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1. Imie i Nazwisko:

Autoreferat

MARIA FORNAL

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich uzyskania oraz
tytulu rozprawy doktorskiej.

24.06.1982

22.11.1989

19.04.1995

20.11.1998

29.04.2009

dyplom lekarza Wydziatu Lekarskiego Akademii Medycznej im. M. Kopernika
w Krakowie (L. 6291/77/82)

dyplom pierwszego stopnia specjalizacji w zakresie choréb wewngtrznych
wydany przez Wydzial Zdrowia i Opieki Spotecznej Urzgdu Miasta Krakowa
(Nr 130. 1989)

dyplom specjalisty drugiego stopnia w zakresie chor6b wewnetrznych wydany
przez Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego w Warszawie (Nr
17686/6/1/1995)

obrona pracy doktorskiej ,,Zachorowalnosc¢ i przezycia na biataczki w Krakowie
w latach 1981-1990” oraz uzyskanie stopnia ,,doktora nauk medycznych” w
Collegium Medicum UJ; promotor: Prof. dr hab. n. med. Kazimierz Janicki

dyplom specjalisty w dziedzinie geriatrii wydany przez Centrum Egzaminéw
Medycznych w Lodzi (Nr 0744/ 2009.1/4)
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3.

Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

1982

1982 - 1988

1985 - 1987

1988 - 1990

1990 - 1999

1991 - 1992

1999 - 2009

od 2009

ukonczytam studia na Wydziale Lekarskim Akademii Medycznej im M.
Kopernika w Krakowie

pracowatam jako lekarz w ZOZ nr 4 ,,Podgérze” w Krakowie oraz odbywatam
wolontariat w I Klinice Chor6b Wewnetrznych Akademii Medycznej im Mikotaja
Kopemika w Krakowie

odbywatam praktyke kliniczng (w ramach wolontariatu) w Szpitalu
Uniwersyteckim w Padwie, we Wloszech - Ospedale Universitario di Padova

pracowatam na stanowisku asystenta w I Klinice Choréb Wewnetrznych AM w
Krakowie na etacie Panstwowego Szpitala Klinicznego

byfam zatrudniona jako asystent w I Katedrze i Klinice Choréb Wewnetrznych
Akademii Medycznej im. Mikotaja Kopemika (od 1993 r. w Collegium Medicum
Uniwersytetu Jagiellonskiego) w Krakowie oraz w Szpitalu Uniwersyteckim w
Krakowie

odbytam staz naukowy w Biomedical Engineering Department, Purdue
University, West Lafayette, Indiana, USA: udziat w eksperymentalnych
przeszczepach naczyn u zwierzat. Jednoczesnie gromadzitam dane statystyczne
dotyczace epidemiologii bialaczek w stanach Indiana i lowa potrzebne do
przygotowywanej rozprawy doktorskiej

pracowatam jako adiunkt w I Katedrze i Klinice Choréb Wewnetrznych
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloniskiego (przemianowanej pézniej na
Katedre¢ Chorob Wewngtrznych i Gerontologii CM UJ) oraz jako starszy asystent
w Szpitalu Uniwersyteckim

pracuje na stanowisku starszego wyktadowcy w Katedrze Choréb Wewnetrznych
i Gerontologii CM UJ (1/2 etatu) oraz starszego asystenta w Poradni Podstawowe;j
Opieki Zdrowotnej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie
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4. Wskazanie osiagniecia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o

stopniach naukowych i tytule naukowym eraz-e-stopniach-i-tytule-w-zakresie-sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

4.1 Tytul osiagniecia naukowego:

Cykl o$miu prac monotematycznych: ,,Wlasnosci reologiczne i morfologiczne erytrocytow
a zmiany narzgdowe i naczyniowe u pacjentéw z wybranymi czynnikami ryzyka choréb
ukladu sercowo-naczyniowego. Modyfikacja whasno$ci blony i cytoszkieletu erytrocytu w
nadci$nieniu tetniczym”.

4.2 Autor/autorzy, tytu¥/tytuly publikacii, rok wydania, nazwa wydawnictwa

1. Lekka M., Fornal M., Pyka-Fosciak G., Lebed K., Styczen J., Grodzicki T., Wizner B.
Erythrocyte Elasticity Probed Using Atomic Force Microscope. Biorheology 2005, 42 (4):
307-317. IF: 1.414

2. Fornal M., Lekka M., Pyka-Fosciak G., Lebed K., Styczen J., Grodzicki T., Wizner B.:
Erythrocyte stiffness in diabetes mellitus studied with Atomic Force Microscope. Clinical
Hemorheology and Microcirculation 2006, 35 (1-2): 273-276. IF: 1.242

3. Fornal M., Korbut R.A., Lekka M., Pyka-Fosciak G., Wizner B., Styczen J., Grodzicki T.:
Rheological properties of erythrocytes in patients with high risk of cardiovascular disease.
Clinical Hemorheology and Microcirculation 2008, 39(1-4): 213-9. IF: 1.814

4. Fornal M., Korbut R.A., Krdlezyk J., Grodzicki T.: Left ventricular geometry and rheological
properties of erythrocytes in patients at cardiovascular disease risk. Clinical Hemorheology
and Microcirculation 2009, 43(3), 201-206. IF: 1.780

5. Fornal M., Korbut R.A., Krdlczyk J., Grodzicki T.: Evolution of rheological properties of
erythrocytes and left ventricular geometry in cardiovascular disease risk patients. Clinical
Hemorheology and Microcircirculation 2010, 45(2-4), 155-9. IF: 2.838

6. Fornal M., Korbut R.A., Grodzicki T.. Relevance of erythrocyte deformability to the
concentration’ of soluble cell adhesion molecules and glomerular filtration rate in patients with
untreated essential hypertension. Clinical Hemorheology and Microcirculation 2011, 49, 323—
329.IF: 3.398

7. Kaczmarska M., Fornal M., Messerli F.H., Korecki J., Grodzicki T., Burda K.: Erythrocyte
Membrane Properties in Patients with Essential Hypertension. Cell Biochemistry and
Biophysics, published online [ahead of print]: 15 May 2013. TF: 1.912

8. Fornal M., Wizner B., Cwynar M., Krolczyk J., Kwater A., Korbut R.A., Grodzicki T
Association of red blood cell distribution width, inflammation markers and morphological as
well as rheological erythrocyte parameters with target organ damage in hypertension. Clinical
Hemorheology and Microcirculation, published online [ahead of print]: 29 May 2013.

Sumaryczny ,,impact factor” prac stanowigcych osiagni¢cie naukowe: 14.398
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4.3 Omowienie celu naukowego ww. prac 1 osiagnietych wynikow wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Przedstawiony cykl prac zawiera opis oraz wyniki programu badan, ktéry zaproponowatam i
rozwingtam w Katedrze Chorob Wewnetrznych i Gerontologii CM UJ, poczawszy od 2004 r., we
wspolpracy: z grupa Pani Prof. Malgorzaty Lekkiej z Instytutu Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie, z
grupa Pani Prof. Kvétostavy Burdy z Akademii Gémiczo Hutniczej w Krakowie oraz z grupa Pana
Prof. Ryszarda Korbuta z Katedry Farmakologii CM UJ. Ponizej zaprezentowane sa zatozenia, cele
oraz gtéwne wyniki tego programu badawczego. W badaniach wykorzystano nowatorskie metody
oceny wlasnosci reologicznych, morfologicznych 1 biochemicznych erytrocytéw u oséb z

nadcisnieniem tetniczym, hipercholesterolemia lub cukrzyca.

Kontekst oraz cel badan

Prawidlowy erytrocyt jest komorka bezjadrzasta, w ksztatcie dwuwklgstego dysku o srednicy
okolo 7,5 um i o powierzchni ok. 120 pm’. Otoczony jest podwdjng asymetryczna btona lipidowa,
zawierajaca w swoim sktadzie fosfolipidy, cholesterol i glikolipidy, rozpostarta na elastycznej sieci
bialek cytoszkieletu. Blona komérkowa bogata jest réwniez w réznego rodzaju biatka: niektore z nich
znajdujg si¢ tylko na powierzchni blony (biatka kontaktowe Iub receptorowe), inne natomiast
penetruja w glab, dochodzac do cytoszkieletu. Te wewngtrzne biatka blony, szczegdlnie biatko pasma
3 (zw. biatkiem przenoszacym aniony) i cztery sposrod pigciu glikoforyn (A-D), mocujg blong
komoérkowsg do cytoszkieletu i odgrywaja znaczacg rol¢ w utrzymaniu integralnosci erytrocytu.
Ponadto glikoforyny, a w szczegdlnosci glikoforyna A, ze wzgledu na obecnos¢ kwasu sialowego,
nadaja blonie ujemny tadunek, umozliwiajac erytrocytom przemieszczanie si¢ w krwiobiegu, bez
przylegania do innych komoérek i do srodblonka naczyniowego. Elastyczny cytoszkielet biatkowy
utworzony jest z sieci biatek, do ktorych nalezg m.in.: spektryna, aktyna, ankiryna, biatka 4,1, 4,2, 4,9,
p55 oraz adducyna. To wiasnie biatka cytoszkieletu odpowiedzialne s3 za dwuwklesty ksztatt
erytrocytu.

Spektryna, gtéwne biatko cytoszkieletu, stanowigca 75% jego masy, zbudowana jest z dwdch
stabilnych dimeréw polipeptydowych, sprzezonych w tetramery. Biatka te tworza dwuwymiarowe
struktury penta-, hexa- i hepta-gonalne, pozostajace w facznosci z biatkami integralnymi blony
lipidowej erytrocytu poprzez dwa gtéwne kompleksy biatek kotwiczacych. Za stabilnosé¢ struktur
heksagonalnych odpowiadaja m. in. polaczenia spektryna-aktyna-adducyna. Wnetrze erytrocytu
wypetnione jest roztworem wodnym hemoglobiny, ktéra, bedac polaczeniem biatka z czasteczka
hemu, odgrywa podstawowg rol¢ w procesie przenoszenia tlenu w organizmie.

Zdolnos¢ docierania do wszystkich tkanek w organizmie zapewniajg erytrocytom ich unikalne

wlasnosci mechaniczne, tj. mozliwo$¢ odksztalcania pozwalajaca na szybka i odwracalna zmiang
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ksztattu podczas ekspozycji na dzialanie wewnatrznaczyniowych napr¢zen $cinajacych (shear stress),
czy tez w czasie przeciskania si¢ przez naczynia wlosowate o Srednicy 1-2.5 pum. Podstawowymi
czynnikami determinujacymi wysoka odksztatcalno$¢ erytrocytéw sa: a) duza warto§¢ powierzchni
komérki w stosunku do jej objetosci, b) wyjatkowa stabilno$¢ i ptynnos¢ blony komoérkowej, ¢)
stosunkowo mata lepkos¢ cytoplazmy, d) elastyczny cytoszkielet, ktéry moze swobodnie rotowa¢
wokdt cytoplazmy. Dotychczasowe prace wykazaly takze, ze na odksztatcalno$é erytrocytéw duzy
wplyw maja potaczenia cytoszkieletu z biatkami btony komorkowej, jak i stezenie hemoglobiny w
cytoplazmie, ktérego wzrost pogarsza przeptyw erytrocytéw przez kapilary.

