
proponuje sie wykorzystanie midkiny jako ogdlnego markera nowotworowego. Dobrze udokumentowana
jest takze wartos¢ midkiny jako markera prognostycznego. W niektérych typach nowotworéw, np. w raku
ptaskonabtonkowym przetyku, wzrost stezenia midkiny w surowicy moze by¢ indykatorem procesu

.2
przerzutowania“.

W literaturze niewiele jest natomiast danych dotyczacych zwigzku midkiny z chorobami zapalnymi czy
infekcyjnymi. Potencjalny zwigzek midkiny z zaburzeniami towarzyszacymi chorobie nowotworowej czy
chronicznym chorobom zapalnym — kacheksjg i anemig — nie byt wczesniej przedmiotem badan. Z
wyjatkiem prac wtasnych, przedstawionych w niniejszym osiggnieciu, brak jest danych literaturowych
dotyczacych stezenia midkiny u pacjentéw z chorobami jelit, mimo ze wiele z aktywnosci biologicznych
midkiny moze potencjalnie przyczynia¢ sie do indukcji i rozwoju nieswoistych zapalen jelit lub wspierac
regeneracje tkanek w okresie remisji czy uczestniczyé w procesie nowotworzenia. Potencjalnie midkina
moze wiec stanowié atrakcyjny cel ukierunkowanych terapii biologicznych albo stuzy¢ jako biomarker w

tej grupie chordb, wspierajgc diagnostyke, monitorowanie i podejmowanie decyzji klinicznych.
Omadwienie poszczegdlnych prac

Kacheksja nowotworowa wptywa niekorzystnie na stan fizyczny i psychiczny pacjenta, pogarszajac
jakos¢ i komfort jego zycia. Jest tez ztym czynnikiem rokowniczym, bowiem ogranicza skutecznos¢ terapii
przeciwnowotworowych i skraca czas przezycia, czynigc wyniszczonych pacjentéw mniej odpornymi na
infekcje i zwiekszajac ryzyko wystgpienia powiktan. Szacuje sie, ze kacheksja nowotworowa wystepuje
nawet u 80% pacjentdw z rakiem goérnego odcinka przewodu pokarmowego w momencie jego

rozpoznania i odpowiada za okoto potowe zgonéw?>. Mimo to dane literaturowe dotyczace kacheksji w tej

toznaczenie odnosi sie do pozycji zajmowanej w ,, Wykazie opublikowanych prac naukowych z wytgczeniem prac wchodzacych w sktad
osiggniecia” przygotowanym przez Biblioteke UMED (zatgcznik 3)

2Krzystek-Korpacka et al. in Midkine: from embryogenesis to pathogenesis and therapy ; eds Mine Erguven, Takashi Muramatsu, Ayhan
Bilir; Dordrecht, Springer, 2012

* Inui A. Cancer cachexia—anorexia syndrome: current issues in research and management. CA Cancer J Clin 2002;52:72-91
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grupie nowotwordw s wyjgtkowo skape. Patomechanizm wyniszczenia nowotworowego jest
wieloczynnikowy i stosunkowo stabo poznany, co znajduje swoje odzwierciedlenie w braku skutecznych
sposobow walki z kacheksja”. Stad podkresla sie konieczno$¢ odkrycia i scharakteryzowania wszystkich jej
mediatoréw, co mogtoby wesprzeé préby opracowania nowych strategii terapeutycznych. O wazkosci
tematu Swiadczy chocby wysoki indeks cytowan obu moich prac ujetych w osiggnieciu, a poswieconych

zagadnieniu wyniszczenia.

Sugeruje sie, ze kacheksja powinna by¢ raczej postrzegana jako chroniczny stan zapalny, a nie zaburzenie
odzywiania, szczegdlnie ze charakterystyczne dla niej zmiany na poziomie molekularnym pojawiac sie
mogg we wczesnych stadiach zaawansowania choroby, rowniez przy braku spadku masy ciata.
Konsekwentnie, ogodlnoustrojowy stan zapalny wymieniany jest jako jeden z trzech czynnikéw
definiujgcych pacjentéw wyniszczonych, oprécz znaczacej a niezamierzonej utraty masy ciata i
zmniejszonego spozycia pokarmoéw. Cytokiny prozapalne, takie jak TNFa, IL-1B i IL-6, uznane s3 za
klasyczne cytokiny prokachektyczne, mimo ze dane o udziale TNFa i IL-1B pochodzg gtéwnie z modeli
zwierzecych. Niewiele jest natomiast doniesien dotyczacych potencjalnego udziatu innych cytokin o
charakterze prozapalnym, choé ekspresja wielu z nich, réwniez midkiny, jest regulowana przez czynniki

transkrypcyjne zaangazowane w promocje kacheksji - NF-«B i/lub AP-1.

W pracy pt.: Impact of weight loss on circulating IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a, VEGF-A, VEGF-C and midkine in
gastroesophageal cancer patients” (poz. 4.1.) wykazatam po raz pierwszy, ze pacjenci z rakiem gornego
odcinka przewodu pokarmowego i wspoétistniejgcg kacheksja majg wyzsze niz pacjenci niewyniszczeni
stezenia IL-6 i IL-8, a stezenia midkiny i VEGF-A, po normalizacji jego stezenia do ilosci ptytek krwi,
wykazujg podobng tendencje. Zaobserwowatam ponadto, ze wyniszczenie czesciej towarzyszyto chorym
ptci zenskiej, pacjentom >60 roku zycia, niedozywionym i z rozlegtymi guzami pierwotnymi. Najlepszymi
markerami kacheksji byly niedozywienie, ktére cechowata wysoka swoistos¢, lecz mata czutos¢ oraz
wzrost stezenia interleukin 6 i 8, z ktdrych pierwszg charakteryzowata lepsza czutos¢, a drugg swoistosé.
Midkine jako wskaznik wyniszczenia, podobnie jak IL-8, cechowata lepsza swoistos¢ niz czutosé. Jednak
analiza wieloczynnikowa wykazata, ze to niedozywienie, wzrost stezenia midkiny i znormalizowanego
VEGF-A s3 niezaleznymi predyktorami kacheksji, umozliwiajgc prawidtowe zaklasyfikowanie ponad 76%
pacjentéw. Uzyskane przeze mnie wyniki po raz pierwszy wskazaty na zwigzek miedzy wyniszczeniem

nowotworowym w raku gérnego odcinka przewodu pokarmowego a zwiekszonym wydzielaniem IL-8,

“Deans et al.Systemic inflammation, cachexia and prognosis in patients with cancer. Curr Opin Clin Nutr Metab Care 2005;8:265-9
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midkiny i VEGF-A. W swietle prowadzonych przeze mnie aktualnie badan in vitro, ktérych wstepne wyniki
wskazujg na zdolnosé midkiny do indukcji ekspres;ji i sekrecji zaréwno IL-8 (2.5-krotnie), jak i IL-6 (ponad 3-
krotnie) oraz do modulowania wydzielania VEGF-A przez komorki gruczolakoraka jelita grubego, midkina
moze przyczyniac sie do rozwoju kacheksji w sposdb posredni, poprzez regulacje ekspresji tych cytokin.
Rzeczywiscie, w raku gérnego odcinka przewodu pokarmowego, wytgcznie u pacjentéw wyniszczonych,
stezenie midkiny pozytywnie korelowato z IL-8 i IL-6. Tym samym uzyskane przeze mnie wyniki moga
wskazywac na midkine jako potencjalny cel terapii biologicznych, skierowanych przeciwko wyniszczeniu
nowotworowemu. Cel tym atrakcyjniejszy, ze modulowanie jej ekspresji mogtoby umozliwi¢ regulacje
wydzielania wielu mediatoréw kacheksji jednoczesnie. Kacheksja u pacjentdw z rakiem gérnego odcinka
przewodu pokarmowego jest nie tylko istotnym czynnikiem rokowniczym, ale i predykcyjnym,
wskazujacym na wczesny nawrot choroby nowotworowej po leczniczej resekcji guza®. Uzyskane przeze
mnie wyniki zdajg sie wyjasniaé, przynajmniej w czesci, podtoze molekularne tej zaleznosci. Biorgc pod
uwage proangiogenny charakter VEGF-A, IL-8 i midkiny oraz ich udokumentowane zaangazowanie w
chorobe przerzutowg, nasilenie stezenia tych cytokin towarzyszgce kacheksji moze przyczynia¢ sie do
wzrostu ognisk mikrometastatycznych oraz umozliwiaé rozsiew krazgcych komérek nowotworowych i tym
samym odpowiadaé za korelacje miedzy wspotwystepowaniem kacheksji a sktonnosciag do nawrotdéw

choroby.

Impulsem do podjecia badan dotyczacych zwigzku miedzy biatkami ostrej fazy, kacheksjg nowotworows i
mediatorami angiogenezy, w tym takze midking, ktérych wyniki opublikowatam w pracy Acute-phase
response proteins are related to cachexia and accelerated angiogenesis in gastroesophageal cancers
(poz. 4.2), byt brak danych w literaturze, dotyczacych biatek ostrej fazy w kacheksji towarzyszacej
nowotworom goérnego odcinka przewodu pokarmowego, mimo ze albumina byta najczesciej
wykorzystywanym markerem stanu odzywienia, na bazie ktérego wraz z CRP stworzono skale
prognostyczg Glasgow (GPS, Glasgow Prediction Score)®. Hipoalbuminemia, wzrost stezenia CRP oraz
wysokie wartosci GPS sg ztymi czynnikami rokowniczymi w raku gérnego odcinka pokarmowego, jednak
podtoze molekularne tych zaleznosci nie byto znane. Spekulowano jedynie na podstawie korelacji miedzy
VEGF-A i CRP u pacjentek z endometriozg, ze za negatywne zjawiska obserwowane u pacjentéw z

wysokim poziomem CRP odpowiada¢ moze zwiazek CRP ze $rodowiskiem proangiogennym®. W swojej

>Mal et al. Pre-operative predictive factors of early recurrence after resection of adenocarcinoma of the esophagus and cardia.
Gastroenterol Clin Biol 2005;29:1275-8

6Crumley et al. Evaluation of an inflammation-based prognostic score in patients with inoperable gastro-esophageal cancer. Br J Cancer
2006;94:637-41.
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pracy wykazatam, ze nowotworom goérnego odcinka przewodu pokarmowego towarzyszy spadek stezenia
albumin, za$ wzrost stezenia CRP. Ani stezenie albumin, ani rozktad wartosci GPS, nie rdznity sie znaczgco
miedzy pacjentami z towarzyszacg kacheksjg a bez niej. Jedynie CRP wykazywato tendencje wzrostowg u
pacjentdw wyniszczonych. Natomiast stezenie transferyny, podobnie jak albumina ujemnego biatka ostrej
fazy i markera stanu odzywienia, byto znamiennie nizsze wytgcznie u pacjentdw kachektycznych. Analiza
korelacji wykazata, ze biatka ostrej fazy oraz GPS silnie korelujg z czynnikami angiogennymi i
prokachektycznymi: midking, VEGF-A, IL8, IL6 i IL1B, przy czym czes¢ zaleznosci obserwowana byta
wytacznie u pacjentéw kachektycznych. Uzyskane przeze mnie wyniki taczg transferyne i CRP z kacheksjg
w nowotworach gornego odcinka przewodu pokarmowego oraz wskazujg na zwigzek pomiedzy biatkami
ostrej fazy a aktywnoscig angiogenng na poziomie ogdlnoustrojowym, ktéra to zalezno$¢ moze w czesci
odpowiadac¢ za warto$é rokowniczg biatek ostrej fazy oraz opartych na nich skal rokowniczych. Stanowig
one réwniez pierwsze doniesienie o korelacji miedzy midking a biatkami ostrej fazy, albuming i CRP oraz

skalg prognostyczng GPS.

Nieswoiste choroby zapalne jelit, obejmujgce gtéwnie chorobe Lesniowskiego-Crohn’a (Crohn’s
disease; CD) i wrzodziejgce zapalenie jelita grubego (ulcerative colitis; UC), to nieuleczalne choroby
przewodu pokarmowego o niewyjasnionej dotgd etiologii. Uwaza sie, ze do powstania choroby
przyczyniajg sie: predyspozycja genetyczna, nieprawidtowosci w  funkcjonowaniu uktadu
immunologicznego, dysfunkcja nabtonka jelita i nieprawidtowa flora bakteryjna, prowadzgce do
nadmiernej odpowiedzi zapalnej wobec patogendéw bakteryjnych oraz komensalnych mikroorganizmaéw
jelitowych. W $wietle rosngcej zachorowalnosci na IBD oraz faktu, ze jest to choroba chroniczna, z
nawracajgcymi zaostrzeniami, o duzym nasileniu proceséw zapalnych, ktérej towarzyszg komplikacje
ogdlnoustrojowe, a leczenie skupiajgce sie na utrzymaniu pacjentdw w remisji jest niezbyt efektywne, IBD
staje sie powaznym problemem klinicznym. Lepsze zrozumienie proceséw prowadzacych do rozwoju i
postepu choroby moze przyczyni¢ sie do wskazania nowych celéw terapeutycznych. Rozpoznanie IBD
moze sprawiac trudnosci ze wzgledu na zblizone objawy kliniczne z zaburzeniami funkcjonalnymi jelit bez
podtoza zapalnego (np. z zespotem jelita drazliwego). Rdwniez objawy kliniczne wrzodziejgcego zapalenia
jelita grubego i choroby Les$niowskiego-Crohn’a, zwtaszcza we wczesnym etapie, sg bardzo podobne i
réznicowanie obu jednostek wymaga wykonania szeregu specjalistycznych badan (endoskopowych z
oceng histopatologiczng bioptatow, radiologicznych, immunologicznych i/lub biochemicznych),

niejednokrotnie nie dajgcych rozstrzygajacej odpowiedzi, co utrudnia dobdér odpowiedniego leczenia
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operacyjnego’. Tymczasem w praktyce klinicznej I1BD brak jest nieinwazyjnych, tanich, wiarygodnych i
obiektywnych metod wspierajgcych diagnostyke, réznicowanie, ocene aktywnosci, monitorowanie oraz
prognozowanie. Wysokoczute CRP pozostaje najlepszym dostepnym markerem biochemicznym
(szczegdlnie w CD), jednak jego uzytecznosc¢ kliniczna ogranicza sie raczej do monitorowania przebiegu, a
nie diagnostyki IBD. Ze wzgledu na szczegdlng role neutrofili w patogenezie IBD, nowe markery
poszukiwane sg gtdwnie wsrdd biatek zwigzanych z neutrofilami, np. kalprotektyna i laktoferyna
oznaczane w kale czy przeciwciata ANCA (antineutrophil cytoplasmic antibodies)®.

Midkina jako czynnik chemotaktyczny wobec neutrofili i monocytéw, czynnik proangiogenny i
immunosupresyjny, induktor ekspresji cytokin prozapalnych, metaloproteinaz oraz komponent macierzy
zewnatrzkomérkowej moze stanowi¢ potencjalny cel przysztych terapii biologicznych w IBD lub stuzy¢ jako
biomarker. Z drugiej strony witasnosci mitogenne, antyapoptotyczne, proangiogenne i antybakteryjne
midkiny mogg wspiera¢ procesy regeneracyjne w jelicie. Dotychczas wykazano, ze midkina odgrywa
istotng role w reumatoidalnym zapaleniu stawow, chorobie pod wieloma wzgledami podobnej do IBD’.
Dane literaturowe dotyczgce midkiny w IBD sg bardzo skgpe. Dotychczas wykazano jedynie zwiekszong
ekspresje midkiny w $luzéwce jelita u szczuréw z eksperymentalnym UC™. Badania in vitro na szczurzych
liniach komérkowych wykazaty ekspresje midkiny w fibroblastach oraz jej aktywnos$é chemotaktyczng
wobec komadrek nabtonka. Wynikéw tych nie udato sie jednak potwierdzi¢ w doswiadczeniach na liniach
ludzkich. W badaniach nad IBD u ludzi wykazano jedynie zwiekszong ekspresje midkiny w nowotworach i

dysplazji zwigzanej z UC™.

