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Od 1995 — Szkota Medyczna dla Obcokrajowcow Collegium Medicum UJ —
wyktadowca
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GmbH, Overath, Niemcy - monitorowanie 11 i IV fazy badan klinicznych lekow

1997 - 2000 - Studia Doktoranckie - Collegium Medicum UJ
2003 - 2013 - Katedra i Zaktad Histologii Collegium Medicum UJ — adiunkt

Od 2013 - Katedra i Zaktad Histologii Collegium Medicum UJ — starszy wyktadowca
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4. Wskazanie osiaggniecia* wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.
nr 65, poz. 595 ze zm.):

a) tytul osiggniecia haukowego/artystycznego,
Jednotematyczny cykl publikacji:

Badania wybranych czynnikow bioracych udzial w przebudowie i kalcyfikacyjnej
degeneracji ludzkich aortalnych zastawek serca.

b) (autor/autorzy, tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa),

1. Lis GJ, Litwin JA, Kapelak B, Furgal-Borzych A, Gajda M, Cichocki T, Sadowski J.
Development of mature lamellar bone with a hematopoietic compartment in an aortic
valve homograft. J Heart Valve Dis. 2009;18:578-80. IF - 1,033; MNiSW - 15

2. Lis GJ, Jasek E, Gajda M, Litwin JA, Czubek U, Jasinska M, Kapelak B, Sadowski J.
Participation of tenascin C in native and homograft aortic valve degeneration Adv Clin
Exp Med. 2011;20:157-164. IF - 0,176; MNiSW - 15

3. Lis GJ, Czubek U, Jasek E, Dziedzic-Oleksy H, Kapelak B, Nessler J, Sadowski J,
Litwin JA. Histopathological characteristics of bicuspid aortic valve neovascularization
and its impact on calcific remodeling and stenosis severity. Exp Clin Cardiol.
2014;20:5206-5215. MNiSW - 15

4. Lis GJ, Czapla-Masztafiak J, Kwiatek WM, Gajda M, Jasek E, Jasinska M, Czubek U,
Borchert M, Appel K, Nessler J, Sadowski J, Litwin JA. Distribution of selected
elements in calcific human aortic valves studied by microscopy combined with SR-
uXRF: influence of lipids on progression of calcification. Micron 2014;67:141-148.

IF - 1,988; MNiSW - 30

5. Czapla-Masztafiak J, Lis GJ, Gajda M, Jasek E, Czubek U, Bolechata F, Borca C,
Kwiatek WM. Determination of oxidation state of iron in normal and pathologically
altered human aortic valves. Nucl Instrum Methods Phys Res B. 2015;364:70-75.
IF-1,124; MNiSW - 25

6. Lis GJ, Czubek U, Jasinska M, Jasek E, Loboda A, Dulak J, Nessler J, Sadowski J,
Litwin JA. Elevated serum osteoprotegerin is associated with decreased osteoclastic
differentiation in stenotic aortic valves. J Physiol Pharmacol. 2014;65:377-82.

IF - 2,386; MNiSW - 25

7. Lis GJ, Czubek U, Jasek-Gajda E, Loboda A, Dulak J, Nessler J, Kapelak B, Sadowski
J, Litwin JA. Influence of osteoclasts and osteoprotegerin on the mode of calcific
degeneration of aortic valves. Pol Arch Med Wewn. 2016;126:149-158. IF - 2,121;
MNISW - 25

L.aczna punktacja cyklu: IF — 8,828; MNiSW - 150
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c) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiggnietych

wynikow wraz z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Degeneracja wapniowa zastawki aortalnej jest ztozonym, przewlektym procesem
patologicznym prowadzacym do uposledzenia mozliwosci prawidtowego otwarcia zastawki
warunkujacego swobodny przeptyw krwi do aorty podczas skurczu lewej komory. Progresja
zwezenia zastawki (stenozy) prowadzi do koniecznosci wymiany zastawki, a proby
farmakologicznego zahamowania czy tez odwrocenia zmian w zastawkach jak dotad nie sg
skuteczne. Szybko postepujacy proces degeneracji wapniowej obserwuje si¢ w przypadku
zastawek o wrodzonej nieprawidlowej budowie (jak dwuptatkowe) jak rowniez w
przeszczepianych zastawkach homogennych czy ksenogennych, co stanowi ich istotng wade w
stosunku do zastawek sztucznych.