Transport tlenu czasteczkowego do tkanek za posrednictwem erytrocytéw jest m. in.
determinowany przez zdolnos$¢ przytaczania O, do czasteczek hemoglobiny w ptucach 1 oddawania go
na obwodzie. Proces w duzej mierze zalezy od przepuszczalnosci blony erytrocytu dla O,, ktéra
warunkuje z kolei struktura blony i cytoszkieletu krwinek.

Pierwotne wiasnosci fizyko-chemiczne erytrocytéw nabyte w procesie erytropoezy podlegaja
ciagtym modyfikacjom, wynikajacym z niekorzystnych zmian w homeostazie naczyniowej
spowodowanej m. in. dysfunkcja $rédblonka naczyniowego (erytrocyty poddawane sa dziataniu
substancji bioracych udziat w regulacji proceséw zapalnych oraz w oddziatywaniach miedzy
komorkami i §ciang naczyn, substancji wplywajacych na procesy krzepniecia i fibrynolizy, a takze
substancji o dziataniu wazoaktywnym).

O ile wiadomo jest, ze dysfunkcja $rédbtonka naczyniowego prowadzi do ztozonych zaburzen
metabolicznych, ktérych konsekwencja sa niepozadane zmiany narzagdowe obserwowane m. in. w
chorobach uktadu sercowo-naczyniowego, miazdzycy, cukrzycy, czy w dyslipidemiach, o tyle udziat
erytrocytow w tych procesach jest mato znany. Szczegdlne znaczenie mogg mie¢ zmiany wilasnosci
reologicznych czerwonych krwinek. Erytrocyty o pogorszonej odksztatcalnosdci, przeciskajac si¢ z
trudem przez kapilary o przecigtnej srednicy 1 — 2.5 pm, zaburzaja przeptyw krwi i transport tlenu, co
w konsekwencji moze prowadzi¢ do uposledzenia perfuzji tkankowej i wtérnych zmian narzadowych.
Dane dostgpne w literaturze na temat istnienia zwigzku przyczynowego pomigdzy zaburzeniami
wiasnosci reologicznych czerwonych krwinek a zmianami narzagdowymi u 0séb z czynnikami ryzyka
choréb uktadu sercowo-naczyniowego nie sa jednoznaczne.

Takze wrodzone lub nabyte zmiany wilasnosci fizyko-chemicznych blony lub cytoszkieletu
erytrocytu moga pogarsza¢ wymiane O, i tym samym prowadzi¢ do obwodowej hipoksji i wtérnych
zmian narzadowych. Zwiazek pomiedzy wystepowaniem nadci$nienia tg¢tniczego i zaburzeniami
transferu tlenu z hemoglobiny do tkanek nie jest jednak w petni zbadany.

Oba przedstawione wyzej zagadnienia stanowily przestanke do zaproponowania i

poprowadzenia przeze mnie programu badawczego, ktory miat na celu zbadanie istnienia zaleznosci

pomigdzy:
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a) zmianami wlasnosci reologicznych erytrocytéw a stopniem niekorzystnych zmian
narzadowych u pacjentéw z czynnikami ryzyka chordb ukiadu sercowo-naczyniowego
takimi jak: nadcisnienie tetnicze, hipercholesterolemia i cukrzyca,

b) zmianami wilasnosci morfologicznych erytrocytow a stopniem zaawansowania zmian
narzadowych u 0séb z nowo rozpoznanym i nieleczonym nadci$nieniem tetniczym oraz
zaburzeniami lipidowymi,

c) wilasnos$ciami fizyko-chemicznymi blony 1 cytoszkieletu erytrocytéw, w szczegdlnosci
struktura sieci biatek cytoszkieletu, a zdolno$cia wymiany O, przez blone u pacjentéw z
nieleczonym nadcisnieniem tetniczym.

Stwierdzenie istnienia wymienionych zaleznosci z jednej strony dostarczyloby informacji na

temat nowych przyczyn zmian narzadowych u pacjentdéw z czynnikami ryzyka choroby sercowo-
naczyniowej, z drugiej strony stanowitoby istotna informacj¢ kliniczna, ktéra nalezatoby uwzglednia¢

podczas podejmowania dziatan terapeutycznych.

Zastosowane techniki pomiarowe

Badania prowadziliSmy z wykorzystaniem zaréwno innowacyjnych technik pomiarowych i
diagnostycznych, jak i metod tradycyjnych. Sztywno$¢ erytrocytoéw oraz topografie ich struktur
powierzchniowych okreslalismy za pomoca mikroskopu sit atomowych (Atomic Force Microscope —
AFM). Technika ta umozliwia prowadzenie pomiaru w warunkach fizjologicznych. Erytrocyty,
zanurzone w roztworze PBS, zostaja przytwierdzone do podloza polimerowego a nastgpnie sa
préobkowane ostrzem AFM. Sztywno$¢ krwinki w miejscu nacisku wyznacza si¢, analizujac zaleznosé
sity nacisku od wielkosci ugigcia powierzchni erytrocytu (tzw. krzywe sitowe) i wyraza si¢ ja poprzez
warto$¢ modutu Youhga (YM) w paskalach (Pa). W danej probce krwi pomiarowi poddaje si¢ zwykle
kilkadziesiat przypadkowo wybranych erytrocytow, z ktoérych kazdy probkuje si¢ w obrebie
zaznaczonej powierzchni o rozmiarze érednio 1 um’, zbierajac ok. 100 krzywych sitowych.
Sumarycznie otrzymuje si¢ kilka tysiecy wartosci YM dla badanej probki krwi. Wyniki przedstawia
si¢ w postaci histogramu modulu Younga, ktéry charakteryzuje dana probke krwi — odzwierciedla on
nie tylko $rednig sztywno$¢ krwinek, ale takze zréznicowanie ich sztywnosci w mierzonej prébce.

Za pomoca AFM prowadzone bylo takze precyzyjne obrazowanie powierzchni erytrocytdow.
Pomiary wykonywane byly w cieklej komorze przy uzyciu modu pracy ,,non-kontakt”. Uwidoczniona
zostala przestrzenna struktura powierzchni z rozdzielczoscia okoto 2 nm. AFM umozliwit takze wglad
w budowe cytoszkieletu. Poniewaz pomiary byly prowadzone przy czgsciowym odwodnieniu
komorek, na sporzadzonej mapie topograficznej erytrocytu uwidocznity sie (poprzez blong erytrocytu,
ktérej grubos¢ wynosi okolo 4 nm) struktury siatki cytoszkieletu. Na podstawie analizy mapy
topograficznej mozna bylo wycigga¢ wnioski na temat organizacji tej siatki, a tym samym na temat

uktadu potaczen spektryna-aktyna-adducyna.
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Odksztatcalnos¢ erytrocytdéw, czyli ich podatno$¢ na wydluzenie przy danym naprezeniu
$cinajagcym, mierzyliSmy za pomoca laserowego dyfraktometru (Rheodyn), w ktorym
wykorzystywane jest $wiatlo laserowe rozpraszane na krwinkach. Swiatto lasera, przechodzac przez
warstwe krwinek czerwonych zawieszonych w roztworze PBS umieszczonym pomig¢dzy rotujacymi
tarczami, ulega ugieciu, dajac obraz dyfrakcyjny na ekranie projekcyjnym. Ksztalt obrazu
dyfrakcyjnego zalezy od warto$ci napr¢zenia $cinajacego dziatajacego na krwinke podczas rotacji. Dla
niskich predkosci obrotowych, czyli malych wartosci naprezen $cinajacych, obraz jest okregiem. W
miar¢ wzrostu predkosci rotacji, a tym samym napre¢zen, ksztalt obrazu dyfrakcyjnego staje si¢ coraz
bardziej wydtuzong elipsa. Na podstawie obrazu dyfrakcyjnego rejestrowanego przez komputer,
automatycznie wyznaczane sg dtugosci osi dtugiej ,,a” i krotkiej ,,b” elipsy oraz wyliczany jest indeks
deformacyjnosci, DI=(a-b)/(a+b), przy danym naprezeniu $cinajacym. Indeks deformacyjnosci jest

miarg odksztalcalnoscei krwinek czerwonych.

Cze$é jader atoméw Zelaza, 2.119%, wchodzacych w sktad hemu jest izotopem *’Fe o liczbie
masowej 57, dla ktorego obserwuje si¢ zjawisko bezodrzutowej emisji i absorbcji promieniowania
gamma. Stad tez do badania m. in. przekazywania przez erytrocyt O,/CO, idealnie nadaje si¢
spektroskopia mdossbauerowska. Metoda ta zapewnia wysoka czufo$¢ detekcji zmian standéw
hemoglobiny w erytrocytach poprzez monitorowanie stanu walencyjnego i spinowego atomow zelaza
oraz otoczenia chemicznego ich pierwszej sfery koordynacyjnej. Mozna w ten sposdb okresla¢ np.
ilo$¢ hemoglobiny utlenowanej, OxyHb, w stosunku do odtlenowanej, DeoxyHb. Spektroskopie
mossbauerowska zastosowaliSmy do badania przepuszczalnosci blony erytrocytéw dla O, oraz
odwracalno$ci wiazania czasteczki tlenu przez odtlenowana hemoglobing. Prébki do pomiaru widm
byly zaggszczane (Qk. 8x10® komérek/ml) i przechowywane w temperaturze -80°C. Tuz przed
pomiarem mdossbauerowskim prébka byta przedmuchiwana przez 30 minut w strumieniu par azotu
celem odtlenowania znajdujgcej si¢ w niej hemoglobiny, a nast¢pnie zamykana i zamrazana do
temperatury cieklego azotu. Pdzniej, pozostajac ciagle w niskiej temperaturze, umieszczana byta w
powietrzu, co zapewniato dyfuzj¢ O, do hemoglobiny. W trakcie procesu dyfuzji rejestrowano widma
mossbauerowskie (pomiary trwaly po 30 minut) w odstgpach 60 minut, co pozwalalo na
monitorowanie zmian stosunku ilosci hemoglobiny OxyHb do hemoglobiny DeoxyHbOH w funkcji
czasu. Proces dochodzit do réwnowagi po uplywie 6-8 godzin. Wynikiem pomiaru byly czasowe

zaleznosci procentowych zawartosci OxyHb i DeoxyHbOH w hemoglobinie.