Celem prac Clinical relevance of circulating midkine in ulcerative colitis (poz. 4.3) oraz Circulating
midkine in Crohn’s disease: clinical implications (poz. 4.4) byta charakterystyka midkiny we
wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego i chorobie Lesniowskiego-Crohn’a oraz ocena jej potencjatu jako
biomarkera nieswoistych zapalen jelit w poréwnaniu z CRP. W pracach tych po raz pierwszy wykazatam
wzrost stezenia midkiny w surowicy pacjentéw z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego lub chorobg

Lesniowskiego-Crohn’a, zaréowno w nieaktywnej, jak i aktywnej fazie choroby. Stezenia CRP i IL-6

"Travis et al. European evidence based consensus on the diagnosis and management of Crohn’s disease: current management. Gut
2006;55(suppl 1):i16-35

Vermeire et al. Laboratory markers in IBD: useful, magic, or unnecessary toys? Gut 2006;55:426-431.
*Ma ruyama et al. Midkine, a heparinbinding growth factor, is fundamentally involved in the pathogenesis of rheumatoid arthritis.
Arthritis Rheum 2004;50:1420-9

yuki et al. Increased expression of midkine in the rat colon during healing of experimental colitis. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol 2006;291:G735-43

llTokuya ma et al. Midkine expression in colorectal tumors: correlation with Ki-67 labeling in sporadic, but not ulcerative colitis-
associated ones. Pathol Int 2007;57:260-7
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zmieniaty sie w sposéb podobny do midkiny, natomiast nie zaobserwowatam zmian w stezeniu TNF-a, czy
IL-1B. Stezenie midkiny zalezato od aktywnosci choroby i nasilenia proceséw zapalnych - byto znamiennie
wyzsze u pacjentow w aktywnej fazie choroby i bezposrednio korelowato z kliniczng (colitis activity index;
CAl) i endoskopowg aktywnoscig choroby we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego oraz z kliniczng
aktywnoscig choroby Lesniowskiego-Crohn’a (Crohn’s disease activity index; CDAI). Stezenie midkiny
dodatnio korelowato réwniez z wyktadnikami stanu zapalnego: CRP, OB, WBC, PLT i IL-6. Analiza
wieloczynnikowa wykazata, ze stezenie midkiny koreluje wytgcznie z aktywnoscig kliniczng nieswoistych
zapalen jelit, natomiast obserwowane zaleznosci ze stezeniem CRP czy IL-6 wynikajg z korelacji tych
czynnikdéw z CAI/CDAI. Wysokie stezenie midkiny w aktywnej fazie choroby sugeruje mozliwos¢ jej udziatu
w patogenezie lub rozwoju wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego i choroby Lesniowskiego-Crohn’a i
potwierdza istnienie zwigzku miedzy wzrostem stezenia midkiny w surowicy a stanem zapalnym.
Dotychczas wsrdd chordb zapalnych wzrost stezenia midkiny w surowicy wykazano jedynie u pacjentow z
reumatoidalnym zapaleniem stawdw, u ktérych midkina stymulowata migracje leukocytow oraz
indukowata réznicowanie makrofagéw w osteoklasty’. Zaobserwowane przeze mnie podwyzszenie
stezenia midkiny w nieaktywnej fazie choroby koresponduje z udokumentowang przez Tokuyama i wsp.**
nadekspresjag midkiny w nabtonku, podlegajagcym regeneracji i moze sugerowac jej udziat w procesie
odnowy nabtonka. Doswiadczenia przeprowadzone na modelach zwierzecych wrzodziejgcego zapalenia
jelita grubego potwierdzajg udziat midkiny w reepitelizacji i przebudowie macierzy
zewnatrzkomérkowej'®. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja, ze do indukgji ekspresji i sekrecji midkiny
dochodzi niezaleznie od typu stanu zapalnego, cho¢ wzrost stezenia towarzyszacy aktywnej chorobie
Lesniowskiego-Crohn’a byt nieco wyiszy niz w przypadku wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego.
Powyzsza obserwacja dyskwalifikuje midkine jako potencjalny marker rdznicujagcy obie jednostki
chorobowe. Lokalizacja zmian zapalnych w chorobie Lesniowskiego-Crohn’a (jelito cienkie lub jelito grube)
rowniez nie wptywa znamiennie na stezenie midkiny. Zaobserwowatam takze, ze stezenia midkiny zalezy
od wspdtistnienia anemii u pacjentéw z wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego i chorobg
Lesniowskiego-Crohn’a i ujemnie koreluje ze stezeniem hemoglobiny, zelaza i transferyny oraz z
hematokrytem. Podobnie stezenie midkiny byto znamiennie wyzsze u pacjentéw, ktdrzy doswiadczyli
Znaczacego a niezamierzonego spadku masy ciata (>5% w ciggu 3 miesiecy) i korelowato ujemnie ze
stezeniem albuminy oraz transferyny, wskaznikéw stanu odzywienia. Powyzsze wyniki potwierdzajg mojg

wczeéniejsza obserwacje dotyczaca zwiazku midkiny z anemia®® i kacheksja (poz. 4.1 i 4.2 osiagniecia),

2Krzystek-Korpacka et al.Even a mild anemia is related to tumor aggressiveness mediated by angiogenic factors. Exp Oncol 2009;31:52-6
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towarzyszacg chorobie nowotworowej, rozszerzajgc jg o zwigzek z anemig i kacheksjg choréb
przewlektych. Uzyskane wyniki mogg sugerowaé, ze obserwowany w anemii i kacheksji wzrost stezenia
midkiny moze by¢ skutkiem hipoksemii, gdyz podobnie jak w przypadku innych czynnikéw angiogennych,
ekspresja midkiny jest regulowana przez czynnik transkrypcyjny HIF1a. Wysokie stezenie midkiny, poprzez
nasilanie stanu zapalnego i indukcje cytokin prozapalnych, moze z kolei przyczyniaé sie do pogtebiania
anemii/kacheksji. Obserwowana korelacja ze stezeniem zelaza byta silniejsza w chorobie Le$niowskiego-
Crohn’a niz we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego. W swoich pracach zaobserwowatam réwniez
wspotzaleznos¢ miedzy stezeniem midkiny a stezeniami innych czynnikdw angiogennych: VEGF-A i PDGF-
BB oraz FGF2 w chorobie Le$niowskiego-Crohn’a. Angiogeneza znaczgco przyczynia sie do indukcji i
rozwoju choroby, a nieswoistym zapaleniom jelit towarzyszy wzrost stezenia kluczowych czynnikéw
angiogennych w surowicy, m.in.: VEGF-A, FGF2 i PDGF-BB, korelujgcy bezposrednio z ostroscig choroby.
Uzyskane wyniki po raz pierwszy wigzg midkine z procesami angiogenezy w nieswoistych zapaleniach jelit.
Znalazty one potwierdzenie na poziomie mRNA w tkankach jelit w aktualnie prowadzonych przeze mnie
badaniach oraz w wynikach eksperymentéw in vitro, wskazujgcych na midkine jako modulator zaréwno
ekspresji, jak i wydzielania gtéwnych czynnikdw angiogennych w jelitach. W przedstawionej pracy
wykazatam ponadto, ze stezenie midkiny koreluje ujemnie z aktywnoscig paraoksonazy (PON)-1, ujemnym
biatkiem ostrej fazy, enzymem antyoksydacyjnym i detoksyfikacyjnym, odpowiedzialnym rdéwniez za
rozktad tiolaktondéw, czgsteczek wykorzystywanych przez bakterie do wyczuwania liczebnosci. Aktywnosé
PON1, jak zademonstrowatam we wczes$niejszych badaniach, jest wyraZznie obnizona w nieswoistych
zapaleniach jelit. Wobec faktu, ze midkina w przeciwienstwie do klasycznych peptydéw antybakteryjnych
wykazuje swoja aktywno$¢ réwniez przy fizjologicznych stezeniach soli®®, istnienie znaczacej zaleznosci
miedzy wzrostem stezenia midkiny a spadkiem aktywnosci PON-1 moze sugerowaé, ze przynajmniej
czeSciowo wzmozone wydzielanie midkiny w nieswoistych zapaleniach jelit stanowi mechanizm obrony
antybakteryjnej. Wobec faktu, ze moc diagnostyczna wiekszosci wykorzystywanych w diagnostyce testéw
zawiera sie w przedziale 80-95%, uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, ze midkine jako marker aktywnej
choroby Lesniowskiego-Crohn’a czy marker ogdlny choroby cechuje doskonata moc diagnostyczna
(odpowiednio 95% i 90%), nieco stabsza w przypadku wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego: 85 i 87%. Z
wyjatkiem aktywnej postaci wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego (dla ktérego midkina okazata sie

znamiennie lepszym markerem niz CRP), wartosci uzyskane dla rutynowo wykorzystywanego w praktyce

13 svensson et al. Midkine and pleiotrophin have bactericidal properties: preserved antibacterial activity in a family of heparin-binding
growth factors during evolution. ) Biol Chem 2010;285:16105-15
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klinicznej CRP byty statystycznie nieistotne nizsze i wynosity odpowiednio 92% i 88% w chorobie
Lesniowskiego-Crohn’a i 83% i 75% we wrzodziejagcym zapaleniu jelita grubego. Jednoczesne oznaczanie
obu markeréw nie poprawia mocy diagnostycznej testu. Przy optymalnych wartosciach odciecia, w
chorobie Lesniowskiego-Crohn’a, midkine jako biomarker cechowata znacznie wyzsza swoisto$é niz
czutosé (97% wobec 86%, jako marker aktywnej choroby i 97% wobec 66%, jako marker ogdlny). Tym
samym, midkina mogtaby znalez¢ zastosowanie jako marker potwierdzajgcy chorobe (tzw. ,ruling in”
marker). Obiecujgce moze by¢ oznaczanie midkiny w kombinacji z kalprotektyng, coraz czesciej
oznaczanym nowym markerem nieswoistych zapalen jelit. Kalprotektyne charakteryzuje z kolei wysoka

czuto$é, a wiec negatywny wynik testu wyklucza chorobe (tzw. ,ruling out” marker).

Pacjenci z IBD obarczeni sg ponad 6-krotnie wiekszym ryzykiem zachorowania na raka jelita
grubego niz populacja ogo’lna“. Szacuje sie, ze u okoto 20% pacjentéw z IBD chroniczny stan zapalny jelit
przyczynia sie do transformacji nowotworowej. Rak jelita grubego u pacjentéw z IBD jest najczesciej
wieloogniskowy, a prognoza jest gorsza niz w przypadku raka sporadycznego. Stad u pacjentéw z IBD
zalecany jest nadzér onkologiczny obejmujacy wykonywanie regularnych badan endoskopowych.
Kolonoskopia jest jednak badaniem kosztownym, inwazyjnym i obarczonym ryzykiem krwawienia i
perforacji jelita. Co wiecej, ocena nabtonka pacjenta z IBD sprawia duze trudnosci interpretacyjne z uwagi
na trudnosci w rozpoznaniu dysplazji. O ile w przypadku raka sporadycznego dysplazja najczesciej
wystepuje w postaci polipa (wzniesionej), o tyle w IBD czesto pojawiajg sie zmiany ptaskie. Dysplazja moze
takze wystepowaé w obrebie lub w poblizu réznych zmian makroskopowych towarzyszacych IBD, np.
pseudopolipéw, wzniesionych zmian blaszkopodobnych, guzkéw oraz mas zapalnych, utrudniajac
identyfikacje ognisk dysplazji. Moze takze by¢ trudna do odrdznienia od proceséw regeneracji nabtonka.
IBD manifestujg sie przede wszystkim krwistg biegunkg z domieszkg $luzu i ropy, uniemozliwiajgc
wykorzystanie w tej grupie pacjentéw badania na krew utajong w kale (FOB, fecal occult blood test). FOB
jest zalecany jako test przesiewowy w kierunku raka jelita grubego w populacji ogdlnej (pacjenci >50 roku
zycia), czy u pacjentéw z innymi niz IBD czynnikami ryzyka rozwoju raka, np. z rodzinng polipowatoscia
gruczolakowatg lub z polipektomig w wywiadzie. Mimo swojej nieinwazyjnosci, tatwosci wykonania i
niskich kosztow przeprowadzenia badania, FOB cechuje niewystarczajgca moc diagnostyczna. Co wiecej,
specyficzno$é testu zalezy nie tylko od stopnia zaawansowania choroby, ale i od lokalizacji guza

nowotworowego. Jedynymi biochemicznymi markerami wykorzystywanymi w praktyce klinicznej raka

“Mattar et al. Current management of inflammatory bowel disease and colorectal cancer.Gastrointest Cancer Res 2011;4:53-61
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jelita grubego jest antygen karcynoembrionalny (CEA), czy, znacznie rzadziej ze wzgledu na mniejszg moc
diagnostyczng, antygen nowotworowy CA19-9. Jednakze czutos¢ CEA zalezy w duzym stopniu od stopnia
zaawansowania choroby, powodujgc, co potwierdzajg rowniez wyniki badan wtasnych, ze CEA jako
wczesny marker raka jelita grubego jest nieefektywny. Jego wykorzystanie jest natomiast
rekomendowane do monitorowania stanu zdrowia pacjentdw po leczniczej resekcji guza, jako ze wzrost
stezenia CEA jest czesto pierwszym sygnatem nawrotu choroby.

Mimo intensywnych badan nad midking w chorobie nowotworowej i wcigz rosngcej w niektérych krajach,
rowniez w Polsce, czestosci wystepowania raka jelita grubego, w literaturze istniata luka odnosnie midkiny

w tym typie nowotworu.

Celem pracy Tumor location determines midkine level and its association with the disease progression in
colorectal cancer patients: a pilot study (poz. 4.5) byta ocena ilosciowa midkiny w tkance jelita grubego i
odbytnicy u pacjentéw z rakiem jelita grubego w odniesieniu do zaawansowania choroby i lokalizacji guza.
W literaturze ostatnich lat pojawia sie coraz wiecej doniesien wskazujgcych na odmiennosé raka odbytnicy
oraz raka prawej i lewej strony okreznicy, okreslanych wspdélnym mianem raka jelita grubego, zaréwno
pod wzgledem czynnikédw ryzyka, mechanizméw promujacych rozwdj choroby, przebiegu choroby,
rokowania, ryzyka nawrotéw oraz efektywnosci leczenia, jak i pod wzgledem molekularnym®. Tymczasem
ekspresja midkiny w raku jelita grubego byta badana jedynie jakosciowo oraz pétilosciowo i nie w aspekcie
zaawansowania choroby czy lokalizacji guza. W swojej pracy po raz pierwszy wykazatam, ze w 98%
badanych tkanek guza w poréwnaniu z tkankg makroskopowo prawidtowg pochodzacy od tego samego
pacjenta midkina jest nadekspresjonowana. Stezenie midkiny w tkance guza byto srednio 30-krotnie
wyzsze niz w tkance prawidtowej. W ponad 72% przebadanych préb stezenie midkiny byto ponad 5-
krotnie wyzsze. Zaobserwowatam rdznice w stezeniu midkiny w prawidtowej tkance okreznicy i odbytnicy
(wyzsze w odbytnicy) oraz odmienny wzorzec zaleznosci miedzy ekspresjg midkiny a zaawansowaniem
choroby w raku okreznicy i odbytnicy. Midkina podlegata silniejszej ekspresji w rakach odbytnicy w
zaawansowanym stadium (lll i V), przerzutujgcych do weztéw chtonnych (pN1) niz w mniej
zaawansowanych (I i ll), nieprzerzutujgcych (pNO). W rakach okreznicy zaleznos$¢ byta odwrotna: midkina
podlegata silniejszej ekspresji w rakach mniej zaawansowanych i nieprzerzutujgcych. Bioragc pod uwage
dane literaturowe dotyczace roli midkiny w nowotworzeniu, tj. zdolno$¢ do indukcji transformacji

komodrek oraz jej aktywnos$é proangiogenng, uzyskane przeze mnie wyniki mogg wskazywaé na udziat

15'Albuquerque et al. Colorectal cancers choosing sides. Biochim Biophys Acta 2011;1816:219-31
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midkiny rowniez w rozwoju raka jelita grubego. Zdaja sie one jednak implikowa¢ odmienng role w raku
odbytnicy, w ktédrym midkina moze wspiera¢ proces przerzutowania i w raku okreznicy, w ktérym
ekspresja midkiny nasila sie we wczesniejszych etapach nowotworzenia. Zaleznos¢ ekspresji midkiny od
lokalizacji guza nie byta przedmiotem wczesniejszych badan, moze natomiast ttumaczy¢ sprzeczne wyniki
badan immunohistochemicznych uzyskane przez japonskich badaczy, wskazujgce badz na stopniowy
wzrost ekspresji midkiny w sekwencji tkanka prawidlowa — adenoma - adenocarcinoma, badz na

najsilniejsza ekspresje w adenomach'"*

. Uzyskane przeze mnie wyniki potwierdzajg sugerowang przez
wielu badaczy odmiennos$¢ procesdéw nowotworzenia w réznych fragmentach jelita grubego, dodajac
midkine do czasteczek, ktérych poziom ekspresji zalezy od lokalizacji raka. Stwierdzona przeze mnie
silniejsza ekspresja midkiny w makroskopowo prawidtowej tkance odbytnicy (granice resekcji guza z
histopatologicznie potwierdzonym brakiem raka) oraz wykazany jej zwigzek z przerzutowaniem, mogg
przyczyniac sie do czestszych wzndéw i gorszego rokowania w raku jelita grubego o tej wtasnie lokalizacji.
Bioragc pod uwage fakt intensywnego badania réznych strategii hamujgcych ekspresje midkiny lub jej
szlakdw sygnatowych (np. udane zahamowanie wzrostu raka watroby przez zastosowanie nanoczgsteczek
zawierajgcych antysensowne nukleotydy), rdznice w poziomie ekspresji midkiny i, potencjalnie, jej udziale
w nowotworzeniu w zaleznosci od lokalizacji guza, stanowig réwniez istotng informacje, ktéra powinna
by¢ uwzgledniona w planowaniu zindywidualizowanych antynowotworowych terapii biologicznych,
skierowanych przeciw midkinie. Przedstawione wyniki wskazujg na silng nadekspresje midkiny na
poziomie biatka, ktérej jednak, jak wynika z prowadzonych przeze mnie aktualnie badan, towarzyszy
jedynie umiarkowany wzrost ekspresji na poziomie mRNA (1.8-krotny), co moze sugerowac,
obserwowane w przypadku innych czynnikébw wzrostu, magazynowanie midkiny w macierzy

zewngtrzkomadrkowe;.