Pod wzgledem patogenezy degeneracja zastawki aortalnej wykazuje wiele analogii do
zmian miazdzycowych w naczyniach. Wystepuje uszkodzenie srodbtonka, akumulacja lipidow,
proces zapalny 1 zmiany kalcyfikacyjne, ktérych stopien rozwoju jest w zastawkach wigkszy
niz w przypadku zmian miazdzycowych. Uszkodzenie bariery srodbtonkowej utatwia wnikanie
do zrebu zastawki czynnikdéw krwiopochodnych i komorek zapalnych, ktorych aktywnosé
stopniowo uszkadza prawidtowg histoarchitektonike ptatkow. Wczesnym przejawem patologii
jest pojawienie si¢ w zrebie ptatka ztogéw lipidow 1 lipoprotein (LDL, Lp(a)) wraz z
towarzyszacymi im apolipoproteinami (APO-B, APO-(a), APO-E) $wiadczacymi o ich
krwiopochodnym pochodzeniu. Oksydacyjna modyfikacja lipidow sprzyja procesom
kalcyfikacji, a takze indukuje w komorkach srodblonka ekspresje czasteczek adhezyjnych
(VCAM-1, ICAM-1) i chemoatraktantow (MCP-1) utatwiajacych przenikanie z krwi do zrebu
zastawki komorek zwlaszcza pochodzenia monocytarnego.

Wcezesnym zmianom lipidowym towarzyszy zatem obecno$¢ komorek nacieku
zapalnego, ktore w zdrowych zastawkach nie wyst¢puja lub sg spotykane jedynie sporadycznie.
Sa to gtownie makrofagi ale réwniez limfocyty, mastocyty, plazmocyty czy komorki
dendrytyczne. Nacieki zapalne o r6znym nasileniu sg praktycznie stalym elementem obecnym
zarowno we wczesnych jak i bardziej zaawansowanych stadiach degeneracji zastawek.
Komorki zapalne sa zrodlem licznych cytokin jak IL-1B, IL-2, IL-6, TNFa, TGFp1
indukujacych produkcje metaloproteinaz macierzy zdolnych degradowa¢ wszystkie sktadniki

zrebu zastawki (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9), katepsyn (S, K, V i G) i glikoprotein
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bioragcych udzial w procesach widknienia (trombospondyna-2, tenascyna C). Wykazano
rowniez aktywacje¢ uktadu dopetniacza, a takze ekspresj¢ receptoréw typu Toll-like (Toll-like
receptor 2 1 4) ktorych stymulacja moze prowadzi¢ do réznicowania si¢ komorek zrebu
zastawki (VIC — valvular interstitial cell) w kierunku osteoblastycznym (osteoblasticVIC —
obVIC). Procesy te wywotuja niszczenie i degradacje¢ zrebu zastawki, a z drugiej strony
wzmozong syntezg¢ jego sktadnikoéw w wyniku dziatania czynnikéw profibrotycznych (TGFp).
Efektem tych przeciwstawnych proceséw jest pogrubienie i dezorganizacja prawidlowej
trojwarstwowej architektoniki platka okreslana jako jego patologiczna przebudowa
(remodeling). Zmianom tym czg¢sto towarzyszy rozwoj naczyn krwionosnych. W fizjologicznie
nieunaczynionych ptatkach pojawiaja si¢ przede wszystkim cienko$cienne naczynia typu
kapilar i w mniejszym zakresie naczynia o grubszej $cianie z warstwa komorek kurczliwych.
Istotnym skutkiem rozwoju unaczynienia wydaje si¢ by¢ zwiekszenie dostepnosci pogrubiatego
zrgbu zastawki dla krwiopochodnych komorek 1 czynnikdow nasilajacych procesy degeneracji
zastawki. Ponadto wykazano niski stopien szczelnosci tworzonych naczyn czego skutkiem
moga by¢ pojawiajace si¢ w uszkodzonych zastawkach ogniska mikrokrwawien, a takze
aktywne procesy wykrzepiania.