Zmiany narzadowe i naczyniowe u pacjentdéw z cukrzyca, nadci$nieniem t¢tniczym, czy
hipercholesterolemia oceniane byly za pomoca dostgpnych metod diagnostycznych:
- badania echokardiograficznego dwuwymiarowego z ocena dopplerowska - badano parametry
geometrii i dynamiki lewej komory serca,
- badania ultrasonograficznego tgtnic szyjnych z ocena kompleksu blony srodkowej i

wewnetrznej (Intima Media Thickness - IMT),
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- badania wiasnosci elastycznych $cian duzych naczyn tetniczych z wykorzystaniem
tonometrii aplanacyjnej (Pulse Wave Velocity - PWV).
Funkcje srédblonka oceniano na podstawie oznaczenia w surowicy krwi markerdw (metoda
ELISA): IL-6, IL-18, 6-keto-prostaglandyny Fla (PGF1a) oraz czasteczek adhezyjnych: selektyny E,
SICAM-1, sVCAM-1, a takze oznaczenia wskaznika aktywnosci fibrynolitycznej osocza PAI-1.

Badanie sztywnoSci erytrocytow za pomocg mikroskopu sil atomowych
u pacjentéw z czynnikami ryzyka choroby sercowo naczyniowej

Pierwszym przedsiewzigciem badawczym w ramach zaproponowanego programu bylo
pionierskie zastosowanie techniki pomiaru sztywnosci obiektow biologicznych opartej o mikroskop sit
atomowych do wyznaczania sztywnosci erytrocytéw. Badaniom poddalismy krew pacjentéw
leczonych z powodu co najmniej jednego z nastgpujacych schorzen: choroby niedokrwiennej serca,
nadci$nienia t¢tniczego, cukrzycy, niewydolnosci serca (44 osoby) [PRACA 1: ,Erythrocyte
Elasticity Probed Using Atomic Force Microscope”]. Identyczne pomiary zostaly przeprowadzone
takze dla 13 os6b zdrowych. W przypadku kazdego pacjenta probkowane byto okoto 20 erytrocytow,
przy czym kazdy erytrocyt w okoto 20 punktach. Jako wynik otrzymaliSmy srednie wartosci i
rozklady modulu Younga czerwonych krwinek dla kazdej probki krwi. Analiza statystyczna
uzyskanych danych wykazata, w stosunku do 0séb zdrowych, istotnie wyzsza sztywnos¢ erytrocytow
(wyrazona poprzez $rednig wartos¢ modutu Younga) u pacjentdw z cukrzyca (p<0.009) oraz u oséb
palacych (p<0.002) i byta skorelowana z wiekiem (p<0.03). Podobnie, szerokos¢ rozktadu wartosci
modulu Younga erytrocytow byta wyzsza w przypadku pacjentéw z cukrzyca (p<0.03) oraz osob
palacych papierosy (p<0.003). Zmiany sztywnosci blony erytrocytu moga z jednej strony wynikaé ze
zmian skfadu samej blony, z drugiej strony z reorganizacji biatek cytoszkieletu (ostrze mikroskopu
ugina bton¢ do ok. S00 nm gigbokosci). Zwigkszenie sztywnosci erytrocytdw, a tym samym
zmniejszenie ich wlasnosci sprezystych i zdolnosci do odksztatcania u pacjentéw z cukrzyca, moze,
zgodnie z dostgpna wiedza, wynika¢: a) ze zmiany struktury chemicznej blony (w szczegdlnosci ze
zmiany stosunku fosfolipidéw i cholesterolu w blonie, czy degradacji ankiryny poprzez reaktywne
formy tlenu), b) ze zmiany aktywnosci Na'K'-ATPazy, ¢) z nasilonej nieenzymatycznej glikozylacji
globiny hemoglobiny oraz biatek blony erytrocytu. Wzrost sztywnosci czerwonych krwinek
zaobserwowany u osob palacych idzie z kolei w parze z wczesniejszymi doniesieniami o
niekorzystnym wplywie palenia tytoniu na odksztafcalnos$¢ erytrocytéw, prawdopodobnie poprzez
wzrost stezenia hemoglobiny oraz poprzez niekorzystny wptyw biatek odczynu zapalnego na blone.

W szerszej perspektywie, przeprowadzone badania pokazaly, ze za pomoca mikroskopu sit
atomowych mozna zmierzy¢ nie tylko $rednia wartos¢ sztywnosci erytrocytoéw w badanej probee krwi,

ale tez rozkiad wartosci tej sztywnosci. Uzyskane w ten sposob informacje dostarczaja nowej,
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wczesniej niedostgpnej wiedzy dotyczacej wilasnosci elastycznych btony komdrkowej oraz

cytoszkieletu czerwonych krwinek.

Nowo opracowana technike pomiaru sztywnosci erytrocytéw za pomoca mikroskopu sit
atomowych zastosowali§my do celowanych pomiaréw u pacjentow z zaawansowana cukrzyca typu I1
(7 oséb) oraz oséb zdrowych (8 osob) stanowiacych grupe kontrolng [PRACA 2: ,Erythrocyte
stiffness in diabetes mellitus studied with Atomic Force Microscope”]. Wyniki pokazaty, ze
sztywnos$¢ erytrocytow wyrazona poprzez Srednig warto$¢ modutu Younga u oséb chorujacych na
cukrzyce, YM,, = 14.3 + 1.4 kPa, jest wyzsza okoto 3.3 razy w stosunku do grupy kontrolnej, w ktorej
YM,, = 4.4 + 0.6 kPa. Podobnie, szerokos¢ rozktadu wartosci modutu Younga, W, okazala si¢ byé
ponad 4 razy wyzsza u pacjentow z cukrzyca, W,=13.0 + 2.0 kPa, w pordéwnaniu z osobami
zdrowymi, gdzie W,, = 3.0 + 0.6 kPa. Warto zauwazy¢, ze stosujac klasyczng technike dyfraktometrii
laserowej, pomiary odksztalcalnosci czerwonych krwinek w cukrzycy pokazuja pogorszenie
odksztafcalnosci w granicach 20-50% w stosunku do pacjentow zdrowych. Wobec tego sztywnosé
erytrocytow okreslana za pomoca mikroskopu sit atomowych jest, w przypadku cukrzycy, bardziej

czulym parametrem reologicznym.

Badanie korelacji pomigedzy wlasnosciami reologicznymi erytrocytow i zmianami narzadowymi
u pacjentéw z czynnikami ryzyka choroby sercowo-naczyniowej

Kolejna czgs¢ programu badawczego polegata na kompleksowej analizie danych
laboratoryjnych 1 klinicznych w grupie oséb z podwyzszonym ryzykiem choroby sercowo-
naczyniowej (cardiovaskular disease — CVD). Celem bylo poszukiwanie zaleznosci pomiedzy
parametrami okreslajacymi wiasnosci reologiczne erytrocytéw takimi jak odksztatcalnosé, czy
agregacyjnos¢, oraz a) poziomem markeréow funkcji srédblonka: selektyny E, sSICAM-1, sVGCAM-1,
interleukiny-6 (IL-6), 6-keto-prostaglandyny Fla (PGFla), b) parametrami morfologii krwi, c)
parametrami opisujacymi geometri¢ lewej komory serca, d) wynikami pomiaréw ultrasonograficznych
tetnic szyjnych z uwzglednieniem kompleksu intima-media. Petny komplet wynikéw zgromadzono
dla 53 pacjentéw [PRACA 3: ,,Rheological properties of erythrocytes in patients with high risk of
cardiovascular disease”]. Wigkszos¢ os6b w przebadanej grupie stanowili chorzy na nadcisnienie
tetnicze — 37 przypadkow, sposrod ktérych 20 otrzymywalo leczenie hypotensyjne, w tym 14 osob
wylacznie inhibitory konwertazy (IACE). U 17 oséb stwierdzono cukrzyce typu II a u 35 oséb
podwyzszony poziom cholesterolu. 19 pacjentéw miato nadwagg a 6 oséb bylo otylych. W grupie byto
tez 14 palaczy tytoniu.

Juz na pierwszym etapie analizy zaobserwowaliSmy istnienie wyraznej zaleznosci pomigdzy
odksztafcalnoscig i agregacyjnoscia erytrocytow a wartoscig hematokrytu: wyzszym wartosciom

hematokrytu towarzyszylo wyrazne pogorszenie odksztatcalnosci (B=—3.2, p<0.006) i wzrost
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agregacyjnosci (B=2.1, p<0.01). Wynik ten sugerowat, ze w przypadku badan hemoreologicznych z
udzialem o0séb z czynnikami ryzyka CVD pomiary reologicznych wilasnosci czerwonych krwinek
muszg uwzglednia¢ warto$é hematokrytu jako jeden z niezaleznych parametrow.

Nastepne obserwacje dotyczyly oséb z leczonym i nieleczonym nadcis$nieniem tgtniczym.
Stwierdzilismy, ze o ile pomigdzy pacjentami normotensyjnymi i osobami z nieleczonym
nadcisnieniem nie byto istotnych réznic w wartosciach odksztatcalnosei i agregacyjnosci erytrocytow,
o tyle erytrocyty pacjentdéw z nadci$nieniem tetniczym leczonych IACE wykazywaty lepsza
odksztafcalnosé, 52.3% vs. 45.4% (w analizie wieloparametrycznej: B=5.3, p<0.03) i mniejsza
zdolno$¢ agregacji, 16.3 vs. 21.2 MEA (w analizie wieloparametrycznej B=-3.1, p<0.05) w
porownaniu z osobami zdrowymi. Dalsza analiza pokazata, ze poprawa ta jest skorelowana ze
wzrostem peziomu stabilnego metabolitu prostacykliny 6-keto-PGF,, w surowicy - poziom jest
wyzszy u pacjentéw poddanych terapii w poréwnaniu z grupa kontrolna: 1556 vs. 994 pg/ml, p<0.05.
Ten uzyskany w warunkach klinicznych wynik jest potwierdzeniem hipotezy modwiacej, Zze u
pacjentéw przyjmujacych JACE za poprawg reologicznych wlasnosci erytrocytow moze byé
odpowiedzialna prostacyklina, ktérej stezenie w osoczu krwi wzrasta w wyniku korzystnego dziatania

TACE na $rodblonek.

Dane zgromadzone dla badanej grupy chorych, poszerzone o kolejnych 13 pacjentéw (acznie
66 osob), postuzyty jako material do analizy zalezno$ci pomigdzy wiasnosciami reologicznymi
erytrocytdw a parametrami okreslajacymi geometri¢ lewej komory serca uzyskanymi w badaniu
echokardiograficznym [PRACA 4: ,Left ventricular geometry and rheological properties of
erythrocytes in patients at cardiovascular disease risk”]. Uwzgle¢dniajagc wszystkie kontrolowane
w badaniu czynniki, ktére mogly wptywa¢ na badang zalezno$¢, wykazalismy statystycznie znaczacy
wzrost indeksowanej masy lewej komory (left ventricle mass index — LVMI) u o0séb z gorszg
odksztafcalnoscia erytrocytow i ich zwigkszona zdolnoscig agregacji: a) przy spadku indeksu
deformacyjnosci, DI, o kazdy 1%, LVMI wzrastato o 1.0 g/m® (B=—1.0) i korelacja ta byla istotna
statystycznie, p<0.04, b) przy wzroscie wartosci agregacyjnosci o jednostke MEA, LVMI zwiekszato
sie 0 1.3 g/m” (B=1.3, p<0.05).