Zdaniem wielu badaczy indywidualne markery, posiadajgce najwiekszg moc diagnostyczng czy
predykcyjng, zostaty juz odkryte. Przyszto$¢ biomarkerow lezy raczej w umiejetnym tgczeniu wielu
czynnikéw, wyselekcjonowanych dzieki zaawansowanym metodom statystycznym, ktére razem cechowac
moze duza moc diagnostyczna, nawet jesli indywidualnie ich wtasnosci nie sg zadawalajgce. Zastosowanie
panelu biomarkeréw stwarza mozliwos$¢ pokonania problemu heterogennosci nowotwordéw, nawet w
obrebie jednego typu. Pojawienie sie technik umozliwiajgcych jednoczesne oznaczanie wielu czynnikéw w

tej samej probie biologicznej pozwala z kolei zredukowaé ilo$¢ potrzebnego materiatu oraz zredukowadé

8ve et al. Expression of midkine in the early stage of carcinogenesis in human colorectal cancer. Br ) Cancer 1999;79:179-84
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koszty badan w stosunku do wielu oznaczen indywidualnych, stwarzajgc ponadto identyczne warunki

oznaczen wszystkich analitow.

Celem prac Profiles of circulating inflammatory cytokines in colorectal cancer (CRC), high cancer risk
conditions, and health are distinct. Possible implications for CRC screening and surveillance (poz. 4.6)
oraz Circulating midkine in malignant and non-malignant colorectal diseases (poz. 4.7) byta ocena
mozliwosci wykorzystania midkiny w diagnostyce raka jelita grubego jako sktadowej wielomarkerowych
paneli. Status midkiny na poziomie ogdlnoustrojowym w raku jelita grubego i jej znaczenie kliniczne nie
byty przedmiotem wczesniejszych badan, podobnie jak nie podjeto wczesniej tematyki cytoprofilowania i
jego uzytecznosci w diagnostyce raka jelita grubego. Ze wzgledu na obszernosé zgromadzonego materiatu,
wyniki badan podzielono na dwie prace, z ktérych pierwsza (poz. 4.6) skupia sie na analizie mozliwosci
wykorzystania multipleksowania biomarkeréw i zaawansowanych metod statystycznych dla poprawy
mocy diagnostycznej testow opartych na kluczowych cytokinach prozapalnych i czynnikach wzrostowych,
a druga (poz. 4.7) na statusie midkiny i jej zwigzkach z zaawansowaniem choroby oraz, wykorzystujac
wyniki ujete w pierwszej z prac, wzajemnych relacjach midkiny z kluczowymi cytokinami/czynnikami
wzrostowymi oraz wartosci diagnostycznej oznaczen midkiny indywidualnie i jako sktadowej

wielomarkerowych paneli.

W pracy Profiles of circulating inflammatory cytokines in colorectal cancer (CRC), high cancer risk
conditions, and health are distinct. Possible implications for CRC screening and surveillance,
wykorzystujgc technike multipleksowej analizy stezenia biatek, bazujagcg na pomiarze w czasie
rzeczywistym fluorescencji magnetycznych mikrosfer polistyrenowych znakowanych przeciwciatami
(Technologia xMAP®, platforma Luminex), stworzono i przeanalizowano profil kluczowych cytokin
prozapalnych, chemokin i czynnikdw wzrostowych oraz CEA pacjentéw z rakiem jelita grubego. Uzyskany
profil poréwnano z profilem oséb bez choroby nowotworowej, rekrutujgcych sie badz z populacji ogdinej
z podobnym obcigzeniem chorobami sercowo-naczyniowymi i cukrzycg, badz z grup wysokiego ryzyka
rozwoju raka jelita grubego (pacjenci z polipektomig w wywiadzie lub nieswoistymi zapaleniami jelit w
nieaktywnej fazie choroby) oraz z profilem oséb chorych bez choroby nowotworowej, lecz z aktywnym
stanem zapalnym (pacjenci z owrzodzeniem podudzi lub nieswoistymi zapaleniami jelit w aktywnej fazie
choroby). tgcznie badaniem objeto 246 oséb (w tym 99 z rakiem jelita grubego). Uzyskane wyniki
wskazujg na potencjat FGF2, GM-CSF, IL-1B, IL-6, MIP-1a, PDGF-BB, TNF-a i VEGF-A jako indywidualnych

markerdw w badaniach przesiewowych raka jelita grubego w populacji catkowitej, natomiast FGF2, IL-1B i
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MIP-1a mogg znalezé zastosowanie rowniez jako markery w badaniach kontrolnych oséb ze zwiekszonym
ryzykiem rozwoju raka. Ze wzgledu na znamienny wzrost stezenia dopiero u pacjentéw w Il stadium
zaawansowania raka, uzyskane wyniki potwierdzajg niskg wartos¢ CEA jako markera w badaniach
przesiewowych. W pracy zaobserwowano znamiennie wyzisze stezenia VEGF-A u pacjentéw z rakiem
odbytnicy niz rakiem zlokalizowanym z okreznicy, a stezenia MCP-1 wykazywaty podobng tendencje.

Obserwacja ta moze ttumaczy¢ gorsze rokowania charakterystyczne dla takiej lokalizacji guza.

Wykorzystujgc analize dyskryminacyjng opracowano panele cytokin najlepiej réznicujgcych pacjentéw we
wczesnym stadium raka (wytgcznie | lub 1i 1l) od grup kontrolnych. W wiekszosci przypadkdw panele
wielomarkerowe cechowata wyzsza moc i swoisto$¢ odpowiadajgca 95% czutosci niz testy oparte na
cytokinach ocenianych indywidualnie lub w parach. Najwyzsza moc diagnostyczng (93%) uzyskano w
przypadku rdéznicowania pacjentéw z rakiem w stadium | i chorych z nieswoistymi zapaleniami jelit dla
panelu sktadajacego sie z FGF2, G-CSF, IL-6 i MCP-1. Test ten cechowata 75% swoistos$¢ przy 95% czutosci,
wskazujgc na mozliwosé jego wykorzystania w nadzorze onkologicznym pacjentéw z nieswoistymi
zapaleniami jelit, podczas gdy test oparty jedynie na FGF2 i G-CSF, gtéwnych cytokinach rdéznicujgcych
badane grupy, cechowata nieco nizsza moc diagnostyczna (86%), lecz brak swoistosci (0%).
Satysfakcjonujgcg moc diagnostyczng (86%) miat rdwniez test oparty na IL-8, MCP-1, GM-CSF, VEGF-A, IL-
6, G-CSF i FGF2, rdznicujacy pacjentéw z rakiem w | i Il stadium i pacjentow z polipektomig w wywiadzie.
Test oparty jedynie na IL-6 i IL-8, gtéwnych cytokinach réznicujgcych, cechowata niewiele nizsza moc
(82%), ale znacznie nizsza swoistos$¢ przy 95% czutosci niz w przypadku panelu wielomarkerowego (20%

wobec 68%).

W pracy Circulating midkine in malignant and non-malignant colorectal diseases po raz pierwszy
wykazatam wyzsze stezenie midkiny u pacjentéow z rakiem jelita grubego niz u oséb zdrowych lub z grupy
podwyzszonego ryzyka rozwoju raka, ktére korespondowato z zaawansowaniem choroby oraz stopniem
odréznicowania komoérek nowotworowych. W przeciwienstwie do CEA, znamiennie wyzszego dopiero w
stadium IV, stezenie midkiny byto znamiennie wyzsze juz w stadium | zaawansowania raka w poréwnaniu
z grupg kontrolng lub stadium Il w porédwnaniu z grupg zwiekszonego ryzyka. Stezenie midkiny i CEA
korespondowato z obecnoscig przerzutéow, zaréwno do okolicznych weztdw chtonnych, jak i przerzutéw
odlegtych. W kontekscie dostepnej wiedzy o roli midkiny w nowotworzeniu, uzyskane wyniki implikujg jej
zaangazowanie rowniez w rozwoj CRC, wskazujagc na mozliwos¢ wykorzystania w ukierunkowanych

terapiach biologicznych lub jako potencjalnego biomarkera. W pracy zaobserwowatam wspétzaleznosé
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miedzy stezeniem midkiny a stezeniem kluczowych cytokin prozapalnych, chemokin i czynnikéw
wzrostowych (G-CSF, GM-CSF, IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1a, PDGF-BB, TNF-a, VEGF-A), sposréd ktérych
zmiany stezenia IL-1B oraz PDGF-BB byty niezaleznymi predyktorami stezenia midkiny, podkreslajac role
stanu zapalnego i angiogenezy czy tez implikujgc potencjalny bezposredni udziat IL1-f i PDGF-BB, w
indukcji ekspresji i sekrecji midkiny w CRC. Wykazatam ponadto, ze midkine cechuje wieksza moc
diagnostyczna niz CEA, zaréwno jako marker ogélny (80% dla midkiny wobec 60% dla CRP), jak i marker
wczesnego raka w populacji ogdlnej (74 wobec 52%) czy jako marker rdznicujacy chorych z CRC i
nieaktywnym IBD (77 wobec 70%). W przeciwienstwie do CEA (79%) midkina nie ma natomiast mocy
dyskryminujacej CRC od nieswoistych zapalen jelit w zaostrzeniu (59%). W swojej pracy wskazatam na
mozliwos$¢ efektywnego rdznicowania grup pacjentdw przez panele wielomarkerowe, sktadajgce sie ze
wskaznikow indywidualnie pozbawionych mocy dyskryminacyjnej oraz potencjat midkiny jako jednej z
komponent takich paneli. W pracy porédwnano zdolnos¢ IL-1B, IL-6, IL-8, MCP-1, MIP-1a, G-CSF, GM-CSF,
FGF2, PDGF-BB, TNF-a, VEGF-A, midkiny i CEA jako potencjalnych markerdw rdznicujgcych chorych z CRC,
z polipami i osoby zdrowe, oznaczanych indywidualnie lub w wieloczynnikowym panelu. Mimo braku
wiasnosci dyskryminacyjnych w oznaczeniach indywidualnych, panel sktadajacy sie z midkiny, CEA, IL-1,
IL-8, MCP-1, MIP-1a, G-CSF, GM-CSF, FGF2, PDGF-BB i VEGF-A miat duzg moc dyskryminacyjng i pozwalat

na prawidtowg klasyfikacje 97.5% pacjentédw z CRC, 80% pacjentdow z polipami i 76.5% oséb zdrowych.

Perforacja jelita w przebiegu chordb zapalnych lub nowotworowych jelit oraz nieszczelnosé
zespolenia jako gtéwne powiktanie zabiegéw chirurgicznych w zakresie jelita grubego i odbytnicy,
stanowig jedna z czestszych przyczyn sepsy brzusznej. Czynniki te, eskalujac do sepsy ciezkiej lub wstrzgsu
septycznego, wigzg sie z wysoka Smiertelnoscig. Szacuje sie, ze liczba zachorowan na ciezkg sepse w
ostatnim dwudziestoleciu ulegta podwojeniu. Ze wzgledu na gwattowny rozwéj technik inwazyjnych,
starzenie spoteczenstw ze zwiekszajacg sie populacjg chorych z uposledzonym uktadem odpornosciowym
oraz rosngcg lekoopornos¢ mikroorganizmoéw chorobotwérczych, prognozowany jest dalszy wzrost liczby
zachorowan. Biorgc pod uwage wysokie koszty hospitalizacji pacjentéw, ciezka sepsa/wstrzas septyczny
stanowi nie tylko powazny problem medyczny, ale i ekonomiczny”.

Rola cytokin jako mediatoréow odpowiedzi immunologicznej, ich udziat w rozwoju kolejnych etapow sepsy,
poczgwszy od zespotu uogdlnionej odpowiedzi zapalnej (systemic inflammatory response syndrome;

SIRS), poprzez faze antyzapalng (compansatory antiinflammatory response syndrome; CARS), az po

Yubler et al. Severe sepsis in Poland-results from Web registration of 1043 cases.Med Sci Monit 2004;10:CR635Y-41
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niewydolnos¢ wielonarzagdowg, stanowig gtéwny nurt w badaniach nad sepsg. Uwaza sie, ze za
powodzenie postepowania terapeutycznego w ciezkiej sepsie odpowiada przede wszystkim wczesne
rozpoznanie i intensywne wielokierunkowe leczenie. To wtasnie wsrdd cytokin poszukuje sie zaréwno
nowych potencjalnych celéw terapeutycznych, jak i biomarkerdw, umozliwiajgcych wczesng diagnostyke,
réznicowanie patogendw, prognozowanie przebiegu infekcji czy monitorowanie skutecznosci wdrozonego
leczenia®®. Midkina nie byta dotychczas przedmiotem badar u pacjentdw z sepsa, mimo posiadania przez
nig szeregu wtasnosci potencjalnie istotnych zaréwno z punktu widzenia obrony organizmu przed infekcja,
jak i dla rozwoju choroby. Midkina, oprdcz zwalczania infekcji dzieki wtasnosciom antybakteryjnym, moze,
poprzez nieprawidtowosci w migracji neutrofili i monocytéw czy indukcje cytokin prozapalnych,
przyczyniac sie do niewydolnosci jednego lub wielu narzgddéw. Jako modulator ekspresji VEGF-A, uPA, PAI
i syntezy tlenku azotu, midkina moze przyczynia¢ sie do towarzyszacych sepsie zaburzen fibrynolizy i
przepuszczalnosci naczyn oraz dysfunkcji Srédbtonka. Z kolei wtasnos$ci immunosupresyjne midkiny czy jej
zdolnos¢ do indukcji ekspresji TGF-B, mogg przyczyniac sie do rozwoju kompensacyjnej fazy antyzapalnej
sepsy (CARS). W zwigzku z powyzszym, midkina moze zosta¢ wykorzystana nie tylko jako biomarker, ale i

stanowi¢ potencjalny cel ukierunkowanych terapii w sepsie czy by¢ wykorzystana jako lek.