Najbardziej spektakularnym zjawiskiem w przebiegu degeneracji zastawki jest jej
kalcyfikacja. Dostrzegana makroskopowo jedynie w bardziej zaawansowanych fazach jest
obecna praktycznie od samego poczatku rozwoju zmian 1 stanowi glowny czynnik
odpowiadajacy za usztywnienie ptatkdw i hemodynamiczng progresje stenozy. Przyczyny i
mechanizmy kalcyfikacji zastawki aortalnej sa badane od ponad stu lat. Poczatkowo dominowat
poglad, ze kalcyfikacja (mineralizacja) tkanek, ktére fizjologicznie nie sg zmineralizowane
(kalcyfikacja ektopowa) jest prostym (biernym) fizykochemicznym procesem, konsekwencja
lokalnego uszkodzenia tkanki i udostepnienia miejsc wigzacych jony Ca®" i PO43, ktore w
ptynach pozakomorkowych sg obecne w stanie metastabilnym w stezeniu bliskim punktowi ich
precypitacji. Gwarancjg ich niewytracania si¢ z roztworu jest obecnos¢ w ptynach ustrojowych
biatkowych inhibitorow kalcyfikacji, wsréd ktorych najistotniejsza role przypisuje si¢
chelatorom jonoéw wapniowych, takim jak biatko GLA macierzy (matrix GLA protein - MGP)
czy fetuina A (fetuin-A/AHSG). Obnizenie poziomu inhibitoréow skutkuje bierng precypitacja
soli wapnia. Potwierdzeniem stuszno$ci tej teorii jest fakt, ze myszy z wylagczonym genem
kodujagcym MGP rozwijaja masywng kalcyfikacje aorty. Podobnie w badaniach na modelu
szczurzym, zablokowanie aktywnosci MGP prowadzi do rozwoju zmian kalcyfikacyjnych w
naczyniach. Fizykochemiczne mikrouszkodzenia (defekty strukturalne) takich elementéw

zastawkowych jak wiokna kolagenowe i sprezyste, a takze obecne w zastawce proteoglikany,
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lipidy czy tez ciatka apoptotyczne (fosfolipidy blon komérkowych) sg dobrymi nukleatorami
inicjujgcymi procesy mineralizacyjne.

Rozw¢j technik badawczych w ostatnich trzydziestu latach umozliwit przesledzenie
procesOw jakie towarzyszg kalcyfikacji na poziomie subkomoérkowym, biochemicznym i
pierwiastkowym, efektem czego jest dominujacy obecnie poglad, iz ekotopowa kalcyfikacja
jest aktywnie regulowanym procesem, w ktory zaangazowany jest zespot wyspecjalizowanych
komorek i produkowanych przez nie mediatorow. Wspotczesne badania udowodnity obecno$é¢
w wapniejgcych zastawkach licznych glikoprotein macierzy i czynnikéw zwigzanych z
regulacja biomineralizacji w trakcie fizjologicznej osteogenezy, takich jak osteopontyna,
osteokalcyna, osteonektyna, sialoproteina-II, biatka morfogenetyczne kosci (BMP2, BMP4).
Wykazano réwniez ekspresje czynnikéw transkrypcyjnych zwigzanych z osteoblastogeneza
(RUNX2/Cbfal i MSX2) i1 chondroblastogeneza (Sox9). Uwaza si¢, ze pojawienie si¢
osteoblastycznego fenotypu komorki w zastawce jest kluczowe dla rozwoju kalcyfikacji i
prowadzi do wytworzenia struktur kostnych w zastawce. Zrodtem komorek osteoblastycznych
moga by¢ obecne w zastawce komorki srodmigzszowe o fenotypie komodrek progenitorowych
(pVICs) 1 komorek osteoblastycznych (obVICs), jak tez krazace komorki progenitorowe oraz
komorki mezenchymatyczne powstale w procesie transréznicowania z komorek
srodblonkowych (endothelial-to-mezenchymal transition — EMT).

Drugim typem komorek zaangazowanych w proces patologicznej przebudowy zastawek
sg osteoklasty, komorki pochodzenia monocytarnego zdolne do dekalcyfikacji i resorpcji tkanki
kostnej, uczestniczace w procesie jej ciaglej przebudowy. Badania wykazaly obecnosé
komorek wykazujacych cechy fenotypowe osteoklastow w wapniejagcych zmianach
naczyniowych 1 zastawkowych. W badaniach na modelu mysim stwierdzono takze zdolnos¢
tych komorek do resorpcji depozytdéw wapniowych. Ukladem integrujacym aktywnos$é
komorek osteoblastycznych i osteoklastycznych w przypadku fizjologicznego kostnienia jest
uktad OPG/RANK/RANKL (osteoprotegeryna, aktywator receptora jadrowego czynnika kB i
jego ligand). Stwierdzono, ze interakcja RANK (receptor activator of nuclear factor-kB)
obecnego w blonie prekursorow osteoklastow z jego ligandem RANKL (receptor activator of
nuclear factor-xB ligand) obecnym w blonie i uwalnianym glownie przez komorki
osteoblastyczne indukuje powstawanie osteoklastow. Co ciekawe, RANKL jest takze
produkowany przez aktywowane limfocyty T, co w pewien sposob integruje homeostaze tkanki
kostnej z uktadem immunologicznym 1 procesami zapalnymi. Osteoprotegeryna (OPG) jest
glikoproteing wydzielang przez osteoblasty, ktora ma silne powinowactwo do RANKL i