Wyniki te wskazuja na istnienie $cistego zwiazku pomigdzy zaburzeniami reologicznymi
erytrocytdéw a zmianami narzadowymi. Pogorszenie wlasnosci hemoreologicznych, wynikajace m. in.
z gorszej odksztalcalnodci erytrocytow i ich zwigkszonej agregacyjnosci (wzrostu lepkosci krwi),
prowadzi do pogorszenia perfuzji obwodowej i do uposledzenia wymiany tlenowej w mikrokrazeniu,
a w konsekwencji do wzrostu oporu obwodowego. Nastepstwem jest wzrost obcigzenia nastepczego
serca, ktéry skutkuje przerostem mig¢snia lewej komory, a tym samym wzrostem wartosci
indeksowanej masy lewej komory. Dziatania terapeutyczne w leczeniu schorzen stanowiacych

czynniki ryzyka CVD powinny by¢ zatem ukierunkowane réwniez na poprawe wiasnosci
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reologicznych erytrocytéw. Mozna w tym celu wykorzysta¢ np. te IACE, o ktorych wiadomo, ze
przyczyniaja si¢ do stabilizacji blony komoérkowej erytrocytu poprzez zmiany w transporcie
blonowym jonéw i poprzez efekt antyoksydacyjny, poprawiajac tym samym jej wiasnosci elastyczne.

Starajac si¢ odpowiedzie¢ na pytanie, czy redukcja przerostu lewej komory serca moze byé
osiagnieta poprzez poprawe wlasnosci reologicznych erytrocytéw (informacji na temat tego
zagadnienia jest stosunkowo niewiele w literaturze), kontynuowaliSmy przez okres 2 lat
monitorowanie pacjentéw wlaczonych wczesniej do programu. Kontakt zostal utrzymany z 29
osobami, u ktérych zastosowano terapi¢ zgodnie z obowigzujacymi standardami. Po dwoch latach
leczenia powtérzylismy kompleksowe badania i poddalismy analizie wyniki pod katem zmian, ktére
zaszly w okresie monitorowania [PRACA 5: ,,Evolution of rheological properties of erythrocytes
and left ventricular geometry in cardiovascular disease risk patients”]. Stwierdzilismy, ze w
grupie (12 osob), w ktorej, dzigki stosowanej terapii, uzyskano normalizacje cisnienia t¢tniczego,
poziomu LDL i poziomu glukozy, nastapita takze poprawa $redniej odksztatcalnosci erytrocytéw o
17% (p<0.025) i byla ona stowarzyszona ze zmniejszeniem si¢ sredniej wartosci indeksowanej masy
lewej komory serca o 8%. W grupie drugiej (17 oséb), w ktérej pomimo leczenia wartosci
analizowanych parametréw pozostawaty w zakresach patologicznych, nastapito pogorszenie sredniej
odksztatcalnosci erytrocytow o 15% (p<0.00001) oraz zwickszenie $redniej indeksowanej masy lewe;j
komory serca o 18%. Wyniki badan pokazaly zatem, Ze istnieje zwiazek pomi¢dzy wlasnosciami
reologicznymi krwi, przerostem lewej komory i skutecznoscia stosowanej terapii. Poprzez
zastosowanie odpowiedniej terapii skierowanej na poprawe¢ wiasnosci reologicznych krwi w
chorobach bedacych czynnikami ryzyka CVD, moglibySmy zapobiec przerostowi migsnia lewej
komory serca, zmniejszajac tym samym ryzyko chorobowosci i $miertelnosci sercowo-naczyniowej

Opisane do tej pory badania prowadziliimy na grupie pacjentow, z ktoérych wigkszosé
poddawana byta terapii. Kolejny cykl badan miat na celu analiz¢ zwiazku pomi¢dzy rozwojem
niekorzystnych zmian narzadowych i naczyniowych a wlasnosciami reologicznymi i morfologicznymi
krwinek czerwonych u oséb ze $wiezo rozpoznanym i wczesniej nieleczonym nadci$nieniem
tetniczym, hipercholesterolemia, albo cukrzyca. Chcieli$my znalezé odpowiedZ na pytanie, na jak
wczesnym etapie choroby mozna zauwazyé wspomniane wyzej korelacje. Szczeg6lna uwage
zwrocilismy na dobor pacjentow, ktory gwarantowat minimalizacj¢ wplywu innych czynnikéw na
wyniki badan laboratoryjnych i klinicznych. Dodatkowo, pacjenci nie mogli by¢ leczeni z powodu
innych choréb, ktérych przebieg lub leczenie mogloby wptyna¢ na efekty planowanej terapii, nie
mogli tez przyjmowaé zadnych lekow.

Realizacja projektu przebiegta w dwodch fazach. Faza I objela rekrutacje pacjentow oraz
przeprowadzenie przewidzianej serii badan i pomiaréw. Na podstawie wstepnego badania klinicznego
i testow laboratoryjnych osoby byty kwalifikowane do czterech grup: a) grupy z nadcisnieniem
tetniczym (37 oséb), b) grupy z hipercholesterolemia (29 o0séb), ¢) grupy z cukrzyca (10 osob), d)



Autoreferat 14

grupy osoéb zdrowych dopasowanych pod wzgledem struktury wiekowej (35 oséb). Po
zakwalifikowaniu (przed wiaczeniem leczenia), u kazdego pacjenta przeprowadzono badania: a)
przedmiotowe i podmiotowe, b) laboratoryjne krwi zylnej (komplet), ¢) wlasnosci reologicznych oraz
biofizycznych erytrocytow, d) parametréw funkcji $rédbtonka, e) echokardiograficzne, f) cisnienia
tetniczego za pomoca ABPM, g) grubosci kompleksu btony srodkowej 1 wewngtrznej tgtnicy szyjnej
(IMT), h) wlasnosci elastycznych $cian duzych naczyn tgtniczych (PWV). Pierwsza faza trwata okoto
1.5 roku od czasu rozpoczecia projektu. Jednorodnosé procesu kwalifikacji byta zapewniona przez
fakt, ze przéprowadzata go jedna osoba (M. Fornal). Osoby zakwalifikowane do projektu zostaly
poddane odpowiedniej terapii zgodnie z obowigzujgcymi standardami.

Faza Il polegala na powtdrzeniu wszystkich badan u kazdego pacjenta po uptywie okoto 1.5
roku od momentu wiaczenia go do programu. W skali czasowej trwania projektu faza Il objgla okres
1.5 - 3 lat. Pomiary prowadzone podczas realizacji zaréwno fazy I, jak i fazy II, wykonywane byty

przez te same osoby.

Pierwsza analiz¢ materiatlu pomiarowego przeprowadzono jeszcze w czasie trwania fazy I
projektu [PRACA 6: ,,Relevance of erythrocyte deformability to the concentration of soluble cell
adhesion molecules and glomerular filtration rate in patients with untreated essential
hypertension”]. W grupie pacjentéw z nieleczonym, $wiezo rozpoznanym nadcisnieniem te¢tniczym
zaobserwowalismy zaleznos¢ pomigdzy indeksem odksztatcalnosci erytrocytéw i wskaZnikiem
przesaczania kigbuszkowego (estimated glomerular filtration rate - eGFR) - pogorszenie
odksztatcalno$ci krwinek czerwonych skorelowane bylo z mniejsza wartoscia eGFR (R=0.60,
p<0.005). Dodatkowo stwierdziliSmy, ze zwigzek ten wspodlistnieje z zaleznoscia odksztatcalno$ci
erytrocytéw od niektorych markeréw zapalnych $rédblonka, sVCAM-1 i SICAM-1: wyzszy poziom
sVCAM-1 i sICAM-1 korelowal z gorsza deformacyjnosciag erytrocytéw (dla sVCAM-1 3=—0.043,
p<0.0016, dla sSICAM-1 =—0.118, p<0.03). Nie zaobserwowalismy natomiast zwigzkow pomiedzy
wymienionymi parametrami w pozostalych grupach pacjentow, tj. wsrdéd oséb z hipercholesterolemia
(dla DI% vs. sVCAM-1: p<0.35, a dla DI% vs. sICAM-1: p<0.79) i os6b zdrowych (DI% vs.
sVCAM-1: p<0.57, DI% vs. sICAM-1: p<0.54), pomimo ze zakresy wartosci indeksu
deformacyjnosci i parametrow funkcji $rodbtonka byly zblizone do tych, ktére zmierzone zostaly u
pacjentdéw z nadcisnieniem tgtniczym. Przypuszczalnie procesy zapalne zwiazane z dysfunkcja
$rédblonka naczyniowego oddziatywuja rowniez na krazace erytrocyty, powodujac zmiany w
strukturach btony pogarszajace odksztafcalno$¢ krwinek. Mozna spekulowaé, ze w nadcisnieniu
tetniczym, po pierwsze, odksztatcalnos¢ erytrocytow moze stuzy¢ jako marker funkcji $rédbtonka, po
drugie, erytrocyty moga by¢ mediatorami niekorzystnych zmian w nerkach: w zwigzku z
wazokonstrykcja towarzyszaca nadcisnieniu, przeplyw erytrocytow z pogorszong odksztatcalnoscia
przez kapilary klebuszka nerkowego jest utrudniony i prowadzi do pogorszenia filtracji kigbuszkowe;.
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Tak wige, w praktyce klinicznej warto zwréci¢ uwage na odksztatcalnosé erytrocytéw jako jeden z
czynnikow, ktory moze wptywaé na stopien wydolnosci nerek u oséb z nadci$nieniem tetniczym i
moze by¢ pomocny w identyfikacji asymptomatycznych pacjentéw z dysfunkcjg $rédblonka

naczyniowego.

Struktura blony i cytoszkieletu erytrocytéw a zdolno$¢ przepuszczalnosci dla O,
u pacjentéw z czynnikami ryzyka CVD

Szczegdlnym rodzajem pomiaréw, ktére przeprowadzilismy dla losowo wybranych osob z
wyzej zdefiniowanych badanych grup, bylo obrazowanie powierzchni erytrocytow za pomoca
mikroskopu sil atomowych, a takze pomiary przepuszczalnosci blony erytrocytow dla tlenu
przeprowadzone in vitro za pomocg spektroskopii moessbauerowskiej [PRACA 7: ,Erythrocyte
Membrane Properties in Patients with Essential Hypertension”]. W tych przypadkach
przygotowanie materiatu, proces pomiaru oraz obrébka danych byla czasochfonna i w rezultacie
podczas pierwszej fazy projektu udato si¢ przebadaé probki 5 pacjentéw z grupy nadcisnienia, 6 z
grupy hipercholesterolemii oraz 10 0séb z grupy zdrowych.