Celem pracy Midkine, a multifunctional cytokine, in patients with severe sepsis and septic shock: a pilot
study (poz. 4.8) byto scharakteryzowanie midkiny na poziomie ogdlnoustrojowym w ciezkiej sepsie i
wstrzgsie septycznym oraz ocena jej potencjatu jako biomarkera w diagnostyce, diagnostyce réznicowej,
ocenie ostrosci choroby i przewidywania jej przebiegu, wystgpienia powiktan narzadowych oraz
efektywnosci leczenia. W pracy po raz pierwszy wykazatam postepujacy wzrost ogdlnoustrojowego
stezenia midkiny w sekwencji: zdrowie - stan zapalny -zespdét uogdlnionej odpowiedzi zapalnej (SIRS) —
sepsa (ciezka sepsa/wstrzas septyczny). Stezenia midkiny w sepsie byty 14-krotnie wyzsze od stezen
obserwowanych u ludzi zdrowych oraz 3-4 krotnie wyzsze niz u oséb ze stanem zapalnym, nawet
uogdlnionym. U ponad 63% pacjentdw z sepsg stwierdzono obecnos¢ stezen midkiny przekraczajgcych 1
mg/L. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na mozliwo$¢ wykorzystania midkiny w diagnostyce sepsy
do rdznicowania stanu zapalnego przebiegajgcego z infekcjg lub bez niej, w konsekwencji utatwiajac
decyzje kliniczng o wdrozeniu antybiotykoterapii. W przypadku potwierdzenia w badaniach dodatkowych
jej niekorzystnego wptywu na rozwdj sepsy, midkina moze stanowi¢ potencjalny nowy cel terapeutyczny.

Oznaczanie stezenia midkiny moze by¢ pomocne takze w praktyce klinicznej, u pacjentéw z nieswoistymi

'8 Bochud et al. Pathogenesis of sepsis: new concepts and implications for future treatment. BMJ 2003;326:262-6
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zapaleniami jelit, u ktérych diagnostyka i leczenie infekcji oportunistycznych stanowi duze wyzwanie. W
pracy zaobserwowatam réznice w dynamice zmian stezenia midkiny w przebiegu ciezkiej sepsy i wstrzgsu
septycznego: stopniowy spadek stezenia w ciezkiej sepsie w przeciwienstwie do utrzymujgcego sie na
statym wysokim poziomie stezenia we wstrzgsie septycznym. Uzyskany wynik wskazuje na mozliwosé
wykorzystania monitorowania stezenia midkiny do oceny ryzyka wystgpienia wstrzgsu septycznego u
pacjentéw z ciezkg sepsgy, a zatem do oceny koniecznosci wprowadzenia bardziej agresywnego leczenia.
Przeprowadzone przeze mnie badania dowiodty istnienie zaleznosci miedzy stezeniem midkiny w krazeniu
a rodzajem patogenu; najwyzisze stezenia midkiny przy przyjeciu zaobserwowano w infekcjach
bakteryjnych spowodowanych bakteriami Gram-dodatnimi. Wtasciwa ocena rodzaju patogenu
przyspiesza diagnoze i umozliwia wczesne wdrozenie ukierunkowanej antybiotykoterapii. Niestety,
uzyskanie wynikéw posiewéw krwi jest czasochtonne. Co wiecej, szacuje sie, ze mimo klinicznych
objawdw infekcji, wyniki seryjnych posiewdw sg w okoto potowie przypadkéw fatszywie ujemne.
Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na mozliwos¢ wykorzystania oznaczen stezenia midkiny do
wczesnego potwierdzenia infekcji i rdoznicowania sepsy spowodowanej bakteriami Gram-dodatnimi od
sepsy wywotanej przez inne patogeny. Ponadto zaobserwowatam réznice w dynamice zmian stezenia
midkiny w sepsie przebiegajacej bez niewydolnosci sercowo-naczyniowej (stopniowy spadek stezenia
midkiny) lub z niewydolnoscig sercowo-naczyniowg (utrzymujgce sie wysokie jej stezenie). Uzyskany
wynik wskazuje na mozliwos¢ wykorzystania monitorowania stezenia midkiny do identyfikacji pacjentow
zagrozonych ryzykiem wystgpienia niewydolnosci sercowo-naczyniowej, pozostajgcej gtdwng przyczyng
zgonu wsréd pacjentdw z ciezkg sepsg/wstrzgsem septycznym. Wykazatam takze, ze stezenie midkiny
przy przyjeciu zalezy od stopnia nasilenia kwasicy metabolicznej. Co wiecej, zaobserwowatam utrzymujgcy
sie wysoki poziom tej cytokiny u pacjentdw wymagajgcych mechanicznej wentylacji wobec stopniowego
spadku stezenia midkiny u pacjentéw, ktéorzy mechanicznej wentylacji nie wymagajg. Obserwacja ta,
poparta trwale wysokim stezeniem cytokiny u pacjentéw z niewydolnoscig krazenia, moze wskazywa¢é na
hipoksje jako czynnik indukujacy wzrost stezenia midkiny we krwi pacjentow z sepsy. Mozna réwniez
rozwazy¢ postuzenie sie monitorowaniem stezenia midkiny do oceny ryzyka wystgpienia u pacjentéw z
ciezkg sepsa/wstrzasem septycznym ogodlnotkankowej hipoksji czy, podobnie jak monitorowanie stezenia
mleczanu, do oceny skutecznosci wdrozonego leczenia. Stezenie midkiny nie korelowato ze stezeniem
markerdw biochemicznych oznaczanych rutynowo u pacjentéw z sepsg, tj. CRP i prokalcytoniny czy
punktéw skal APACHE Il lub SOFA, stuzgcych do oceny stopnia ostrosci sepsy. Obserwacja ta sugeruje, ze

oznaczanie stezenia midkiny u pacjentow z sepsg moze stanowi¢ nowg jakos¢, a nie powielenie informacji
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uzyskanej metodami rutynowo wykorzystywanymi w praktyce klinicznej. | tak, na przykfad, rodzaj
patogenu nie wptywat na ocene w skali APACHE Il i SOFA, a stezenia CRP i prokalcytoniny byty wyzsze w
sepsie Gram-ujemnej, implikujac, ze jednoczesne oznaczanie stezenia midkiny i CRP lub prokalcytoniny

moze wspomac diagnostyke réznicowg sepsy o podtozu bakteryjnym.

Reasumujgc wyniki badan przedstawionych w osiggnieciu; jako pierwsza wykazatam, ze chorobom
zapalnym i nowotworowym jelit oraz ich powiktaniom infekcyjnym towarzyszy nasilona sekrecja midkiny,
ktdora koreluje z ostroscig lub zaawansowaniem choroby. W kontekscie aktualnie dostepnej wiedzy na
temat wiasnosci biologicznych midkiny, uzyskane przeze mnie wyniki mogg implikowa¢ udziat midkiny w
rozwoju wymienionych schorzen, wskazujac jg jako potencjalny cel terapeutyczny oraz biomarker w tej
grupie choréb. Przedstawione w osiggnieciu prace stanowig réwniez pierwsze doniesienie wigzace

midkine z wyniszczeniem, zaréwno w przebiegu choroby nowotworowej, jak i nieswoistych zapalen jelit.
5. Omdwienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

Moje gtéwne zainteresowania badawcze oscylowaty wokdt znaczenia klinicznego wybranych
czynnikdw angiogennych i limfangiogennych oraz mediatoréw stanu zapalnego i wyktadnikéw stresu
oksydacyjnego w chorobach przewodu pokarmowego wraz z zespotami towarzyszgcymi chorobom
przewlektym — anemia i kacheksjg. Badania nad stresem oksydacyjnym i adipokinami w cukrzycy typu I i

otytosci dzieciecej stanowity drugi gtéwny nurt badawczy.
Nowotwory gornego odcinka przewodu pokarmowego

Prace naukowg rozpoczynatam od oceny znaczenia klinicznego midkiny w tfagodnych i
nowotworowych chorobach przetyku oraz potgczenia przetykowo-zotgdkowego (raku
ptaskonabtonkowym i gruczolakoraku). Ze wzgledu na brak komercyjnie dostepnych zestawodw
immunoenzymatycznych do oceny stezenia midkiny, opracowatam wiasny test wykorzystujgcy technike
immunoenzymatycznej detekcji typu ,sandwich” z dwoma rodzajami przeciwciat (DASI-ELISA),
prezentujgc test i jego walidacje w pracach: Immunoenzymatic method for midkine determination in
serum* (I.B.3)Jr oraz Elevated levels of an angiogenic factor, midkine, in serum of patients with hernia*
(1.B.2). W pracy Serum midkine depends on lymph node involvement and correlates with circulating VEGF-
C in oesophageal squamous cell carcinoma (1.A.3) dowiodtam, ze chorobom przetyku towarzyszy wzrost

stezenia midkiny w surowicy, nieznaczny w przypadku schorzen tagodnych (gtéwnie w achalazji), a
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znaczny w przypadku choréb nowotworowych, szczegdlnie w gruczolakorakach. Zaobserwowana przeze
mnie zalezno$¢ miedzy stezeniem midkiny a rozlegtoscig guza pierwotnego wskazuje na nowotwor jako
gtéwne, lecz nie jedyne zrédio cytokiny w krazeniu. Uzyskane przeze mnie wyniki swiadczg réwniez o
wzmozonej ekspresji i sekrecji midkiny przez komorki krwi i stanowig pierwsze doniesienie sugerujgce
obecnos¢ tej cytokiny, oprdcz wielu innych czynnikdw wzrostu, w ziarnistosciach ptytek krwi. Wykazatam
takze po raz pierwszy, ze stezenie midkiny w surowicy chorych na nowotwory przetyku Scisle wigze sie z
obecnoscig przerzutow w weztach chtonnych i z iloscig zajetych weztéw oraz koreluje ze stezeniem
gtéwnego czynnika limfoangiogennego — VEGF-C, co moze sugerowaé zaangazowanie midkiny w
limfoangiogeneze nowotworowg i stanowi wazne, z punktu widzenia klinicznego, odkrycie. Zgodnie z
obecnym stanem wiedzy, zajecie weztdw chtonnych jest najwazniejszym czynnikiem prognostycznym w
nowotworach przetyku i potaczenia przetykowo-zotgdkowego i pojawia sie juz w bardzo wczesnych
stadiach choroby™. Uwaza sie, ze u jednej trzeciej pacjentéw z nowotworami zaklasyfikowanymi jako NO,
w okolicznych weztach chtonnych obecne sg mikroprzerzuty, ktérych obecnos¢ jest pod wzgledem
prognostycznym rdwnowazna z potwierdzeniem rozsiania procesu nowotworowego, a ktdre sg niezwykle
trudne do wykrycia w badaniach przedoperacyjnych. Stopien zajecia weztéw chtonnych odzwierciedla
szczegblnie agresywny charakter nowotworu, wigzgc sie ze zwiekszonym odsetkiem zgondw
pooperacyjnych na skutek wznowienia procesu rozrostowego. Status zajecia weztdw jest tez czynnikiem
decydujgcym o rozlegtosci zabiegu operacyjnego. Z powyziszych wzgledéw, ocena stezenia czynnikdéw
limfoangiogennych postrzegana jest jako nowa strategia diagnostyczna, ktéra mogtaby wesprze¢ metody
tradycyjne. Przedstawione przeze mnie badania rozszerzaty réwniez aktualng wiedze na temat midkiny o
nowotwory zaawansowane, wczesniej nie badane, wskazujgc po raz pierwszy na udziat tej cytokiny w
chorobie przerzutowej. W swoich badaniach ocenitam midkine jako biomarker obecnos$ci nowotworu oraz
obecnosci przerzutow w weztach chtonnych wykazujac, ze cechuje jg wieksza moc diagnostyczna niz
VEGF-A, VEGF-C, czy IL-8. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na mozliwos$¢ zastosowania oznaczen
midkiny jako badania dodatkowego, wspierajacego kliniczng ocene statusu zajecia weztéw chtonnych,
niezbedng dla wyboru najwtfasciwszego sposobu leczenia, oceny rozlegtosci ewentualnego zabiegu

operacyjnego i ustalenia rokowania. Powyzsze wyniki staty sie podstawg mojej rozprawy doktorskiej pt.:

toznaczenia odnosza sie do pozycji zajmowanej w ,, Wykazie opublikowanych prac naukowych z wytgczeniem prac wchodzgcych w sktad
osiggniecia” przygotowanym przez Biblioteke UMED (zatgcznik 3)

19 Enzinger et al. Medical Progress: Esophageal Cancer. NEJM 2003;349:2241-52

2% Tamura et al. Chest CT and serum VEGE-C level to diagnose lymph node metastasis in patients with primary non-small cell lung
cancer. Chest 2004;126:342—-6

* Praca ukazata sie przed obrong pracy doktorskiej
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Midkina w nowotworach przetyku i potgczenia przetykowo-zotgdkowego, ktérg obronitam w 2006 r., a
ktorej wstep postuzyt do przygotowania pracy przeglagdowej o budowie i funkcji midkiny zatytutowane;j:

Budowa i funkcja midkiny, nowego czynnika wzrostu wigzgcego heparyne (111.B.1).

VEGF-A nalezy do najintensywniej badanych czynnikdéw angiogennych, natomiast w czasie gdy
prowadzitam swoje badania, brak byto w literaturze danych dotyczacych stezenia VEGF-C, PDGF-BB czy IL-
8 na poziomie ogdlnoustrojowym w nowotworach przetyku i potaczenia przetykowo-zotgdkowego.
Identyfikacja nowych potencjalnych czynnikdéw angio- i limfangiogennych jest istotna nie tylko ze wzgledu
na mozliwos¢ ich wykorzystania jako biomarkeréw czy potencjalnych nowych celéw terapeutycznych, ale
moze by¢ takie pomocna w fenotypowaniu nowotworéw. Mankamentem juz wdrozonych terapii
biologicznych skierowanych przeciwko VEGF-A jest bowiem stosunkowo szybkie uodparnianie sie
nowotworow na dziatanie leku, co w duzej mierze wynika z ich elastycznosci, pozwalajacej na realizacje
programu angiogenezy i limfangiogenezy w oparciu o rézne mediatory i szlaki przekazywania sygna’ru21.
Okreslenie profilu angio- i limfangiogennego danego nowotworu poprzez ocene stezenia
zidentyfikowanych mediatoréow obu proceséw moze pozwoli¢ na zindywidualizowanie terapii i selekcje
tych pacjentow, ktorzy mogg odnies¢ korzysci z wdrozonego leczenia, jak rdéwniez umozliwi
monitorowanie ewentualnych zmian fenotypu podczas kuracji i odpowiednig jej modyfikacje. W swoich
badaniach jako pierwsza wykazatam ogdlnoustrojowy wzrost stezenia VEGF-C (Up-regulation of VEGF-C
secreted by cancer cells and not VEGF-A correlates with clinical evaluation of lymph node metastasis in
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC)) (1.A.4), IL-8 (Elevation of circulating interleukin 8 is related to
lymph node and distant metastases in esophageal squamous cell carcinomas - implication for clinical
evaluation of cancer patient) (1.A.9) oraz PDGF-BB (Increase in serum platelet-derived growth factor
(PDGF)-BB reflects lymph node involvement in esophageal cancer patients independently from platelet
count) (1.B.8) w nowotworach gérnego odcinka przewodu pokarmowego. Wzrost stezenia VEGF-C
powigzany byt wytgcznie z obecnoscig przerzutéw w weztach chtonnych, podczas gdy na stezenie IL-8
wptywata zaréwno rozlegtos¢ guza pierwotnego, jak i obecnos¢ wtdrnych ognisk nowotworowych, zas
niezaleznymi predyktorami wzrostu stezenia PDGF-BB byta obecnos¢ przerzutow w weztach chtonnych,
trombocytoza oraz stezenie VEGF-C. Silng zaleznos$¢ miedzy stezeniem czynnikdw angiogennych a iloscig
trombocytéw zaobserwowatam takie w przypadku VEGF-A i VEGF-C, co sugeruje, ze réwniez w

nowotworach gérnego odcinka przewodu pokarmowego ich stezenie w duzej mierze odzwierciedla zaséb

ZIsyllivan et al. The VEGF family in cancer and antibody-based strategies for their inhibition. MAbs 2010;2:165-75
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czynnikdw zgromadzonych w ptytkach. Wykazatam takze, ze VEGF-C jako marker obecnosci raka
ptaskonabtonkowego cechowata wieksza moc diagnostyczna niz VEGF-A i IL-8, zas IL-8 jest lepszym
wskaznikiem obecnosci przerzutéow, zaréwno do weztéw chtonnych, jak i przerzutéw odlegtych. O
wazkosci zagadnienia i znaczeniu uzyskanych przeze mnie wynikéow Swiadczy fakt, ze praca dotyczaca

VEGF-C pozostaje najczesciej cytowang pozycjg w moim dorobku (liczba cytowan: 48).

Ekspresja czynnikdw proangiogennych w komodrkach nowotworowych zalezy od dostepnosci tlenu,
obnizonej w zaawansowanych nowotworach gtdwnie na skutek miejscowego niedokrwienia (hipoksja
ischemiczna) i uposledzenia dyfuzji tlenu (hipoksja dyfuzyjna). Coraz czesciej zwraca sie jednak uwage, ze
na utlenowanie guza negatywny wptyw moze mieé rowniez obnizona zdolnos¢ krwi do transportu tlenu
(hipoksja spowodowana anemia) oraz niskie ciénienie parcjalne tlenu (hipoksemia)?’. Stosunkowo
niewiele jest doniesien analizujgcych zwigzek miedzy hipoksjag nowotworowg spowodowang anemig a
stezeniem czynnikdw proangiogennych w surowicy, mimo ze anemia wystepuje u wiekszosci chorych na
nowotwory, szczegdlnie przewodu pokarmowego. Co wiecej, wspotwystepowanie anemii przed
rozpoczeciem leczenia stanowi niezalezny czynnik ryzyka wznowy oraz czynnik predykcyjny niepowodzen
w leczeniu nie tylko u pacjentéw poddawanych chemioterapii, ale i u tych leczonych chirurgicznie. Jednak
postulowany zwigzek przyczynowo-skutkowy miedzy stezeniem hemoglobiny a utlenowaniem guza,
nasilong ekspresjg czynnikéw angiogennych i w konsekwencji zwiekszong agresywnoscia nowotworu
pozostaje kontrowersyjny. W okresie, w ktérym prowadzitam swoje badania, niemal catkowicie brakowato
natomiast doniesien dotyczacych zwigzkéw stezenia czynnikdw proangiogennych z hipoksja
nowotworowg na tle hipoksemii. Tymczasem w zwigzku ze wspdtwystepowaniem chronicznej
obturacyjnej choroby ptuc, u pacjentow z rakiem przetyku czesto dochodzi do spadkéw saturacji i
cisnienia parcjalnego tlenu. Co wiecej, nieprawidtowe wyniki testéw oddechowych w okresie
przedoperacyjnym sg negatywnym czynnikiem prognostycznym u pacjentéw poddanych ezofagektomii. W
swoich badaniach, ktérych wyniki przedstawitam w pracach: Even a mild anemia is related to tumor
aggressiveness mediated by angiogenic factors (1.B.7) oraz Impact of systemic hypoxemia on cancer
aggressiveness and circulating vascular endothelial growth factors A and C in gastroesophaeal cancer
patients with chronic respiratory insufficiency (1.B.4), wykazatam czestsze wystepowanie przerzutéw,
szczegolnie do weztdw chtonnych, u pacjentdéw z rakiem przetyku lub potaczenia przetykowo-zotgdkowego

i wspotistniejgcg anemig, nawet w tagodne] jej postaci oraz zwigzek miedzy rozlegtoscia guza a

2varlotto et al. Anemia, tumor hypoxemia, and the cancer patient. Int J Radiat Oncol Biol Phys 2005;63:25-36.
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ogdlnoustrojowg hipoksemia. Stezenie proangiogennej midkiny, wymiennie z przerzutowaniem, okazato
sie niezaleznym predyktorem wystepowania anemii i stezenia hemoglobiny w tej grupie pacjentéw, a
spadek stezenia hemoglobiny <10 g/dL okazat sie by¢ silnym induktorem sekrecji VEGF-A. Wykazatam
takze, ze wspdtistnienie niewydolnosci oddechowej u pacjentow z rakiem przetyku lub potaczenia
przetykowo-zotgdkowego wigze sie nie tylko ze zmianami w sekrecji czynnikdw proangiogennych, tj.
silniejszg niz u pacjentéw z normoksemig sekrecjg midkiny, VEGF-A i IL-8, a obnizong PDGF-BB
(Respiratory insufficiency related to COPD accelerates systemic inflammation, under-nutrition, and
angiogenesis in esophageal malignancies (1.B.5), Impact of systemic hypoxemia on cancer aggressiveness
and circulating vascular endothelial growth factors A and C in gastroesophageal cancer patients with
chronic respiratory insufficiency (1.B.4)), ale i mediatoréow stanu zapalnego — wyzszym stezeniem IL-6 i CRP,
a obnizonym albuminy i transferyny (Respiratory insufficiency related to COPD accelerates systemic
inflammation, under-nutrition, and angiogenesis in esophageal malignancies (1.B.5)), ktérych stezenie
bezposrednio koreluje z saturacjg oraz cisnieniem parcjalnym tlenu. Zaobserwowatam takze czestsze niz
przy normoksemii wystepowanie kacheksji nowotworowej u pacjentéw z nowotworami gérnego odcinka

przewodu pokarmowego i towarzyszgcg hipoksemig.

Oprdcz prac nad czynnikami angiogennymi i biatkami ostrej fazy w kacheksji, ujetych w osiggnieciu,
bratam réowniez udziat w badaniach, ktére dowiodty, ze kacheksji nowotworowej w raku przetyku
towarzyszy takze hipoleptynemia. Leptyna, hormon regulujgcy apetyt i cytokina bedgca modulatorem
odpowiedzi zapalnej i immunologicznej, nie byta w przypadku raku przetyku zaangazowana w progresje
choroby nowotworowej, ale, niezaleznie od wskaznikéw masy ciata, wigzata sie z wyniszczeniem i
korelowata z mediatorami zapalnymi CRP, IL6 i IL8 (Circulating leptin and inflammatory response in
esophageal cancer, esophageal cancer-related cachexia-anorexia syndrome (CAS) and non-malignant CAS

of the alimentary tract) (1.A.15).

Szacuje sie, ze za inicjacje procesu nowotworzenia w okoto % przypadkéw odpowiada chroniczny stan

zapalny i zwigzany z nim stres oksydacyjnyB’24

. Wolne rodniki uwalniane podczas wybuchu tlenowego
przez komérki uktadu odpornosciowego mogg uszkadzac tkanki sgsiadujgce z miejscem infekcji lub
uszkodzenia, szczegdlnie gdy wspdtistnieje niewydolnosé mechanizmdw antyoksydacyjnych. Indukowana

wolnymi rodnikami modyfikacja biatek, lipidow i kwaséw nukleinowych znacznie zwieksza ryzyko

BGrivennikovet al. Immunity, inflammation, and cancer. Cell 2010;140:883—-899
24 Reuter et al. Oxidative stress, inflammation, and cancer: How are they linked? Free Radic Biol Med 2010;49:1603-16
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wystgpienia raka. Zmodyfikowane struktury, oprdcz utraty czy zmiany funkcji biologicznych, stajg sie
rowniez obiektem ataku ukfadu odpornosciowego, nasilajgc i podtrzymujgc wydzielanie cytokin
prozapalnych i czynnikéw wzrostowych, z ktérych wiele ma dziatanie pronowotworowe i proangiogenne.
Ze wzgledu na zaangazowanie stresu oksydacyjnego zaréwno w inicjacje nowotworzenia, jak i w postep
choroby nowotworowej, jego wyktadniki badane sg pod katem mozliwosci wykorzystania ich jako
markeréw raka. W swoich badaniach bratam udziat w ocenie potencjatu 8-hydroksydeoksy guanidyny
(wyktadnik oksydacyjnej modyfikacji DNA) oraz malonodialdehydu (marker peroksydacji lipidéw, MDA), a
takze wskaznikdw wydolnosci antyoksydacyjnej (catkowitego statusu antyoksydacyjnego - TAS oraz
aktywnosci enzymu paraoksonazy (PON)-1) jako biomarkeréw w nowotworach gérnego odcinka
przewodu pokarmowego. Nasze wyniki, przedstawione w pracy pt.: Evaluation of 8-
hydroxydeoxyguanosine, thiobarbituric acid-reactive substances and total antioxidant status as possible
disease markers in oesophageal malignancies (1.A.7), dowiodty, ze rakowi przetyku towarzyszy
proporcjonalny do postepu choroby, szczegdlnie przerzutowania do weztéw chtonnych, wzrost stezenia 8-
hydroksydeoksy guanidyny oraz stezenia malonodiadehydu, a spadek catkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego. Wskazujg one réwniez na stopniowe wyczerpywanie sie antyoksydantdw osocza bez
akumulacji oksydacyjnie zmodyfikowanych makroczgsteczek w tagodnych, nienowotworowych chorobach
przetyku. W chorobie nowotworowej pojawia sie natomiast niewydolnos¢ uktadu antyoksydacyjnego,
ktérej towarzyszy akumulacja zaréwno produktéow peroksydacji lipidéw, jak i oksydacyjnej modyfikacji
DNA. Zaobserwowane zaburzenia oksydoredukcyjne nie sg jednak nieodwracalne, poniewaz wykazalismy,
ze chirurgiczne usuniecie guza wigzato sie z normalizacjg ocenianych parametrow. Wszystkie badane
wyktadniki stresu oksydacyjnego, jako markery obecnosci raka przetyku, charakteryzowata wysoka moc
diagnostyczna, wynoszaca, w przypadku 8-hydroksydeoksy guanozyny, nawet 98%. Paraoksonaza-1
(PON1) jest wielofunkcyjng esterazg zaangazowang m.in. w ochrone lipidéw przed peroksydacjg czy w
rozktad tiolaktonu homocysteiny, toksycznego zwigzku posredniczagcego w negatywnych skutkach
hiperhomocysteinemii, ktéremu przypisywane sg rowniez wtasnosci proangiogennezs. W  pracy
Paraoxonase 1 (PON1) status in gastroesophageal malignancies and associated paraneoplastic syndromes
- connection with inflammation (1.A.8) jako pierwsza wykazatam, ze w raku przetyku dochodzi do spadku
aktywnosci enzymu, co moze przektadaé sie na stworzenie prooksydacyjnego, prozapalnego i

proangiogennego Srodowiska w otoczeniu guza, a wiec przyczynia¢ sie do progresji choroby i promocji

2% James RW. A long and winding road: defining the biological role and clinical importance of paraoxonases. Clin Chem Lab Med
2006;44:1052-9

25



Matgorzata Krzystek-Korpacka Zatgcznik 2a

przerzutowania. Rzeczywiscie, zaobserwowatam, ze spadek aktywnosci PON1 koresponduje z
zaawansowaniem choroby nowotworowej, szczegélnie przerzutowaniem do weztéw chtonnych, ktérego
PON1 byta niezaleznym wskaznikiem o mocy diagnostycznej wiekszej niz VEGF-C. Zgodnie z przypisywang
enzymowi funkcjg negatywnego regulatora ekspresji biatka chemotaktycznego dla monocytéw (MCP1),
aktywnos$¢ PON1 byta ujemnie skorelowana z nasileniem stanu zapalnego. Jak wspomniano wczesniej,
niedozywienie i anemia u pacjentow nowotworowych sg ztymi czynnikami rokowniczymi, m.in.
negatywnie wplywajg na skutecznosé¢ leczenia, niezaleznie od formy terapii. W pracy wykazatam, ze
aktywnos¢ PON1 obnizata sie stopniowo wraz ze wzrostem punktacji Glasgow i byta skorelowana nie tylko
z wyktadnikami stanu zapalnego (ujemnie), ale i stanu odzywienia pacjentéow — transferyng i albming
(dodatnio) — oraz ze wspétwystepowaniem anemii. Tym samym ocena aktywnosci PON1 jako
pojedynczego parametru mogtaby stuzyé do oceny rokowania pacjentéw z rakiem gérnego odcinka
przewodu pokarmowego, niosac w sobie jednoczesnie informacje dotyczgcg nasilenia odpowiedzi

zapalnej i stresu oksydacyjnego oraz stanu odzywienia.
Nowotwory dolnego odcinka przewodu pokarmowego, nieswoiste zapalenia jelit

W dalszych swoich badaniach zajetam sie oceng wskaznikdw stanu zapalnego i stresu
oksydacyjnego oraz mediatoréw angiogenezy w chorobach zapalnych i nowotworowych dolnego odcinka
przewodu pokarmowego. Dopetnieniem badan dotyczacych midkiny, omdéwionych w czesci dotyczgcej
osiggniecia naukowego, byta ocena statusu PDGF-BB w tej grupie choréb. W literaturze pojawity sie
propozycje terapii biologicznych dla nieswoistych zapalen jelit oparte na hamowaniu aktywnosci PDGF-
BB*®, mimo ze ogélnoustrojowy status tego czynnika wzrostu nie byt znany. Dostepne dane literaturowe
wskazywaty jedynie na lokalny wzrost ekspresji PDGF w tkance jelita w obszarach zapalnych oraz
miejscach z duzg aktywnoscig procesdw witdknienia. W pracy Platelet-derived growth factor-BB reflects
clinical, inflammatory and angiogenic disease activity and oxidative stress in inflammatory bowel disease
(I.LA.12) wykazatam jako pierwsza, ze nieswoistym zapaleniom jelit towarzyszy wzrost stezenia PDGF-BB,
zaréwno krazacego (PDGF-BB w osoczu), jak i pochodzacego z puli ptytkowej (PDGF-BB w surowicy), ktory
odzwierciedla kliniczng i endoskopowa aktywnosé choroby. Zaobserwowatam silniejsze powigzanie PDGF-
BB krgzacego z nasileniem stresu oksydacyjnego, a stanu zapalnego oraz potencjatu angiogennego z pula

ptytkowa czynnika.

26Magro et al. Long-standing remission of Crohn's disease under imatinib therapy in a patientwith Crohn's disease. InflammBowel Dis
2006;12:1087-9
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Rola stresu oksydacyjnego w patogenezie i rozwoju nieswoistych zapalen jelit jest dobrze
udokumentowana. Uwaza sie, ze przeciwdziatanie zaburzeniom réwnowagi oksydoredukcyjnej moze stac
sie celem nowych terapii biologicznych w tej grupie chordb, szczegdlnie ze kwas 5’-aminosalicylowy (5’-
ASA, mesalazyna), niesteroidowy lek przeciwzapalny, szeroko i z powodzeniem stosowany w klinice IBD,
ma réwniez witasnosci zmiatacza wolnych rodnikéw. Dla opracowania skutecznych i bezpiecznych terapii
kluczowe jest jednak doktadne poznanie =zaleznosci miedzy potencjatem antyoksydacyjnym i
modyfikacjami oksydacyjnymi wywotanymi zaburzeniem réwnowagi redoks a stanem zapalnym i
przebiegiem choroby”. W swoich badaniach jako pierwsza odkrytam, ze chorobie Lesniowskiego-Crohn’a
oraz wrzodziejgcemu zapaleniu jelita grubego towarzyszy nagromadzenie zaawansowanych produktéw
utlenienia biatek, AOPP (advanced oxidation protein products), dokumentujgc uzyskane wyniki w pracy
Enhanced formation of advanced oxidation protein products in IBD (I.A.10). AOPP powstajg gtdwnie w
wyniku dziatania kwasu podchlorawego na grupy tiolowe i aminowe biatek, co prowadzi do tworzenia sie
miedzybiatkowych wigzan krzyzowych, a w konsekwencji do utraty funkcji biologicznej, agregacji i
akumulacji zmodyfikowanych biatek. Kwas podchlorowy powstaje w czasie reakcji zapalnej w wyniku
dziatania mieloperoksydazy uwalnianej z ziarnistosci granulocytéw obojetnochtonnych. Powstate AOPP,
dziatajgc za posrednictwem receptoréow dla zaawansowanych produktéw glikacji (RAGE), nasilajg i
podtrzymuja stan zapalny przez aktywacje monocytéw, neutrofili i limfocytéw T?. Jako wskazniki faczace
w sobie komponente stresu oksydacyjnego (powstajg w jego wyniku) i stanu zapalnego (nasilajg i
podtrzymujg stan zapalny), AOPP wzbudzity szczegdlne zainteresowanie badaczy w kontekscie ich
potencjalnego zastosowania jako biomarkera, gtdwnie w chorobach o podtozu autoimmunologicznym czy
zwigzanych z chronicznym stanem zapalnym. Uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg, ze u pacjentow w
zaostrzeniu IBD dochodzi do akumulacji AOPP, w ilosci wprost proporcjonalnej do aktywnosci klinicznej
choroby, mimo ze albumina jest gtéwnym biatkiem surowicy ulegajagcym modyfikacji oksydacyjnej a
hipoalbuminemia dotyka okoto 80% pacjentéw z chorobg Lesniowskiego-Crohn’a i 50% pacjentéw z
wrzodziejgcym zapaleniem jelita grubego. Zaobserwowatam réwniez dodatnie korelacje miedzy AOPP a
indeksami stanu zapalnego: OB, WBC, PLT, a takze IL6 oraz stezeniem trigliceryddéw, a ujemne miedzy

AOPP a transferyng, indeksem stanu odzywienia.