Badania przeprowadzono przy czg¢sciowym odwodnieniu erytrocytéw, co dato mozliwosé
uwidocznienia sieci biatek szkieletu btonowego. StwierdziliSmy, ze u os6b zdrowych posiada on
strukture ,plastra miodu” (,,honeycomb”), natomiast u pacjentéw z nadci$nieniem tgtniczym
przyjmuje forme ,.kolby kukurydzy” (,,corncob™). Erytrocyty pacjentéw z hipercholesterolemia z kolei
nie réznig si¢ pod tym wzgledem od krwinek czerwonych os6b zdrowych. W celu ilosciowego opisu
zaobserwowanych réznic, wykonaliSmy analize powierzchni komoérek, uwzgledniajgc zmiany w
regularnosci blony. Na blonie erytrocytow oséb zdrowych zidentyfikowaliSmy: a) drobne
uwypuklenia o wysokosci ok. 44+13 nm, b) dtugie struktury ok. 94+36 nm, ¢) weglebienia o srednicy
ok. 54420 nm. Blona erytrocytéw pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym posiadata: a) drobne
uwypuklenia o wysokosci ok. 54+22 nm, b) dwie réznej dtugosci struktury ,,corncob”: 82+38 nm oraz
188+53 nm, c¢) wglebienia o Srednicy ok. 51421 nm. Zaobserwowana réznica pomi¢dzy rozmiarami
dhugich struktur w obu grupach pacjentéw jest istotna statystycznie (94 nm vs. 188 nm, p< 0.00001).
W oparciu o obecna wiedz¢ na temat budowy cytoszkieletu erytrocytow, zaobserwowane w obu
grupach diugie struktury, 94+36 nm oraz 82+38 nm, odpowiadaja dimerom spektryny, natomiast
najdtuzsze struktury o rozmiarach 188+53 nm, stwierdzone jedynie u osoéb chorych na nadci$nienie
tetnicze, sa prawdopodobnie zwigzane z tetramerami spektrynowymi. To one moga by¢
odpowiedzialne za powstanie struktur typu ,kolby kukurydzy” w wyniku zaniku struktury
heksagonalnej, zwigzanego z utratg stabilnosci potaczenia spektryna-aktyna-adducyna.

Nasuneto si¢ pytanie, czy zmiana struktury cytoszkieletu u oséb z nadcisnieniem tetniczym

moze by¢é przyczyng zaburzenia dyfuzji gazéw, a w szczegdlnosci tlenu przez blong komodrkowas.
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W celu sprawdzenia przepuszczalnosci blony erytrocytéw dla O, oraz odwracalnosci wigzania
czasteczki tlenu przez odtlenowana hemoglobing, zmierzono widma mdossbauerowskie w zaleznosci
od czasu (opis procedury w rozdziale ,,Techniki pomiarowe”) dla probek krwi oséb z badanych grup.
W przypadku erytrocytéw osob zdrowych udzial OxyHb w widmie mdssbauerowskim wzrastal od
poczatkowej wartosci ok. 26-40%, do wartosci ok. 78-82%, podczas gdy udziat DeoxyHbOH z
poczatkowego poziomu ok. 60-74% malat do poziomu ok. 18-22%. W przypadku erytrocytéw
pacjentéw z nieleczonym nadci$nieniem tetniczym zachowanie bylo odmienne - udzial OxyHb i
DeoxyHbOH pozostawal przez caly czas pomiaru na stalym poziomie, przyjmujac wartosci
odpowiednio 82-88% i 12-18%. Mozna stad wnioskowaé, ze erytrocyty pacjentdow z nieleczonym
nadci$nieniem te¢tniczym nie s w stanie w zadanych warunkach eksperymentalnych niskiego cisnienia
O,, ani uwolni¢, ani przyjac tlenu w przeciwienstwie do erytrocytéw oséb zdrowych. Poniewaz nie
stwierdziliSmy roznicy pomiedzy wartosciami parametréw nadsubtelnych obu form hemoglobiny w
przypadkach pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym (NT) i oséb zdrowych, nalezy przypuszczaé, ze
obserwowane rdéznice w przylaczaniu O, sa przede wszystkim zwigzane z zaburzeniami transportu
tlenu czasteczkowego przez blone erytrocytéw u pacjentow z NT, co z kolei moze by¢ wynikiem
modyfikacji struktur blonowych obserwowanych w obrazowaniu AFM.

Mozna sadzi¢, ze utrudnienia w oddawaniu tlenu przez erytrocyt u pacjentéw z NT moga
prowadzi¢ do obwodowej hipoksji, ktéra wtérnie moze stymulowaé wzrost cis$nienia tgtniczego.
Mozliwy jest tez scenariusz, ze zaburzenia przekazywania przez erytrocyt tlenu do tkanek sa
pierwotne w stosunku do wystgpowania nadcisnienia tetniczego i moga wrecz przyczyniaé sie do

rozwoju tego schorzenia.

Zalezno$ci pomie¢dzy rozpigtoscia rozkladu objetosci erytrocytéw a markerami zapalnymi i
zmianami narzadowymi u pacjentéw ze §wiezo zdiagnozowanym i nieleczonym nadci$nieniem
tetniczym

Rozpietos¢ rozktadu objetosci erytrocytdw (red blood cell distribution width — RDW) jest
parametrem morfologicznym krwi, ktéry zostat ostatnio uznany za marker niekorzystnych zmian w
ukfadzie sercowo-naczyniowym. ZadaliSmy wigc sobie pytanie, czy RDW bedzie réwniez
odzwierciedlata stopien zaawansowania takich schorzen jak nadci$nienie tetnicze lub
hipercholesterolemia w badanych grupach chorych [PRACA 8: ,,Association of red blood cell
distribution width, inflammation markers and morphological as well as rheological erythrocyte
parameters with target organ damage in hypertension”]. Do analizy statystycznej
wykorzystaliSmy dane laboratoryjne i kliniczne pacjentéw ze $wiezo rozpoznanymi i nieleczonymi:
nadcisnieniem t¢tniczym, hipercholesterolemia lub cukrzyca (okoto 50 parametréw dla kazdej osoby).
Stopienn zaawansowania zmian naczyniowych okresliliSmy na podstawie wynikoéw badan grubosci

blaszki miazdzycowej (IMT) oraz predkosci fali tetna (PWV). W zwigzku z zaobserwowana
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zaleznoscia RDW od stezenia hemoglobiny w erytrocycie (zalezno$¢ ujemna), do rozwazan
wiaczyliSmy takze MCHC.

Wieloparametryczna analiza statystyczna wykazata istnienie statystycznie istotnych korelacji
pomiedzy RDW i PWV, a takze pomigdzy MCHC i IMT, ale wylgcznie w grupie oséb z
nadcisnieniem tetniczym: RDW wzrasta wraz ze wzrostem PWV (B=0.092, p=0.037), natomiast
MCHC jest ujemnie skorelowane z IMT (B=-2.02, p=0.043). Ponadto RDW i MCHC wykazuja tez
statystycznie istotng zalezno$¢ od markeréw zapalnych: fibrynogenu oraz interleukiny 6 (IL-6), ale
znowu jedynie w grupie nadci$nienia te¢tniczego: RDW jest dodatnio skorelowane z fibrynogenem
(B=0.254, p=0.007) oraz IL-6 (B=0.271, p=0.030), natomiast korelacja pomiedzy MCHC 1 IL-6 jest
ujemna (B=-0.525, p=0.030). (W pozostatych grupach, tj. u 0sdb z hipercholesterolemia i zdrowych,
nie obserwowalismy zadnych znaczacych zaleznosci.)

Wzrost wartosci RDW, moéwigcy o wiekszym zrdznicowaniu wielkosci erytrocytéw i
skorelowany z nim spadek wartosci MCHC, moga by¢ wyrazem zaburzen procesu erytropoezy w
szpiku kostnym. Zaobserwowane zatem u pacjentéw z nadci$nieniem t¢tniczym korelacje pomigdzy: z
jednej strony RDW i MCHC, a z drugiej strony zmianami naczyniowymi (PWV i IMT) oraz
markerami zapalnymi (fibrynogen 1 IL-6), $wiadczy¢ mogg o udziale proceséw zapalnych w
patogenezie nadcis$nienia tgtniczego poprzez uszkadzajacy wplyw na naczynia oraz na przebieg
erytropoezy w szpiku kostnym. Obserwacja ta nalezy do tych wynikéw badan klinicznych, ktére s

zgodne z odkryciem znaczacej roli proceséw zapalnych w rozwoju nadcisnienia t¢tniczego.

Podsumowanie

W ramach prowadzonego przeze mnie na przestrzeni ostatnich 10 lat programu badawczego
wprowadziliSmy do badan wiasnosci fizyko-chemicznych erytrocytéw nowe techniki pomiarowe
oparte o mikroskop sit atomowych i spektroskopi¢ mossbauerowska oraz przeprowadziliSmy za ich
pomocg pomiary w grupach pacjentéw z réznymi czynnikami ryzyka choroby sercowo-naczyniowe;j.

Na podstawie nowych technik pomiarowych opracowalismy metody wyznaczania:
a) sztywnosci erytrocytu charakteryzowanej przez modut Younga,
b) struktury sieci btonowej biatek w erytrocycie,
c) przepuszczalnosci blony erytrocytu dla tlenu czasteczkowego.

Stosujac do pomiaréw wilasnosci erytrocytow zaréwno te nowo opracowane techniki, jak i
metody tradycyjne, zidentyfikowaliSmy u pacjentow z czynnikami ryzyka choroby sercowo-
naczyniowej szereg korelacji pomigdzy parametrami opisujacymi wiasnosci reologiczne,

morfologiczne i biofizyczne erytrocytow, a parametrami charakteryzujgcymi stan kliniczny pacjenta,
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wlaczajac w to zmiany narzadowe lub naczyniowe. ZaproponowaliSmy tez interpretacje

zaobserwowanych zaleznosci.

Pokazalismy, ze za pomoca mikroskopu sit atomowych mozna wyznaczy¢ rozktad wartosci
sztywnosci erytrocytow. Rozklady takie zostaty zmierzone dla pacjentéw z rdznymi
czynnikami ryzyka CVD i wykazaly, ze sztywno$¢ erytrocytow pacjentéw z cukrzyca oraz
0séb palacych jest duzo wyzsza niz w pozostatych grupach badawczych. Zwigkszenie
sztywnosci erytrocytéw u pacjentdw z cukrzyca, zgodnie z wczesniejszymi doniesieniami,
moze wynika¢ ze zmiany struktury chemicznej blony, zmiany aktywno$ci Na'K*-ATPazy, czy
tez z nasilonej nieenzymatycznej glikozylacji globiny hemoglobiny oraz bialek blony
erytrocytu.