Kruidenier et al.Review article: oxidative stress as a pathogenic factor in inflammatory bowel disease — radicals or radiculous?Aliment
Pharmacol Ther 2002;16:1997-2015
B\Witko-Sarsat et al.Advanced oxidation protein products as a novel marker of oxidative stress in uremia. Kidney Int 1996; 49:1304-13
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Anemia jest jedng z gtdwnych pozajelitowych manifestacji nieswoistych zapalen jelit i w formie tagodnej
do umiarkowanej wystepuje u wiekszosci pacjentéw. Na wystepowanie anemii w IBD skfadac sie moze
wiele przyczyn, ale gtéwnie stanowi ona mieszanke anemii z niedoboru zelaza, wynikajgce]j ze zwiekszonej
utraty krwi oraz zaburzen wchtaniania zelaza w zapalnym jelicie oraz anemii choréb przewlektych,
indukowanej cytokinami, prowadzacej do funkcjonalnego niedoboru zelaza. Anemie pogtebia¢ moga
niektére ze stosowanych w klinice IBD lekéw, np. sulfosalazyna i azatiopryna”. Anemia zaburza
rownowage oksydoredukcyjng poprzez zmniejszenie stezenia enzymow antyoksydacyjnych zwigzanych z
erytrocytami, tj. dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), katalazy i peroksydazy glutationowej (GPx). Enzymy te
stanowig gtowne antyoksydanty komoérkowe i pierwszg linie obrony przed uszkodzeniami
spowodowanymi dziataniem wolnych rodnikdw. W okresie, w ktérym prowadzitam swoje badania,
aktywnos$¢ SOD, GPx i katalazy w IBD badano wytgcznie w osoczu. Prezentowane wyniki byty
niejednoznaczne, co najprawdopodobniej wynikato z faktu, ze enzymy te w osoczu wystepujg w ilosciach
Sladowych jako izoformy zewnatrzkomoérkowe, GPx3 i SOD3, lub przedostajg sie z erytrocytéw w wyniku
ich uszkodzenia®. Jedynie o katalazie spekuluje sie, ze moze by¢ ona aktywnie wydzielana z komdrek
podczas stanu zapalnego. W swojej pracy pt.: Impaired erythrocyte antioxidant defense in active
inflammatory bowel disease: impact of anemia and treatment (1.A.16) jako pierwsza ocenitam aktywnos¢
erytrocytarnych izoform SOD (SOD1), GPx (GPx1) i katalazy, wskazujac na spadek aktywnosci GPx1 i
katalazy zarowno w chorobie Lesniowskiego-Crohn’a, jak i we wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego.
Spadek aktywnosci enzymow widoczny byt wytgcznie u pacjentéw w zaostrzeniu choroby i korelowat z
aktywnoscig kliniczng choroby Lesniowskiego-Crohn’a i aktywnoscig kliniczng (GPx1) lub endoskopowa
(katalaza) wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego. Wspoétwystepowanie anemii u pacjentéw z IBD byto
niezaleznym predyktorem obnizenia aktywnosci obu enzymoéw. Co wiecej, uwzgledniajac spadek liczby
erytrocytéw u pacjentéw z IBD, uzyskane przeze mnie wyniki wskazujg na zwiekszong aktywnos¢ wiasciwg
SOD1. Nasilenie aktywnosci produkujgcej nadtlenek wodoru dysmutazy, przy jednoczesnym spadku
aktywnosci pozostatych enzymoéw odpowiedzialnych za jego neutralizacje, moze, ze wzgledu na tatwos¢
dyfundowania H,0, przez btony, przyczynia¢ sie do powstawania rodnika hydroksylowego w reakcji
Haber’a-Weiss’a. Rodnik hydroksylowy jest jednym z najsilniejszych znanych utleniaczy w ukfadach

biologicznych, szczegdlnie efektywnym w inicjacji peroksydacji lipidow. Tym samym zaobserwowana

»Gasche et al.Guidelines on the diagnosis and management of iron deficiency and anemia in inflammatory bowel diseases.Inflamm
Bowel Dis 2007;13:1545-53

*Rezaie et al.Oxidative Stress and Pathogenesis of Inflammatory Bowel Disease: An Epiphenomenon or the Cause?Dig Dis Sci
2007;52:2015-2021
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przeze mnie dysproporcja w aktywnosciach SOD1 i GPx1 i katalazy przyczynia sie do pogtebienia stresu
oksydacyjnego i promuje uszkodzenia makroczgsteczek. Generowany przez dysmutaze nadtlenek wodoru
wykazuje dodatkowo funkcje immunomodulatora, chemoatraktanta dla neutrofili, induktora toczenia sie
leukocytéw, aktywacji limfocytéw T oraz angiogenezy’’. Ponadto upoéledzona aktywnoé¢ GPx1 czyni
pacjentow z IBD wrazliwszymi na uszkodzenia wywotane stresem nitrozacyjnym, poniewaz enzym ten ma
rowniez wtasnosci reduktazy nadtlenoazotynu. Tymczasem tagodna forma anemii u pacjentéw z IBD nie
byta dotad uwazana za grozng i nie stanowita podstawy do interwencji terapeutycznych. Z wyjatkiem
najnowszych opracowan, zagadnienie anemii nie pojawiato sie nawet w oficjalnych wytycznych
dotyczacych postepowania w IBD, budzac sprzeciw czesci srodowiska. Jego wyrazem byto opracowanie
przez zespot ekspertow pod przewodnictwem prof. Gasche® wytycznych, w ktérych wskazuje sie na
koniecznos$¢ diagnostyki anemii w IBD celem okreslenia jej przyczyny oraz konieczno$é¢ przynajmniej
rozwazenia interwencji terapeutycznej, gdy poziom hemoglobiny spada ponizej normy. Autorzy
komentujg biernos¢ czesci srodowiska w kwestii anemii w IBD stwierdzajgc wrecz, ze ,gastroenterolodzy
maja tendencje do lepszego znoszenia niskiego poziomu hemoglobiny niz ich pacjenci”®’. Prezentujac
negatywne skutki nawet tagodnej formy anemii w kontekscie wydolnosci antyoksydacyjnej, uzyskane
przeze mnie wyniki potwierdzajg wage zagadnienia i wskazujg na konieczno$¢ monitorowania pacjentéw
ze wspotistniejgcg anemia celem podjecia leczenia farmakologicznego. Rzeczywiscie, w kolejnej pracy pt.:
Lipid peroxidation markers in Crohn's disease: the associations and diagnostic value (1.A.23) wykazalismy,
ze aktywnej chorobie Lesniowskiego-Crohn’a towarzyszy akumulacja malonodialdehydu, jednego z
gtéwnych produktdw peroksydacji lipidéw, wprost proporcjonalna do aktywnosci SOD1 i nasilenia stanu
zapalnego wyrazonego stezeniem IL6, a odwrotnie do aktywnosci katalazy. Co zaskakujgce, pacjenci z
chorobg Lesniowskiego-Crohn’a mieli obnizony potencjat peroksydacyjny (PP) i stezenie utlenionych LDL
(oxLDL). Za te paradoksalne z pozoru wyniki odpowiada najprawdopodobniej szybkie wyczerpywanie sie
substratéw peroksydacji, wielonienasyconych kwaséw ttuszczowych (PUFA) w przypadku PP i cholesterolu
w przypadku oxLDL, ktdrych stezenie w zaostrzeniu choroby Lesniowskiego-Crohn’a jest znacznie
obnizone. W pracy ocenilismy réwniez przydatnos¢ oznaczern MDA jako markera choroby wykazujac, ze
cechuje go wieksza moc diagnostyczna niz CRP, a jego oznaczanie mogtoby znalezé, ze wzgledu na wysoka
specyficzno$é, zastosowanie przy wykluczeniu choroby, redukujgc tym samym koniecznos¢

przeprowadzania inwazyjnej i kosztownej diagnostyki.
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Prowadzone przez nas badania pozwolity po raz pierwszy ujawnié, ze oprdcz obnizonego potencjatu
antyoksydacyjnego erytrocytow, u pacjentéw z nieswoistymi zapaleniami jelit w aktywnej fazie choroby
spada rowniez aktywnosci PON1 (Paraoxonase-1 status in Crohn's disease and ulcerative colitis) (I.A.13).
PON1 jest syntetyzowana w watrobie, ale jelito stanowi prawdopodobnie drugie Zrédto enzymu w
krgzeniu. Badania ostatnich lat wskazujg, ze paraoksonaza ma rdowniez aktywno$¢ laktanazy, a jej
naturalnymi substratami sg tiolakton homocysteiny, metabolit odpowiedzialny za toksyczne skutki
hiperhomocysteinemii oraz lakton acylowy seryny, czynnik posredniczagcy w porozumiewaniu sie bakterii
Gram-ujemnych, tzw. wyczuwaniu liczebnosci, czynigc z PON1 enzym wygaszajacy (z ang. ,quorum
quenching”)®’. PON1 petni takze role immunomodulatora i czynnika detoksyfikujagcego. Mimo, ze
patogeneza nieswoistych zapalen jelit pozostaje niewyjasniona, wiadomo, ze kluczowa role odgrywa
interakcja miedzy limfocytami T gospodarza a bakteriami jelitowymi, komensalnymi lub patogennymi. W
tym kontekscie wygaszanie chemicznych sygnatéw o zageszczeniu bakterii rozpatrywane jest jako
potencjalna nowa strategia terapeutyczna. Jej realizacja poprzez stymulacje aktywnos$¢ PON1 mogtaby
potencjalnie przynies¢ rowniez dodatkowg korzys¢ w postaci zmniejszenia ekspresji MCP1, gtéwnej
cytokiny rekrutujgcej monocyty, przyczyniajacej sie do podtrzymania stanu zapalnego i indukcji proceséw
widknienia. W literaturze opisano szereg polimorfizméw PON1, z ktérych najistotniejszy dla funkcji
enzymu jest polimorfizm w pozycji 192*%. Fenotyp A PON1 (homozygoty z Q w pozycji 192) uwaza sie za
efektywniejszy w przeciwdziataniu peroksydacji lipidéw. Rzeczywiscie, u pacjentow z tym fenotypem
enzymu zaobserwowalismy nizsze stezenia markerdw peroksydac;ji lipidow. Jednak to u posiadaczy allelu
192R a nie Q (heterozygoty Q192R oraz homozygoty z 192R) rzadziej obserwuje sie wystepowanie IBD, co
sugeruje ochronne dziatanie fenotypu B PON1 przed rozwojem choroby. Nasze wyniki wskazujg na
silniejszg odpowiedZz zapalng u pacjentéw z fenotypem B enzymu. Podobnie jak w przypadku
nowotworow gornego odcinka przewodu pokarmowego, poczynione przez nas obserwacje wigzg spadek

aktywnosci PON1 ze stanem odzywienia i wystepowaniem anemii u pacjentéw z IBD.
Cukrzyca typu | oraz otyfos¢ u dzieci

W swojej pracy badawczej zajmowatam sie takze zagadnieniem stresu oksydacyjnego w cukrzycy

typu 1 oraz otytosci u dzieci. Rola stresu oksydacyjnego jest dobrze udokumentowana, szczegdlnie w

3 Khersonsky et al. Structure—reactivity studies of serum paraoxonase PON1 suggest that its native activity is lactonase. Biochemistry
2005;44:6371-82

%2 La Du et al. Serum paraoxonase (PON)1 isoenzymes: the quantitative analysis of isoenzymes affecting individual sensitivity to
environmental chemicals.Drug Metab Dispos 2001;29:566-9
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rozwoju powiktan cukrzycy33. Badania ostatnich lat dowodzg jednak, ze zaburzenia rownowagi oksydo-
redukcyjnej mogg przyczynia¢ sie rowniez do wystgpienia choroby. Z tego wzgledu coraz czesciej
postuluje sie wprowadzenie markeréw stresu oksydacyjnego do panelu badan wykonywanych przy ocenie
i monitorowaniu pacjentéw z cukrzycg typu 1. Peroksydacja lipidow, wyrazana przez nagromadzenie
malonodialdehydu, jest najczesciej oceniang manifestacjg stresu oksydacyjnego. Jednakze uzyskane przez
nas wyniki, przedstawione w pracy pt.: Diagnostic potential of oxidative stress markers in children and
adolescents with type 1 diabetes (l.A.6), wskazujag na wczesne wyczerpywanie sie potencjatu
antyoksydacyjnego (TAS), ktéremu towarzyszy stopniowa akumulacja biatkowych markeréw stresu
oksydacyjnego (AOPP), natomiast warunkiem znamiennej akumulacji MDA jest dopiero brak wyréwanania
cukrzycy. W przeciwieristwie do MDA moc diagnostyczna AOPP i TAS jako markeréw DM1 byta wysoka.
Stopien akumulacji AOPP i MDA odzwierciedlat z kolei wyréwnanie cukrzycy, lecz czutosé i specyficznosé
obu markeréow jako indykatoréw wyréwnania cukrzycy byta zbyt mata, zeby mogly one znaleié
zastosowanie w monitorowaniu choroby. Co interesujgce, zaobserwowali§my znamienne nagromadzenie
AOPP, a obnizenie potencjatu antyoksydacyjnego u rodzenstwa dzieci z cukrzycg typu 1. Obserwacje te
wpisujg sie w poruszane wczesniej w literaturze zagadnienie rodzinnej predyspozycji do cukrzycy typu 1,
ktérej jednym z elementéw fenotypowych jest zaburzenie réwnowagi oksydoredukeyjnej>*. Co wiecej, w
dalszych badaniach (Trace elements, magnesium, and the efficacy of antioxidant systems in children with
type 1 diabetes mellitus and in their siblings) (I.A.27), zaréwno u dzieci z cukrzycg typu | jak i ich
rodzenstwa, zaobserwowaliSmy zmiany w erytrocytarnym systemie antyoksydacyjnym - spadek
aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej a wzrost aktywnosci katalazy - oraz spadek stezenia cynku,
antyutleniacza chronigcego grupy sulfhydrylowe biatek i kofaktora dysmutazy ponadtlenkowej (SOD)-1.
Zgodnie z deklarowanym wptywem diety ubogomagnezowej na rozwdj cukrzycy poprzez indukcje
odpowiedzi zapalnej i stresu oksydacyjnego, dzieci z cukrzycg typu 1, lecz juz nie ich rodzenstwo, miaty
obnizony poziom magnezu w surowicy krwi. Natomiast stezenie miedzi, metalu podobnie jak zelaza
zaangazowanego w indukcje peroksydacji lipidéw, byto znamiennie wyzsze, przyczyniajac sie do tworzenia

prooksydacyjnego srodowiska w krwi dzieci z cukrzyca typu I.

Gwattowny rozwdj otytosci w ostatnich latach spowodowat, ze jest ona nazywana epidemig XXI wieku.
Otytosé, ktérej towarzyszy chroniczny stan zapalny i stres oksydacyjny, nie tylko bardzo pogarsza jakos$¢

zycia, ale i przyczynia sie do rozwoju powiktan otytosci w postaci nadcisnienia, hiperlipidemii,

3Valko et al. Free radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int ) Biochem Cell Biol 2007;39:44-84
**Matteucci et al. Oxidative stress in families of type 1 diabetic patients. Diabetes Care 2000;23:1182-6
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insulinoopornosci, zespotu metabolicznego, sttuszczenia watroby, policystycznych jajnikéw i bezptodnosci,
cukrzycy, choréb sercowo-naczyniowych a nawet raka®. Mimo coraz wiekszej $wiadomosci spotecznej
dotyczacej negatywnych skutkéw otytosci, Polska wymieniana jest wsréd krajéw, w ktorych odsetek dzieci
i mtodziezy z nadwaga czy otytoscia roénie najszybciej*®. Wedtug danych Unii Europejskiej z roku 2005°°,
mieliSmy tez najwyzszy na swiecie odsetek 11-latkdw z nadwagg. Prég wiekowy, w ktérym dzieci stajg sie
otyte, stale sie obniza. Jedynie u ok. 5% nadmierna masa ciata wynika z zaburzen hormonalnych, czy jest
uwarunkowana przyjmowaniem lekéw, a w pozostatych 95% przypadkow jest skutkiem nadmiernej
podazy kalorii, skojarzonej z niewystarczajgcg aktywnoscig fizyczng. We wspdtpracy z Katedrg
Endokrynologii i Diabetologii Dzieci i Mtodziezy oraz Katedrg Bromatologii naszego Uniwersytetu
Medycznego badatam wptyw zmiany trybu zycia i diety niskokalorycznej u dzieci z otytoscig, potagczonej u
niektérych pacjentéw z suplementacjg otrebami lub leczeniem insulinoopornosci metforming, na

parametry stresu oksydacyjnego i wybrane biatka zwigzane z metabolizmem lipidéw.

Pomimo ze kwas moczowy nalezy do niskoczgsteczkowych antyoksydantéw osocza, hiperurykemia
okazuje sie by¢ czynnikiem ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych, cukrzycy typu 2 oraz
niektorych z jej powiktan i czesto poprzedza wystgpienie insulinoopornosci, nadcisnienia i otytosci. W
swoje]j pracy, zatytutowanej Gender-specific association of serum uric acid with metabolic syndrome and
its components in juvenile obesity (1.A.18), zwrdcitam uwage na aspekt zréznicowania zaleznosci miedzy
stezeniem kwasu moczowego a zespotem metabolicznym i jego komponentami w zaleznosci od ptci.
Dimorfizm ptciowy manifestuje sie miedzy innymi réznicami ilosciowymi (wieksza zawartos$¢ ttuszczu u
kobiet) i jakosciowymi (przewaga podskdrnej tkanki ttuszczowej u kobiet) w tkance ttuszczowej. Tkanka
ttuszczowa petni role organu endokrynnego, a jej funkcja, ekspresja gendw czy aktywnos¢ metaboliczna,
jest zréznicowana w zaleznosci od depozytu, i tak, np. tkanka ttuszczowa trzewna jest szczegélnie aktywna
w uwalnianiu do krazenia wolnych kwaséw ttuszczowych i adipokin®’. W konsekwencji réwniez charakter
zaburzen w zespole metabolicznym rézni sie w zaleznosci od ptci, m.in. u kobiet czesciej wystepuje
nadcis$nienie tetnicze, a powigzania miedzy zespotem metabolicznym i wskaznikami aterogennosci sg
Scislejsze. Co wiecej, hormony zenskie i meskie w odmienny sposéb wptywajg na ekspresje gendw, m.in.
testosteron hamuje ekspresje adipocytarnego biatka wigzgcego kwasy ttuszczowe (A-FABP). Prowadzone

przeze mnie badania wpisujg sie w ten nurt, wskazujac na scislejsze powigzanie hiperurykemii z zespotem

** Vincent et al. Biomarkers and potential mechanisms of obesity-induced oxidant stress in humans. Int ) Obes 2006;30:400-18
ey platform on diet, physical activity and health.International Obesity Task Force EU Platform briefing paper, Bruksela; 2005.
¥Siemiriska L. Tkanka tfuszczowa. Patofizjologia, rozmieszczenie, roznice pfciowe oraz znaczenie w procesach zapalnych i
nowotworowych. Endokrynol Pol 2007;58:330-42
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metabolicznym u dziewczat niz u chtopcow. U chtopcédw stezenie kwasu moczowego zalezato wytgcznie
od indeksdw otytosci, zaréwno ogdlnej (BMI), jak i trzewnej (obwdd pasa) a hiperurykemia nie byta
predyktorem zadnego z zaburzen wchodzgcych w sktad zespotu metabolicznego. Tymczasem u dziewczat,
oprécz wskaznikdéw masy ciata, stezenie kwasu moczowego korespondowato z parametrami gospodarki
weglowodanowej: stezeniem glukozy, C-peptydu, insuliny i z HOMA oraz poziomem triglicerydéw. W
analizie wieloczynnikowej, po uwzglednieniu innych komponent zespotu metabolicznego i
insulinoopornosci, hiperurykemia byta niezaleznym predyktorem otytosci i nadcisnienia tetniczego.
Tradycyjnie hiperurykemia uwazana byta za konsekwencje hiperinsulinizmu i insulinoopornosci, ktére
prowadzity do zmniejszonego wydalania kwasu moczowego przez nerki. Badania ostatnich lat wskazujg
jednak na udziat hiperurykemii w patogenezie tych zaburzen i proponujg mechanizm polegajacy na
zmniejszaniu przez kwas moczowy biodostepnosci tlenku azotu®. Uwaza sie, ze negatywny wptyw na
synteze tlenku azotu oraz aktywacja ukfadu renina-angiotensyna mogg odpowiadaé za zwigzek miedzy
hiperurykemig a nadcisnieniem tetniczym. Rzeczywiscie, wyniki uzyskane przeze mnie wskazujg na
niezalezno$¢ zwigzku miedzy stezeniem kwasu moczowego a nadcisnieniem tetniczym od
hiperinsulinizmu czy insulinoopornosci. Réznice wynikajace z ptci zaobserwowatam réwniez w przypadku
paraoxonazy (Paraoxonase (PON)-1 activity in overweight and obese children and adolescents: association
with obesity-related inflammation and oxidative stress) (1.A.25). Nadwaga i otytos¢ zwigzana byfa ze
znamiennym spadkiem aktywnosci PON1 wyfacznie u dziewczat. Obnizenie aktywnosci enzymu
towarzyszyto réwniez nadcisnieniu tetniczemu i hiperinsulinizmowi, ale to otytos¢ brzuszna byta
niezaleznym predyktorem aktywnosci PON1. Natomiast spadek aktywnos$ci PON1 obserwowany w grupie
chtopcéw z nadwagg czy otytoscig nie byt znamienny, jednak aktywnosé enzymu byta odwrotnie zalezna
od nasilenia stanu zapalnego wyrazonego stezeniem CRP, co pozostaje w zgodzie z demonstrowanym

spadkiem ilosci transkryptow dla PON1 w hepatocytach stymulowanych CRP lub cytokinami prozapalnymi.

Wszechobecnos¢ syropow glukozo-fruktozowych w produktach spozywczych, szczegdlnie w napojach
gazowanych, przyczynia sie do wzrostu stezenia kwasu moczowego u dzieci i mtodziezy*”. Hiperurykemia
jest czynnikiem potencjalnie modyfikowalnym, a interwencje oparte na farmakologicznym obnizeniu
poziomu kwasu moczowego okazaty sie skuteczne w obnizeniu cisnienia, zmniejszeniu ryzyka choréb
sercowo-naczyniowych i zwolnieniu postepu przewlektej niewydolnosci nerek (chronic kidney disease,

CKD) u osdb doros’rych38. W swojej pracy (The effect of a one-year weight reduction program on serum

38 Feig et al. Serum uric acid: a risk factor and a target for treatment? J Am Soc Nephrol 2006;17:569-73
39 Khitan et al. Fructose: a key factor in the development of metabolic syndrome and hypertension. ) Nutr Met 2013; Article ID 682673
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uric acid in overweight/obese children and adolescents) (1.A.19) jako pierwsza oceniatam skutecznos$¢
dtugoterminowego programu odchudzajgcego, opartego na diecie niskokalorycznej skojarzonej z
modyfikacjg trybu zycia i zwiekszonym wysitkiem fizycznym, w redukcji kwasu moczowego u dzieci i
mtodziezy z nadwagg lub otytoscig. Zaobserwowatam spadek stezenia kwasu moczowego, ktéry nie byt
uwarunkowany uratg masy ciata. Ta obserwacja jest bardzo istotna i krzepigca, ze wzgledu na nizszg
skuteczno$¢ dtugoterminowych programoéow odchudzania w redukcji masy ciata w poréwnaniu z
programami kréotkoterminowymi. Wynika to z faktu, ze dzieci pozostajg wsréd oséb i w Srodowisku, ktore
przyczynito sie do ich otytosci. Okoto 80% matek czesto nie dostrzega nadwagi lub otytosci u swoich dzieci,
bad? traktuje je jako wyktadnik dobrego stanu odzywienia®. Z drugiej strony, w $wiadomosci wielu ludzi
funkcjonuje poglad, ze otytos¢ jest cechg dziedziczng, ktérg trudno zmienié. Programy dtugoterminowe
nie s prowadzone w warunkach kontrolowanych i wiele zalezy od zdyscyplinowania i determinacji
uczestnikdw. Nasze wyniki, zarédwno dotyczgce kwasu moczowego, jak i innych, przedstawionych w
dalszej czesci parametrow, wskazujg, ze juz niewielkie modyfikacje trybu zycia sg wystarczajace dla
normalizacji parametréw stanu zapalnego i stresu oksydacyjnego. W przypadku kwasu moczowego, do
obnizenia jego poziomu przyczynito sie najprawdopodobniej zmniejszenie spozycia czerwonego miesa —
zrédta puryn, w wyniku rozktadu ktdérych powstaje kwas moczowy — oraz napojow stodzonych syropem
glukozowo-fruktozowym. Fruktoza przyczynia sie do wzrostu stezenia kwasu moczowego we krwi,
zwiekszajac jego synteze a hamujac wydalanie®. Fruktoza jest w hepatocytach fosforylowana przez
fosfofruktokinaze do fruktozo-1-fosforanu kosztem ATP, a aktywnos$é enzymu nie podlega hamowaniu
zwrotnemu. Powstajgcy w wyniku reakcji ADP jest dalej degradowany do kwasu moczowego, poniewaz
fruktoza indukuje rowniez deaminaze AMP. Z drugiej strony, wyindukowana fruktozg hiperurykemia
powoduje zmniejszenie biodostepnosci tlenku azotu, wazokonstrykcje naczyn nerkowych i w
konsekwencji zmniejszenie wydalania kwasu moczowego z moczem. Co wiecej, kwas mlekowy powstajacy
w wyniku metabolizmu glukozy konkuruje o transport z kwasem moczowym, w dalszym stopniu
uposledzajgc jego wydalanie. Uzyskane przez nas wyniki wskazujg, ze redukcja stezenia kwasu
moczowego u dziewczat dodatnio koreluje ze zmianami w indeksach otytosci i z normalizacjg parametréw
gospodarki weglowodanowej. Metformina, lek poprawiajacy insulinowrazliwo$é¢ komoérek obwodowych,
wspomagat redukcje stezenia kwasu moczowego, a w przypadku chtopcéw, jedynie w tej grupie redukcja

stezenia kwasu moczowego byta statystycznie istotna.

40Baughcum et al. Maternal perceptions of overweight preschool children.Pediatrics 2000;106:1380-6
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W pracy Advanced oxidation protein products (AOPPs) in juvenile overweight and obesity prior to and
following weight reduction (l.A.5) jako pierwsza ujawnitam, Zze otytosci brzusznej i zespotowi
metabolicznemu u dzieci i mtodziezy towarzyszy akumulacja AOPP. Modyfikacja trybu zycia, nawet bez
wyraznego spadku masy ciata, byta efektywna w jej zmniejszeniu. Szczegdlnie efektywna w zmniejszeniu
stezenia AOPP okazata sie suplementacja diety otrebami. Uwaza sie, ze otreby korzystnie wptywajg na
profil lipidowy i redukujg mase ciata. Uzyskane przeze mnie wyniki zdajg sie potwierdzaé¢ witasnosci
antyoksydacyjne i zdolno$¢ do fagodzenia stresu oksydacyjnego przypisywane otrebom, przemawiajgc za
wigczeniem suplementacji otrebami do rekomendacji zywieniowych dzieci z nadwagg lub otytoscia.
Zmniejszenie akumulacji AOPP obserwowatam takze u dzieci leczonych metforming. Metforminie
przypisuje sie rowniez wtasnosci antyoksydacyjne“. Wykazano bowiem, ze zmniejsza ona produkcje
reaktywnych form tlenu przez komodrki srodbtonka i zwieksza wydolnos¢ erytrocytarnego systemu
antyoksydacyjnego. Metformina hamuje takze ekspresje RAGE, receptoréow zaawansowanych produktow

glikacji (AGE), ktdre uczestniczg w przekazywaniu sygnatu niesionego przez AOPP.

Przypuszcza sie, ze adipocytarne biatko wigzgce kwasy ttuszczowe (AFABP) integruje odpowiedz zapalng i
metaboliczng w otytosci, przyczyniajac sie do pojawienia jej powik’far’m“. Uwaza sie, ze moze stanowi¢ ono
atrakcyjny cel farmakoterapii w otytosci, cukrzycy typu 2 i miazdzycy, a jego poziom w krazeniu jest
dobrym markerem predykcyjnym zespotu metabolicznego. W literaturze brakowato jednak danych
dotyczgcych AFABP u dzieci. W pracy Circulating adipocyte fatty acid-binding protein, juvenile obesity, and
metabolic syndrome (1.A.21) wykazatam wzrost stezenia AFABP w surowicy dzieci z nadwagg i otytoscia
oraz wskazatam na réznice w zaleznosciach wynikajgce z ptci. Wzrost stezenie AFABP w krazeniu u
dziewczat byt wprost proporcjonalny do wyktadnikdw otytosci ogdlnej (BMI) i brzusznej (obwdd pasa).
Zalezat réwniez od profilu lipidowego, stezenia insuliny oraz indeksu insulinoopornosci (HOMA), a wiec
Scisle wigzat sie z zaburzeniami metabolicznymi, definiujgcymi lub towarzyszacymi zespotowi
metabolicznemu. Natomiast u chtopcow nie zaobserwowatam zaleznosci miedzy wzrostem AFABP a
parametrami zespotu metabolicznego. Wzrost stezenia AFABP we krwi wigzat sie raczej z nasileniem stanu
zapalnego i stezeniem leptyny. Modyfikacja trybu zycia skutkowata spadkiem stezenia AFABP, ktdry

jedynie u dziewczat byt powigzany ze zmiang wskaznikéw BMI.

*Lincent et al. Oxidative stress and potential interventions to reduce oxidative stress in overweight and obesity.Diabetes. Obes Metab
2007;9:813-39.
42Erbay et al. Adipocyte/macrophage fatty acid binding proteins in metabolic syndrome. Curr AtherosclerRep 2007;9:222 — 9
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Wisfatyna, adipocytokina o witasnosciach enzymatycznych fosforybozylotransferazy nikotynamidu
(NAMPT), podobnie jak AFABP, taczy odpowiedz? zapalng z zaburzeniami metabolicznymi, towarzyszgcymi
oty’ros’ci43. Jednak dane literaturowe odnosnie wisfatyny we krwi nie byty jednoznaczne ze wzgledu na
stosowanie niespecyficznych testow immunoenzymatycznych wykrywajgcych nieznane
wielkoczasteczkowe biatko zamiast wisfatyny®. Wykorzystujac specyficzny test, w swojej pracy pt.:
Visfatin in juvenile obesity - the effect of obesity intervention and sex (1.A.20) po raz pierwszy wykazatam
wzrost stezenia wisfatyny w otytosci brzusznej, hiperinsulinemii i insulinoopornosci u dzieci i mtodziezy.
Poniewaz wisfatyna poprawia insulinowrazliwo$s¢ komoérek obwodowych, jej wysokie stezenia w
insulinoopornosci mogg sugerowac¢ oporno$¢ komorek na dziatanie wisfatyny na podobienstwo
niewrazliwosci na dziatanie leptyny (leptynoopornos¢). Podobnie jak w przypadku AFABP,
zaobserwowatam zwigzane z picig réznice — podczas gdy u dziewczat stezenie wisfatyny korespondowato
ze stezeniem leptyny, co moze wskazywac na podskdrng tkanke ttuszczowsq jako gtéwne zrédto wisfatyny
w krazeniu (leptyna jest produkowana gtéwnie tam i dobrze odzwierciedla catkowitg mase ttuszczows), to
u chtopcéw wisfatyna korespondowata raczej z WBISI, indeksem bazujgcym na tescie obcigzenia glukoza,
ktory lepiej niz HOMA odzwierciedla insulinoopornos$é¢ komérek obwodowych oraz ze wskaznikami stanu
zapalnego (IL6) i stresu oksydacyjnego (MDA). Dieta i modyfikacja trybu zycia przyczynita sie do

normalizacji poziomu wisfatyny, bez réznic w zaleznosci od typu interwencji.
Badania spoza gtéwnego nurtu badawczego

Podczas swojej pracy badawczej uczestniczytam réwniez w szeregu innych projektéw. Wraz z dr
Matgorzatg Matusiewicz, we wspédtpracy z Ohio State University, Ohio, USA, opracowywatySmy metody
izolacji i oczyszczania oraz analizowatysmy witasnosci enzymu arylsulfatazy z liscionoga Artemia salina
(Characterization of arylsulfatase activity in brine shrimp, Artemia salina*) (I.A.2). Opracowany przez nas
test do oceny aktywnosci enzymu w ptynach ustrojowych uzyskat patent RP nr 199466 ,Sposéb
oznaczania aktywnosci arylsulfatazy”. Metoda zostata wykorzystana do oceny aktywnosci sulfatazowej w
surowicy pacjentdw z nowotworami jelita grubego (Serum sulfatase activity is more elevated in colonic
adenomas than cancers) (1.A.11). Sulfatazy, poprzez usuniecie gruby siarczanowej z proteoglikanow,

inicjujg proces przebudowy i degradacji macierzy zewnatrzkomérkowej, kluczowy dla angiogenezy

Cha ng et al.The relationship of visfatin /pre-B-cell colony-enhancing factor / nicotinamide phosphoribosyltransferase in adipose tissue
with inflammation, insulin resistance, and plasma lipids. Metabolism 2010;59:93-9

“Korner et al. Molecular characteristics of serum visfatin and differential detection by immunoassays.) Clin Endocrinol Metab
2007;92:4783-91

* Praca ukazata sie przed obrong pracy doktorskiej
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nowotworowej. Indukowane przez sulfatazy modyfikacje proteoglikanéw prowadzg réwniez do zmian
aktywnosci szlakow przekazywania sygnatow, szczegdlnie szlaku Wnt/APC/B-katenina, przyczyniajac sie
do promocji wzrostu guzéw nowotworowych, angiogenezy, inwazji i przerzutowania. Uzyskane przez nas
wyniki sugerujg zaangazowanie sulfataz we wczesne etapy nowotworzenia — aktywnos¢ sulfatazowa
surowicy byfa najwieksza u pacjentéw z polipami jelita grubego i wprost proporcjonalna do ich ilosci, a

malata wraz z zaawansowaniem choroby nowotworowej i wielkosScig guza pierwotnego.