StwierdzilisSmy wzrost indeksowanej masy lewej komory serca skorelowany z pogarszajacg si¢
odksztafcalnoscia erytrocytow i ich wigksza zdolnoscia agregacji u pacjentéw z nadcisnieniem
tetniczym lub cukrzyca lub hipercholesterolemia. Pogorszenie wilasnosci reologicznych
erytrocytow 1 zwigzany z tym wzrost lepkosci krwi prowadzi do pogorszenia perfuzji
obwodowej, uposledzenia wymiany tlenowej a w konsekwencji do wazrostu oporu
obwodowego. Nastepstwem jest wzrost obcigzenia nastgpczego serca, ktéry skutkuje
przerostem migs$nia lewej komory, a tym samym wzrostem wartosci indeksowanej masy lewe;j

komory.

Pokazalismy, ze u oséb z czynnikami ryzyka CVD, u ktérych terapia byla skuteczna
(doprowadzila do normalizacji ci$nienia tgtniczego, poziomu LDL i poziomu glukozy),
nastapita poprawa sredniej odksztatcalnosci erytrocytéw i poprawa ta skorelowana byla ze
zmniejszeniem si¢ wartosci wskaznika indeksowanej masy lewej komory serca. Natomiast u
oséb, u ktérych, pomimo leczenia, wartosci analizowanych parametréw pozostawaly w
zakresach patologicznych, nastapito pogorszenie sredniej odksztatcalnosci erytrocytéw oraz
zwickszenie sredniej indeksowanej masy lewej komory serca. Zaleznosci te wspieraja
wysunigta wezesniej hipoteze o zwigzku wiasnosci reologicznych krwi z geometrig lewej

komory serca.

U pacjentéw ze swiezo zdiagnozowanym i nieleczonym nadcisnieniem tg¢tniczym pogorszenie
odksztafcalnosci krwinek czerwonych skorelowane jest ze spadkiem wartosci wskaznika
przesaczania kigbuszkowego - eGFR (w hipercholesterolemii i u 0séb zdrowych efekt ten nie
wystepuje). Zmiany te idg w parze z dysfunkcja $rédblonka naczyniowego monitorowang za
pomoca wskaznikéw sVCAM-1 i sICAM-1. Mozna przyjaé, ze w nadcisnieniu te¢tniczym, z
jednej strony odksztatcalno$¢ erytrocytéw moze stuzyé jako marker funkcji srédbtonka, z
drugiej strony erytrocyty moga by¢ mediatorami niekorzystnych zmian w nerkach: w zwigzku

z wazokonstrykcja towarzyszaca nadcisnieniu, przeplyw erytrocytdow z pogorszong
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odksztafcalnoscia przez kapilary kigbuszka nerkowego jest utrudniony i prowadzi do

pogorszenia filtracji kigbuszkowe;j.

e Na podstawie pomiaréw topografii powierzchni erytrocytéw za pomoca mikroskopu sit
atomowych stwierdzilimy, Ze u pacjentow z nadci$nieniem tetniczym zaburzona jest
struktura biatek btonowych. Stosujac u tych samych pacjentéw spektroskopi¢
mdssbauerowska, zaobserwowali$my takze nieprawidlowosci w oddawaniu i przyjmowaniu
tlenu przez erytrocyt. Poniewaz struktura hemoglobiny (monitorowana réwniez za pomoca
spektroskopii mdssbauerowskiej) nie ulega patologicznym zmianom, za zaburzenia w
przekazywaniu tlenu moga by¢ odpowiedzialne zaobserwowane roznice w strukturze
cytoszkieletu. Mozna przypuszczaé, ze powyzsze zaburzenia w oddawaniu tlenu przez
erytrocyt u pacjentow z nadci$nieniem tetniczym, prowadzac do obwodowej hipoksji, wtornie
stymulujg wzrost cisnienia t¢tniczego. Mozliwy jest tez scenariusz, ze zmiany w
przekazywaniu przez erytrocyt tlenu do tkanek sa pierwotne w stosunku do wystgpowania

nadci$nienia te¢tniczego i moga wrecz przyczyniac si¢ do rozwoju tego schorzenia.

e Zaobserwowane u pacjentéw z nadcisnieniem tetniczym korelacje pomig¢dzy: z jednej strony
RDW i MCHC, a z drugiej strony zmianami naczyniowymi (PWV i IMT) oraz markerami
zapalnymi (fibrynogen i IL-6), $wiadczy¢ moga o udziale proceséw zapalnych w patogenezie
nadcis$nienia tg¢tniczego poprzez uszkadzajacy wplyw na naczynia oraz na przebieg

erytropoezy w szpiku kostnym..

5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo - badawczych

5.1 Prace badawcze nie wchodzace w zakres osiggniecia

Epidemiologia bialaczek w Krakowie i na obszarze obecnego
wojewodztwa matopolskiego
Po rozpoczgciu pracy w I Klinice Choréb Wewngtrznych Akademii Medycznej w Krakowie w
1988 roku, wiaczytam si¢ do prowadzonych przez grupe prof. Janickiego badan nad epidemiologia
biataczek. Samodzielnie zebratam dane dotyczace zachorowalnosci na biataczki w Krakowie 1 na
obszarze obecnego wojewddztwa matopolskiego w latach 1980-1990. Uzyskatam takze informacje o
przezywalnosci do roku 1997 osdb, ktére zachorowaty na biataczke w Krakowie w okresie 1980-1990.
W celu poréwnania wynikéw z Krakowa z sytuacja w odmiennym rejonie geograficznym,
zgromadzitam podczas stazu naukowego w Purdue University, West Lafayette, Indiana, USA, (dla

analogicznego okresu czasu 1980 — 1990) materiat, dotyczacy zachorowalnosci na biataczki w stanach
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Indiana i Towa w USA. W wyniku analizy statystycznej danych uzyskatam wspdtczynniki
zachorowalnosci w zaleznosci od typu cytologiczno-klinicznego biataczki, roku kalendarzowego,
wieku chorego oraz jego miejsca zamieszkania. Zaobserwowalam skokowy wzrost sumarycznej
zachorowalnosci w roku 1983 w Krakowie ze statego poziomu 6.3/100 tys. mieszkancow w latach

1980-82, do wyzszego, statego poziomu 9.0/100 tys. dla lat 1983-90.

Poréwnanie danych krakowskich z czgstoscia zachorowan na biataczki w przewazajacej czgsci
rolniczym lowa, pokazato wyzsza zachorowalno$¢ w tym amerykanskim stanie: wynosila ona
10.9/100 tys. mieszkancow. By¢é moze zwiazane to bylo z lepsza wykrywalno$cia choroby w USA lub

mogto wynikaé z wiekszej ilosci czynnikéw onkogennych obecnych w srodowisku.

Biorac pod uwage dane z konca 1997 roku, w dalszej czesci analizy dla wszystkich oséb,
ktére zachorowaly na biataczke w latach 1980-1990 i mieszkaly w Krakowie, ustalone zostaly czasy
przezycia lub czasy cenzorowe. W obrebie kazdego typu cytologiczno-klinicznego biataczki, stosujac
model Cox’a, przeprowadziliSmy analiz¢ ryzyka zgonu w zaleznosci od okresu, w ktérym rozpoznano
chorobg (wyrézniono dwa przedzialy czasowe 1980-1985 i 1986-1990), od plci oraz od miejsca
zamieszkania (dzielnicy) chorego. Praktycznie we wszystkich typach biataczek zaobserwowali$my
wyrazny wzrost prawdopodobienstw przezy¢ pacjentéw, u ktérych stwierdzono chorobe (a wigc 1
rozpoczgto leczenie) w drugim okresie, tj. w latach 1986-1990. Czasy przezycia dla biataczki
limfoblastycznej ostrej u dzieci, limfatycznej przewleklej i granulocytowej przewlektej wzroslty w
drugiej potowie lat 80-tych do poziomu notowanego w krajach wysoko rozwinigtych. Te korzystne
zmiany w przezyciach oséb chorych na bialaczke w drugiej potowie lat 80-tych (w poréwnaniu z
pierwszym okresem 1980-1985) zinterpretowaliSmy jako wynik postgpu w diagnostyce (rozpoznanie
choroby na wczesnym etapie) 1 terapii (wprowadzenie nowoczesnych schematéw leczenia i
udoskonalenie leczenia wspomagajacego) tej choroby w Krakowie. Zaobserwowana korelacja
pomiedzy ryzykiem zgonu w ostrej biataczce limfoblastycznej u dzieci, a miejscem zamieszkania
chorych, by¢ moze zwiazana byta ze specyficznym ksztaltowaniem si¢ kompleksu czynnikow

srodowiskowych w badanych obszarach Krakowa.

Wyniki prowadzonych przeze mnie badan, dotyczace epidemiologii biataczek, zawarte zostaly
w mojej pracy doktorskiej ,,Zachorowalnos¢ i przezycia na biataczki w Krakowie w latach 1980-
19907, ktora obronitam w 1998 r. Zaowocowaly one réwniez pracami ,,Zachorowalnosé na biataczki
w Krakowie w latach 1980-1990" (Przegl. Lek. 1997) oraz ,,Ewolucja przezycia chorych na biataczki
w Krakowie - przypadkow zarejestrowanych w latach 1980-1990” (Przegl. Epidemiol. 2003).
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Choroba Wilsona i jej diagnostyka

Kolejny etap mojej dziatalnosci naukowej dotyczyl poszukiwania nowych metod
diagnostycznych dla rozpoznawania zaburzen gospodarki miedzia w organizmie ludzkim.
Zainteresowanie tg tematyka zawdzigczam jednemu z przypadkow klinicznych zdiagnozowanej
przeze mnie choroby Wilsona u 25 letniej pacjentki, u ktérej, poza cechami niewielkiego stopnia
uszkodzenia watroby, nie stwierdzano istotnych zmian w obrazie klinicznym. Jest to rzadka jednostka
chorobowa (czestos¢ 1-3/100 000), uwarunkowana genetycznie, dotyczaca defektu biatka
transportujacego miedz, zlokalizowanego w blonie hepatocytéw. Mutacja genu APT7B na
chromosomie 13 powoduje zaburzenie wigzania miedzi — ro$nie poziom swobodnych jonéw miedzi w
surowicy krwi, ktérych nadmiar gromadzi si¢ w réznych narzadach (watroba, mézg, nerki, rogéwka),
dajac pdézne objawy kliniczne. Kryterium rozpoznania choroby sa: zmniejszenie ste¢Zenia
ceruloplazminy w surowicy <0.1g/l i wystgpowanie pierscienia Kaysera i Fleischera w rogéwce. (W
specjalistycznych osrodkach wykonuje si¢ badanie DNA.)