Uczestniczytam réwniez w badaniach ex vivo prowadzonych przez Katedre i Klinike Chordb
Wewnetrznych, Geriatrii i Alergologii dotyczgcych udziatu neutrofili w patogenezie choréb alergicznych
jako alternatywnych komodrek docelowych, co zaowocowato opracowaniem pt.: Uwalnianie
mieloperoksydazy przez neutrofile pod wptywem wybranych alergendw zewngtrzpochodnych* (1.B.1) oraz
w projekcie Katedry i Kliniki Chirurgii Szczekowej dotyczagcym oceny potencjatu osteoindukcyjnego i
mozliwosci wykorzystania biatek morfogenetycznych kosci (BMP) w rekonstrukcjach kostnych i leczeniu
ztaman i innych defektéw kostnych (Perspectives of Clinical Application of Bone Morphogenetic Proteins in
Children”*) (I.A.1). Praca przy tym projekcie zaowocowata rowniez zgtoszeniem patentowym dotyczagcym
metody oznaczania BMP pt.: ,Sposdéb immunologicznej detekcji wotowego biatka morfogenetycznego

kosci” (nr P375947).

Méj dorobek w dziedzinie sepsy uzupetnia praca Quantitative indices of dynamics in concentrations of
lipopolysaccharide-binding protein (LBP) as prognostic factors in severe sepsis/septic shock patients--
comparison with CRP and procalcitonin (I.A.17), przygotowana we wspotpracy z Il Katedrg i Klinikg
Anestezjologii i Intensywne]j Terapii, w ktdrej oceniamy wartos¢ diagnostyczng i predykcyjng dynamiki
zmian mediatoréw sepsy, wyrazong za pomocg wskaznikdw ilosciowych, m.in. indekséw tancuchowych. Z
kolei uzupetnieniem moich zainteresowan biologiag nowotworéw jest udziat w projektach dotyczacych
terapii fotodynamicznej, prowadzonych we wspoétpracy z Katedrg Patomorfologii naszego Uniwersytetu,
co zaowocowato wspétautorstwem prac: In vitro and in vivo matrix metalloproteinase expression after
photodynamic therapy with a liposomal formulation of aminolevulinic acid and its methyl ester (1.A.14)
oraz Immunocytochemical studies on the nuclear ubiquitous casein and cyclin-dependent kinases
substrate following 5-aminolevulinicacid-mediated photodynamic therapy on MCF-7 cells (1.A.26).
Natomiast dopetnieniem dorobku w zakresie wskaznikéw biochemicznych w chorobach jelit sg prace
dotyczace metaloproteinaz: powstata we wspétpracy z Il Katedrg i Klinikg Pediatrii, Gastroenterologii i

Zywienia praca pt.: Correlation of MMP-3 and MMP-9 with Crohn’s Disease Activity in Children (1.A.24)
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oraz powstata we wspédtpracy z Katedrg Gastroenterologii i Hepatologii praca Matrix metalloproteinase-9 -
its interplay with angiogenic factors in inflammatory bowel disease (1.A.28), a takze praca dotyczaca
wahan poziomu serotoniny u pacjentéw z uchytkowatoscig jelita grubego pt.: Plasma serotonin level in

left-sided colonic diverticulosis: a pilot study (1.A.22).
Aktualnie prowadzone badania i plany naukowe

Aktualnie prowadzone przeze mnie badania koncentrujg sie na znaczeniu midkiny w patogenezie i
rozwoju raka jelita grubego oraz nieswoistych zapalen jelit i obejmujg ocene ekspresji na poziomie mRNA i
biatka w tkance jelit - prawidtowej, zapalnej i nowotworowej — oraz w leukocytach krwi obwodowej, a
takze badania in vitro na liniach gruczolakoraka jelita grubego (Caco-2, DLD1, Lovo, HT29, HCT116, SW480
i SW620) oraz na komodrkach srédbtonka naczyi krwionosnych pozyskanych z jelita (HIMEC). Badania
ekspresji midkiny na poziomie mRNA rozpoczetam od oceny stabilnosci ekspresji szeregu gendow
referencyjnych. PCR w czasie rzeczywistym jest narzedziem pozwalajgcym na detekcje nawet niewielkich
zmian w ekspresji genow. Warunkiem uzyskania wiarygodnych wynikéw jest jednak zastosowanie
stabilnie ekspresjonowanych gendéw referencyjnych. W dotychczasowych badaniach PCR stosowano
normalizacje do gendéw typu GAPDH, ACTB czy BM, ktérych ekspresja okazuje sie jednak podlegac
regulacji, dyskwalifikujgc ich wykorzystanie w czutych badaniach RT-qPCR. W swojej pracy Expression
stability of common housekeeping genes is differently affected by bowel inflammation and cancer:
implications for finding suitable normalizers for inflammatory bowel disease studies (I.A.29)
zaproponowatam geny o wzglednie stabilnej ekspresji, ktére mogg by¢é wykorzystywane jako
normalizatory przy ocenie ekspresji genéw badanych w tkankach prawidtowych, zapalnych i
nowotworowych, pochodzacych od pacjentdow z nieswoistymi zapaleniami jelit lub z nowotworem jelita
grubego. Kontynujgc badania nad genami referencyjnymi dowiodtam, na przyktadzie nowotworowych linii
jelitowych, ze silnym modulatorem ich ekspresji jest zmienna dostepnosé srodkéw odzywczych, czynigc
wiele z aktualnie wykorzystywanych normalizatoréw niewiarygodnymi w badaniach in vitro obejmujgcych
manipulacje dostepnoscig surowicy (praca w recenzji). Zaburzenia dostepnosci srodkéw odzywczych to
zjawisko czesto wystepujace in vivo w guzach nowotoworowych jako skutek utrudnionego doptywu krwi.
W swoich aktualnie prowadzonych badaniach wykazatam réwniez, ze naprzemienne gtodzenie i
resuplementacja komérek nowotworowych jest, podobnie jak hipoksja, silnym modulatorem ekspresji i

sekrecji czynnikdéw angiogennych (manuskrypt w przygotowaniu).
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Dotychczas uzyskane przeze mnie wyniki badan nad rolg midkiny w chorobach jelit wskazuja, ze podlega
ona ekspresji w prawidtowej tkance jelita tak cienkiego, jak i grubego. Ekspresja midkiny w jelicie grubym
podlega dalszej indukcji pod wptywem stanu zapalnego, z tendencjg do silniejszej nadekspresji w
przypadku zapalenia w przebiegu wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego niz choroby Lesniowskiego-
Crohn’a. Indukcja ekspresji na poziomie mRNA jest nizsza niz na poziomie biatka, co sugeruje
zaangazowanie mechanizmdw potranslacyjnych i/lub magazynowanie zsytetyzowanego biatka w macierzy
zewnatrzkomdrkowej. Ekspresja midkiny w krwi petnej jest natomiast niska. Stezenie midkiny w surowicy
krwi pozostaje wysokie w okresie pooperacyjnym, a normalizuje sie u pacjentéw badanych po 30 dniach
od operacji. Wyniki prowadzonych przeze mnie badan in vitro wskazujg, ze midkina, odmiennie niz w
przypadku raka trzustki i zotadka, nie wptywa stymulujgco na wzrost komérek jelit, pozostajgc badz
obojetng, badz wrecz hamujgc ich wzrost nawet o 60%. Na poziomie molekularnym, hamujgcemu
wpltywowi midkiny towarzyszy obnizenie poziomu ekspresji markerdw proliferacji: Ki67 i PCNA oraz
nasilenie ekspresji inhibitorow cyklu komoérkowego CDKNI1A (p21) i TP53 (p53). Analiza ekspresji innych
regulatoréw cyklu komérkowego, wskazanych w raku trzustki jako indukowanych nadekspresjg midkiny,
tj. kinaz zaleznych od cyklin (CDK)-2, 4 i 6 oraz cyklin D1 i A1 wykazata, ze stymulacja egzogenng midking
hamuje ekspresje szczegdlnie CDK6, a w mniejszym stopniu réwniez CDK2 i 4 oraz CCND1 (cykliny D1).
Uwaza sie, ze pronowotworowe dziatanie midkiny zwigzane jest przede wszystkim z promocja
angiogenezy. Uzyskane przeze mnie wyniki sugerujg raczej dziatanie posrednie, poniewaz midkina nie
stymuluje proliferacji komoérek srddbtonka naczyn krwionosnych jelit (HIMECs), wptywa natomiast
pozytywnie na sekrecje i ekspresje innych, kluczowych czynnikdw angiogennych, tj. angiopoetyny-1,

VEGF-A, IL-8, FGF2 i PDGF-BB (praca w recenzji).

Kontynuujgc tematyke choréb jelit, we wspétpracy z Klinikg i Katedrg Gastroenterologii i Hepatologii
Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu, Instytutem Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN oraz
Dolnoslgskim Centrum Onkologicznym, biore udziat w badaniach immunologicznych, in vitro i z zakresu
biologii molekularnej nad rolg plejotrofiny, siostrzanego biatka midkiny oraz adipokinami wisfatyng i
chimeryng w patogenezie i rozwoju nieswoistych zapalen jelit oraz raka jelita grubego. Wyniki uzyskane
dotychczas wskazujg na nadeksprese wisfatyny w guzach nowotworowych jelita grubego, zaréwno na
poziomie biatka, jak i mRNA, ktérym towarzyszy wzrost stezenia wisfatyny w krazeniu. Zaobserwowana
przez nas nadekspresja wigze sie przede wszystkim z obecnoscig przerzutéw w weztach chtonnych.

Wisfatyna silnie koreluje z ekspresjg czynnika transkrypcyjnego indukowanego hipoksjg (HIFla) oraz
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ekspresjg i stezeniem czynnikéw prozapalnych i angiogennych. Wyniki badan in vitro potwierdzajg wptyw
hipoksji i wskazujg na zmienno$é dostepnosci sktadnikow odzywczych jako kolejny czynnik modulujgcy
poziom ekspresji wisfatyny. Stymulacja endogenng wisfatyng nie promuje wzrostu komorek
nowotworowych jelita grubego. Badania nad wisfatyng zaowocowaty jak dotgd pracami: Visfatin and
other adipocytokines in inflammatory bowel disease (IIl.A.1) oraz Nampt/PBEF/visfatin up-regulation in
colorectal tumors, mirrored in normal tissue and whole blood of colorectal cancer patients, is associated
with metastasis, hypoxia, IL16, and anemia (1.A.30). Wykorzystujgc techniki spektroskopii mas, badamy w
nieswoistych zapaleniach jelit i raku jelita grubego réwniez arginine i zwigzki pokrewne (asymetryczng i
symetryczng dimetyloarginine, cytruline, dimetyloamine), zaangazowane w regulacje syntezy tlenku azotu
i funkcje srédbtonka oraz hepcydyne, gtéwny hormon regulujgcy gospodarke zelazem. We wspétpracy z
Wojewddzkim Szpitalem Specjalistycznym we Wroctawiu, w ramach Zintegrowanego Centrum Medycyny
Naczyniowe] ,Wrovasc”, programu wspotfinansowanego przez Unie Europejskg, oceniam rdznice w
odpowiedzi zapalnej, immunologicznej i angiogennej oraz ekspresji alarmin (markerow uszkodzenia
tkanek) i ich receptoréow, a takze zaburzenia réwnowagi oksydoredukcyjnej i funkcji srédbtonka,
wywotane zabiegami chirurgicznymi resekcji guzéw jelita grubego przeprowadzonymi metodami
tradycyjnymi lub za posrednictwem robota da Vinci. Dotychczas uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja
m.in. na stale rosngcy w okresie pooperacyjnym poziom IL-7 przy operacjach obrotowych, lecz nie
operacjach klasycznych, co, biorgc pod uwage funkcje IL-7 w modulowaniu odpowiedzi immunologicznej,
szczegblnie odpowiedzi antynowotworowej, moze przektada¢ sie na mniejsze ryzyko wznowy procesu
nowotworowego u pacjentow poddawanych operacjom robotowym (publikacja w opracowaniu).
Roéwnolegle, w ramach wspomnianego programu Wrovasc, prowadze podobne badania dotyczace oceny
zaburzen réwnowagi oksydoredukcyjnej i funkcji srddbtonka, odpowiedzi zapalnej, immunologicznej i
angiogennej, akumulacji zaawansowanych produktéw glikacji oraz ekspresji alarmin i ich receptoréow - w
zakresie choréb naczyn i ich powiktan w postaci ran przewlektych oraz aspektu naczyniowego
stwardnienia rozsianego. Moje zainteresowania naukowe dotyczg réwniez zwigzkéw stresu
oksydacyjnego i szeroko pojetego stanu zapalnego z chorobami otepiennymi i schizofrenig. Badania w tym
zakresie prowadze we wspodtpracy z Katedrg i Klinikg Psychiatrii Uniwersytetu Medycznego oraz

Osrodkiem Alzheimerowskim w Scinawie.
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6. Podsumowanie dorobku naukowego

Maj dorobek obejmuje 46 petnotekstowych prac oryginalnych: 38 z IF (w 26 jako pierwszy autor, w
dwdch jako ostatni autor) i oémiu bez IF (w szesciu jako pierwszy autor a w jednej jako ostatni). Jestem
réwniez autorka trzech prac pogladowych (jednej z IF, dwoch bez IF), jednego rozdziatu w ksigzce
(wydawnictwo miedzynarodowe) i dziewieciu skryptéw dla studentow (w tym czterech w j. angielskim),
71 abstraktéw konferencyjnych: 38 prezentowanych na konferencjach miedzynarodowych a 33 na
konferencjach krajowych) i jednego wyktgdu konferencyjnego , Wskazniki biochemiczne w nieswoistych

zapaleniach jelit” wygtoszonego na XI Wroctawskiej Wiosnie Gastroenterologicznej, 20 kwietnia 2007 r.

Catkowita liczba punktéw MNiSW/KBN mojego dorobku wynosi 1066 (w tym 228 w cyklu stanowiacym
osiggniecie). Sumaryczny IF wg Journal Citation Reports (JCR): 93,271 (w tym 23.435 w cyklu stanowigcym
osiagniecie). Liczba cytowar wg bazy Web of Science (dane z 13.06.2015): 477 z autocytowaniami/399 bez

autocytowan. Srednia liczba cytowar na prace: 9.54. Indeks Hirscha: 12,
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