Poszukujac nowej metody diagnostycznej, nawiazalam wspdtprace z grupa Pani Prof. Barbary
Blicharskiej z Instytutu Fizyki Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie. Dotychczasowe badania
zawarto$ci miedzi w surowicy krwi, prowadzone za pomocg standardowych metod spektrofotometrii,
nie pozwalaty na rozréznienie pomiedzy iloécia zwigzanych i swobodnych jonéw Cu™". Nalezato
opracowac sposob oznaczenia ilodci niezwiazanych jonéw miedzi w surowicy krwi.

Zastosowalismy spektroskopi¢ magnetycznego rezonansu jadrowego i badaliSmy protonowa
stalg relaksacji surowicy krwi w zaleznosci od ilosci swobodnych jonéw Cu’". W pierwszym etapie,
wykorzystujac krew zwierzecg, wykazalisSmy, ze: a) przy podwyzszonym (w stosunku do poziomu
fizjologicznego) stezeniu jondw Cu'" stata relaksacji (1/T(1)) wyraznie wzrasta, b) dodanie do
surowicy substancji : chelatujacej, wiazacej Cu™", powoduje spadek wartosci statej relaksacji do
poziomu charakterystycznego dla surowicy krwi zawierajacej fizjologiczng ilos¢ jondéw miedzi. W
drugiej fazie badalismy krew pacjentéow, u ktoérych zdiagnozowano chorob¢ Wilsona oraz krew 0séb
zdrowych. Zaobserwowali$my statystycznie istotny efekt: po dodaniu do krwi substancji chelatujacej,
u 0s6b z choroba Wilsona stala relaksacji zmniejszata si¢ o wigcej niz 0.06 s, podczas gdy w grupie
zdrowych zmiana ta wynosita mniej niz 0.06 s'. Uzyskany wynik moze byé wykorzystany w
diagnostyce choroby Wilsona, ktéra charakteryzuje si¢ wzrostem poziomu swobodnych jonéw miedzi
w surowicy krwi. Opis badan oraz ich wyniki przedstawilSmy w pracy “Estimation of free copper ion

concentrations in blood serum using T(1) relaxation rates” (Journal of Magnetic Resonance, 2008).

Wplyw promieniowania jonizujgcego na erytrocyty

Badania wilasnosci fizyko-chemicznych erytrocytdéw oséb z czynnikami ryzyka choroby
sercowo-naczyniowej, ktére stanowily gldwna lini¢ mojej dziatalnosci badawczej, sprzyjaly

rozwojowi innych projektéw wykorzystujacych krwinki czerwone jako sond¢ zmian w organizmie.
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Erytrocyty, ze wzgledu na dobrze poznang ich budowe i brak organelli komérkowych, stanowia
doskonaty modelowy system do badan wplywu promieniowania jonizujacego na komorki ssakéw. W
jednym z takich projektéw badaliSmy wptyw malych dawek promieniowania neutronowego na
hemoglobine. Podczas kilkuminutowych ekspozycji naswietlaniu dawka rzgdu 50 uGy poddawane
byly erytrocyty wyizolowane od oséb zdrowych (zastosowane dawki byly znacznie mniejsze od tych,
dla ktérych obserwowano zjawisko hormezy radiacyjnej, ale wyzsze od dawek promieniowania tla).
Do oceny zmiany stanu hemoglobiny wykorzystana byla spektroskopia mdossbauerowska.
Zaobserwowalismy, ze tylko dwie formy hemoglobiny: OxyHb i DeoxyHb, czyli te, ktore
fizjologicznie uczestnicza w transporcie tlenu, sa wrazliwe na dziatanie zastosowanych niskich dawek
promieniowania neutronowego i przeksztalcaja si¢ w nowa forme Hb,,. Natomiast nieaktywna forma
HbOH/H,O (powstata z OxyHb) nie ulegata zmianom na skutek naswietlania. Wyniki opublikowane
zostaly w artykule ,,Mossbauer studies of hemoglobin in erythrocytes exposed to neutron radiation”
(Hyperfine Interact. 2012).

W ramach kolejnego projektu badaliSmy, przy uzyciu spektroskopii absorpcyjnej, wpltyw
matych dawek promieniowania gamma (od 0.04 do 1.8 mGy) na stabilno$¢ erytrocytéw pobranych
od 0s6b zdrowych i pacjentéw z cukrzyca. Zaobserwowane zostaty wyrazne nieciggtosci w przebiegu
zaleznosci stopnia hemolizy od dawki promieniowania gamma w obu grupach pacjentow,
najprawdopodobniej zwiazane z aktywacja enzymatycznych i chemicznych proceséw w blonie na
kolejnych etapach naswietlania. Wraz ze wzrostem dawki promieniowania gamma, w cukrzycy
nastepuje globalny spadek stopnia hemolizy, podczas gdy u 0séb zdrowych hemoliza utrzymuje si¢ w
przyblizeniu na statym poziomie. Dodatkowo, wartosci dawki, przy ktoérych wystepuja obserwowane
nieciagtosci badanych funkgji, sa charakterystyczne dla danej grupy, ale rézne w obu grupach. Mozna
przypuszczal, ze za stwierdzane réznice odpowiedzialna jest modyfikacja blony lipidowej i
cytoszkieletu erytrocytow pacjentow z cukrzyca zwigzana z zaburzeniami enzymatycznymi w
przebiegu hiperglikemii. Obserwowane efekty nie wydaja si¢ by¢ natomiast spowodowane zmianami
w hemoglobinie, gdyz, za pomocg spektroskopii mdssbauerowskiej wykazano, ze jedynie najwyzsze
stosowane tutaj dawki promieniowania gamma powoduja modyfikacj¢ hemoglobiny i to w podobny
sposob u zdrowych, jak i chorych na cukrzyce oséb. Wyniki opublikowane zostaly w pracy ,,Effects
of low doses of gamma rays on the stability of normal and diabetic erythrocytes” (Acta Biochimica

Polonica, 2011)

Badania struktury cytoszkieletu réznych rodzajow komorek za pomocq AFM

Program badan sztywnosci erytrocytéw za pomoca mikroskopu sit atomowych u pacjentow z
czynnikami ryzyka choroby sercowo-naczyniowej, ktéry prowadzitam we wspdtpracy z Instytutem
Fizyki Jadrowej PAN, i ktory opisalam przy omawianiu moich wiodacych prac, pozwolit mi na

wlgczenie si¢ do innych eksperymentow dotyczacych pomiaréw sztywnosci komorek z AFM. Jeden z
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cykli takich eksperymentéw dotyczyl sztywnosci zaréwno fibroblastow, jak i erytrocytdw w
zaleznosci od glebokosci ugiecia spowodowanego naciskiem ostrza AFM (,, Depth-sensing analysis of
cytoskeleton organization based on AFM data”, European Biophysics Journal 2012). Wykazano, ze
rozklady wartosci modutu Younga otrzymane dia nieduzych glebokosci ugiecia charakteryzuja
glownie wierzchnig warstwe sieci potaczen aktynowych, natomiast dla duzych glebokosci ugiecia
rozklady modutu Younga opisuja sztywnos¢ calej komorki. Otrzymane rezultaty pozwalaja na oceng
niejednorodnosci cytoszkieletu, co moze zosta¢ wykorzystane do celéw diagnostycznych np. komérek

nowotworowych.

Epidemiologia i profilaktyka chorob ukladu sercowo-naczyniowego

Poza pracg dydaktyczng i naukowg w Collegium Medicum, jestem zatrudniona jako lekarz w
Podstawowej Opiece Zdrowotnej Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie. Stad tez zostalam wlaczona
do kilku programéw majacych na celﬁ okreslenie czestosci wystepowania modyfikowalnych
czynnikéw ryzyka choréb ukiadu krazenia wsrod oséb zglaszajacych si¢ do lekarza pierwszego
kontaktu.

Jednym z projektow byta ogdlnopolska akcja ,,Zmierz cisnienie - ocen ryzyko”, prowadzona
w osrodkach podstawowej opieki zdrowotnej w Polsce w latach 2004-2005, w ramach ktérego
wykazano, ze wprowadzenie programéw edukacyjnych oraz dziatan prewencyjnych wsrédd chorych,
daje szans¢ zmniejszenia ryzyka sercowo-naczyniowego (J. Sulicka i inni, Wybrane czynniki ryzyka
chorob sercowo-naczyniowych u pacjentéw podstawowej opieki zdrowotnej, Nadci$nienie Tetnicze
2006).

Kolejny program badawczy dotyczyt trafnosci oceny, przez lekarzy opieki ambulatoryjnej w
Polsce, ryzyka sercowo-naczyniowego (CV) u chorych z niekontrolowanym nadcisnieniem tgtniczym.
Okazato sie, ze lekarze dokonujg nieprecyzyjnej oceny ryzyka CV, co moze wptywac na intensywnosc
stosowanego leczenia (B. Gryglewska i inni, Ryzyko sercowo-naczyniowe chorych z
niekontrolowanym nadcisnieniem temiczym i jego ocena w lecznictwie otwartym w Polsce,
Nadcisnienie Tetnicze 2007).

W ramach nastgpnego projektu, przeprowadzonego w osrodkach podstawowej opieki
zdrowotne] w Polsce, poddano jednorazowej ocenie wystgpowanie czynnikoéw ryzyka sercowo-
naczyniowego u 0sob starszych. Okazato si¢, ze najwigkszg role w zwigkszeniu ryzyka CVD w tej
grupie wiekowej odgrywala: a) obecno$¢ nadcisnienia tgtniczego, a w szczegdélnosci nadcisnienia
izolowanego skurczowego, b) dos¢ duze rozpowszechnienie palenia tytoniu (wéréd mezczyzn) oraz c)
otylo$¢, zwlaszcza brzuszna (u kobiet). (B. Gryglewska i inni, Czynniki ryzyka sercowo-naczyniowego
wsrod starszych pacjentow podstawowej opieki zdrowotnej. Prz. Lek. 2007).

W innym projekcie badawczym przeprowadzona zostata ocena ryzyka sercowo-naczyniowego

u kobiet z prawidlowym cisnieniem te¢tniczym, w trakcie jednej wizyty u lekarza POZ. Analiza
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zgromadzonych danych pokazata, ze w miodszych grupach wiekowych ryzyko sercowo-naczyniowe
bylo gldwnie zwigzane z paleniem papieroséw, w grupie starszych kobiet wzrastatlo wraz ze
zwickszaniem si¢ nadwagi, otyfosci i otylosci brzusznej, a w najstarszej grupie wiekowej wiazalo si¢ z
obecnoscig choroby sercowo—naczyniowej lub cukrzycy (B. Gryglewska i inni, Women with
prehypertension in primary care - Risk profile on the basis of selected cardiovascular risk factors,
Blood Pressure 2009).

W latach 2003-2006 uczestniczytam w realizacji miedzynarodowego projektu EUROACTION
majacego na celu zbadanie, czy multidyscyplinarny zespdt koordynowany przez pielggniarke,
stosujacy odpowiedni prewencyjny program kardiologiczny, moze poprawié¢ standardy profilaktyki
kardiologicznej w opiece medycznej. Projekt finansowany byt przez European Society of Cardiology.
Petnitam w nim funkcje¢ koordynatora dla przychodni- Podstawowej Opieki Zdrowotnej Szpitala
Uniwersyteckiego w Krakowie. Program prowadzony byt w oémiu krajach Europy. W kazdym z nich
wytypowano po szes¢ par szpitali (dla czesci programu dotyczacej kardiologii interwencyjnej) i po
szes¢ par przychodni medycyny rodzinnej (dla czgs$ci programu dotyczacej podstawowej opieki
zdrowotnej). Do programu kwalifikowani byli pacjenci z chorobg wiencows i bezobjawowi chorzy z
wysokim ryzykiem sercowo-naczyniowym. Ustalono, ze aby prowadzi¢ skuteczne dziatania
prewencyjne schorzen uktadu sercowo-naczyniowego nalezy, biorac pod uwagg specyfike
poszczegodlnych krajoéw, opracowaé specjalistyczny program prewencyjny mozliwy do zastosowania
we wszystkich szpitalach i przychodniach sprawujacych opieke nad pacjentami z chorobami uktadu
sercowo-naczyniowego lub nad pacjentami bezobjawowymi, obarczonymi wysokim ryzykiem
choroby sercowo-naczyniowej. Rezultaty zostaty opublikowane w pracy D.A. Wood et al., Nurse-
coordinated multidisciplinary, family-based cardiovascular disease prevention programme
(EUROACTION) for patients with coronary heart disease and asymptomatic individuals at high risk

of cardiovascular disease: a paired, cluster-randomised controlled trial, Lancet 2008.
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Udziat w projektach badawczych

Projekty krajowe

Grant wlasny MNiSzW: | Wphw zaburzen wiasnosci reologicznych erytrocytow na rozwdj
niekorzystnych zmian narzqgdowych i naczyniowych u pacjentéw z czynnikami ryzyka chorob
uktadu sercowo-naczyniowego”; okres realizacji: 2009-2012; kierownik grantu

Projekt statutowy CM UJ nr K/ZDS/003787: ,,Zaburzenia skiadu pierwiastkowego
erytrocytow w odniesieniu do zmian ich wlasnosci reologicznych oraz zmian w mikrokrgzeniu
skornym u pacjentow z nadcisnieniem tetniczym’; okres realizacji: 2012-2015; kierownik
projektu

Projekt statutowy CM Ul nr K/ZDS/0001041: ,.Zmiany wlasnosci fizyko-chemicznych
erytrocytow w przebiegu choroby nadcisnieniowej, cukrzycy i hyperlipidemii oraz ich wphyw
na geometrig lewej komory serca”; okres realizacji: 2009-2011; kierownik projektu

Projekt statutowy CM UJ nr S01/NKL/184L: ,,Wl&snos’ci reologiczne erytrocytow a ryzyko
choroby sercowo-naczyniowej”’; okres realizacji: 2006-2007; kierownik projektu

Projekt wiasny CM Ul ,,Wphw matych dawek aspiryny na zmiang sztywnosci scian
erytrocytow oraz na agregacje erytrocytow”; okres realizacji: 2005-2006; kierownik
projektu

Projekt statutowy CM UJ nr 501/NKL/137/L: ,,Ocena powtarzalnosci pomiaréw kompleksu
intima-media tetnic szyjnych za pomocg dwuwymiarowego badania ultrasonograficznego”,
okres realizacji: 2005; kierownik projektu

Projekt wiasny CM UJ, nr WL/580/KL/L, WL/NKL/19/L: ,,Analiza epidemiologiczna
nawrotowych zapalen ptuc u pacjentow hospitalizowanych w latach 1999-2002”; okres
realizacji: 2003-2004; kierownik projektu

Grant KBN nr 6 PO5D 002 20: ,,Badania epidemiologiczne nad zwyczajami zywieniowymi
Jako czynnikami ryzyka w wybranych chorobach nowotworowych ukladu trawiennego”; okres
realizacji: 2001 - 2004; wspélwykonawca

Projekt statutowy CM UJ nr: 501/KL/444/L: ,,Analiza przephywow metodg Dopplera w
ukladzie naczyniowo-kregowym czlowieka w aspekcie wptywu nitratow”; okres realizacji:
2001-2002; kierownik projektu

Projekt wtasny CM UJ nr 17/PKL/91: ,.Zachorowalnos¢ na bialaczki u dorostych i dzieci w
rejonie krakowskim w okresie 1978-19917; okres realizacji: 1999-2001; kierownik projektu

Projekty migdzynarodowe

Projekt: ,.Epleronone Post-Acute Myocardial Infarction Heart Failure Efficacy and Survival
Study” (Badanie oceniajgce bezpieczenstwo i efektywnos¢ leczenia eplerenonem u pacjentow z
pozawalowg niewydolnoscig serca), IND#51, 780, wg. protokotu 1€3-99-02-035; okres
realizacji projektu: 1999 — 2004; charakter udziatu: Deputy Coordinator at the University
Hospital in Krakéw

Projekt European Society of Cardiology: ,,Multidisciplinary, family-based cardiovascular
disease prevention programme EURQACTION for patients with coronary heart disease and
asymptomatic individuals at high risk of cardiovascular disease: a paired, cluster-randomised
controlled trial”, zarejestrowany pod numerem ISRCTN 71715857; okres realizacji projektu:
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2003-2006; charakter udziatu: Coordinator at the Primary Care Unit of the University
Hospital in Krakéw.

Referaty wygloszone na konferencjach miedzynarodowych

M. Fornal, M. Dubiel, M. Stompér, J. Krolezyk, T. Grodzicki.

?Impaired Microvascular Reactivity in Patients at High Cardiovascular Disease Risk”.
EUROPREVENT 2007: Annual Congress of the European Association for Cardiovascular
Prevention & Rehabilitation, April 19-21, 2007, Madrid, Spain.

M. Fornal, R.A. Korbut, M. Lekka, G. Pyka-Fosciak, B. Wizner, J. Styczen, T. Grodzicki.
“Deformability, Aggregability and Stiffness of Erythrocytes in Patients at at High
Cardiovascular Disease Risk”.

14" Conference of the European Society for Clinical Hemorheology and Microcirculation,
June 27 - 30, 2007, Dresden, Germany. '

M. Fornal, R.A. Korbut, J. Krélczyk, T. Grodzicki.

“Evolution of rheological properties of erythrocytes and left ventricular geometry in
cardiovascular disease risk patients™.

15" Conference of the European Society for Clinical Hemorheology and Microcirculation,
June 28 — July 2, 2009, Pontresina, Switzerland.

M. Fornal, R.A. Korbut, T. Grodzicki.

“Relevance of erythrocyte deformability to the concentration of soluble cell adhesion
molecules and glomerular filtration rate in patients with untreated essential hypertension®.
16™ Conference of the European Society for Clinical Hemorheology and Microcirculation,
June 18 — 21, 2011, Monachium, Germany.

M. Fornal, B. Wizner, M. Cwynar, J. Krélczyk, A. Kwater, R.A. Korbut, T. Grodzicki.
“Red blood cell distribution width (RDW) and MCHC as probes of target organ damage and
inflammation component in newly diagnosed hypertension™.

17" Conference of the European Society for Clinical Hemorheology and Microcirculation,
July 6 — 9, 2013, Pecs, Hungary.

Cztonkostwo w komitetach i towarzystwach naukowych

cztonek Advisory Committee of the European Society for Clinical Hemorhelogy and
Microcirculation, od 2011 r.,

cztonek:

International Society for Clinical Hemorheology, od 2008 r.

Towarzystwo Internistéw Polskich

Polskie Towarzystwo Gerontologiczne

Polskie Towarzystwo Kardiologiczne

European Society of Cardiology

Polskie Towarzystwo Alzheimerowskie
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5.5 Wspdlczynniki bibliometryczne
(peing analize bibliometryczng zawiera osobny zatgcznik)

Sumaryczny ,,impact factor”: 22,374

Wspdlczynnik Hirscha (wg. bazy Web of Science): 4

Punktacja KBN/MNiSW: 262

»Indeks Copernicus™: 83,26

»lmpact factor” publikacji z udziatem w badaniach wieloosrodkowych: 28,409
Liczba cytowan (wg. ISI Web of Science z dnia 28.08.2013): 63

6. Dzialalno§¢ dydaktyezna i organizacyjna

od 1990 prowadzenie ¢wiczen i seminaridw z zakresu propedeutyki chordéb
wewngtrznych dla studentow 11T roku Wydziatu Lekarskiego CM UJ (do 1993 r.
Akademii Medycznej im. M. Kopernika)

1995 - 2005 prowadzenie ¢wiczen i seminariow z zakresu chorob wewngtrznych dla
studentéw VI roku Wydziatu Lekarskiego CM UJ

1997 prowadzenie zaje¢ z zakresu choréb wewngtrznych dla studentow
zagranicznych I'V roku Wydziatu Lekarskiego CM UJ

2000 — 2007 koordynowanie oraz opieka dydaktyczna nad lekarzami odbywajgcymi staz
podyplomowy z zakresu choréb wewnetrznych w Klinice Choréb
Wewngtrznych 1 Geriatrii (do 2001 r. w [ Klinice Choréb Wewnetrznych)
Szpitala Uniwersyteckiego w Krakowie

2007 — 2011 prowadzenie ¢wiczen i seminaridow z zakresu chordb wewnetrznych i geriatrii
dla studentéw Szkoty Medycznej dla Obcokrajowcow Wydziatu Lekarskiego
CMUuJ

od 2008 opieka dydaktyczna nad lekarzami odbywajacymi staz podyplomowy z zakresu
_chorob wewnetrznych w ramach $wiadczenia ustug zdrowotnych w Poradni
Podstawowej Opieki Zdrowotnej SU w Krakowie

2009 - 2011 prowadzenie ¢wiczen i seminaridéw z zakresu geriatrii dla studentoéw VI roku
Wydziatu Lekarskiego CM UJ

od 2010 prowadzenie wykladdéw z zakresu geriatrii w ramach kursu specjalizacyjnego
studiéw podyplomowych Medycznego Centrum Ksztatcenia Podyplomowego
CM UJ

od 2012 prowadzenie wyktadow i ¢wiczen z zakresu geriatrii dla studentow kierunku

Dietetyka CMUJ

2012 zorganizowanie zebrania zatozycielskiego Polskiego Towarzystwa
Hemoreologii i Mikrokrazenia; koordynator rejestracji Towarzystwa
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