blokuje jego mozliwo$¢ wigzania si¢ z RANK hamujgc tym samym tworzenie osteoklastow.
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W ostatnich latach obecnos¢ elementow uktadu OPG/RANK/RANKL zidentyfikowano
w zastawkach aortalnych. Wyniki badan wskazuja roéwniez na zwigzek poziomu OPG w
surowicy pacjentow stenotycznych poddanych zabiegowi wymiany zastawki z parametrami
remodelingu lewej komory 1 wystegpowaniem niekorzystnych zdarzen sercowych w
dhugookresowym przebiegu pooperacyjnym. Wydaje si¢ zatem, ze uktad OPG/RANK/RANKL
zwigzany zaréwno z komoérkami o kluczowym znaczeniu w procesach kosciotworzenia i
kalcyfikacji jak i komérkami zapalnymi moze odgrywac istotng regulacyjng role w degeneracji
zastawki. Nalezy przy tym zaznaczy¢, ze cho¢ obecno$¢ zwigzkow typowych dla macierzy
kostnej w degenerujacej zastawce jest do$¢ czesta, pojawienie si¢ prawdziwe] metaplazji
kostnej jest zjawiskiem stosunkowo rzadkim, wystepujacym u kilku do kilkunastu procent
operowanych chorych. Zaré6wno mechanizm powstawania tego fenomenu jak i znaczenie dla
przebiegu choroby nie sg jasne.

Badania fizykochemiczne, w tym rowniez prowadzone przeze mnie we wczesniejszych
latach we wspotpracy z Instytutem Fizyki UJ wykazaty, ze dominujagca formg mineralu
obecnego w zlogach wapniowych w zastawkach natywnych jak i homo- czy ksenogennych jest
hydroksyapatyt, minerat fosforanowo-wapniowy stanowigcy rowniez gldwny nieorganiczny
sktadnik kosci. Cho¢ w jego strukturze dominuje wapn 1 fosfor, to w niewielkich ilosciach
wystepuja rowniez kationy Na, K, Pb, Sr, Ra, Cu, Mn, Fe oraz aniony weglanowe,
cytrynianowe, mleczanowe czy fluorkowe. We wczesnych fazach rozwoju mineralizacji obok
hydroksyapatytu wystepuja rowniez inne formy fosforanéw wapnia, co wskazuje, ze z
postgpem choroby nastgpuje nie tylko postep terytorialny wapnienia, lecz rowniez zachodza
procesy zmieniajace fizykochemiczng 1 morfologiczng charakterystyke zwapnien.

Chociaz generalnie wzrost kalcyfikacji zarowno w zmianach zastawkowych jak 1
naczyniowych uwaza si¢ za czynnik niekorzystny wiazacy si¢ z progresja choroby i
pogorszeniem rokowania, to jednak istnieja dane wskazujace, ze nie wszystkie formy
kalcytfikacji sg jednakowo niekorzystne, a niektore z nich moga wrecz korzystnie wptywac na
trwato$¢ platka zastawki (co wykazalem we wczesniejszych badaniach dotyczacych trwatosci
homograftow (Lis et al. J Heart Valve Dis. 2003;12:741-51)) czy stabilno$¢ blaszki
miazdzycowej i redukowac czestos¢ przejsciowych atakow ischemicznych (Hunt et al. Stroke.
2002;33:1214-1219).

Wskazuje to na konieczno$¢ wnikliwszej analizy procesu degeneracji wapniowej
zastawek z uwzglednieniem histopatologicznej niejednorodnosci zmian i zwigzanych z tym

potencjalnych réznic w znaczeniu poszczeg6lnych typoéw zmian dla postgpu stenozy.
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Sktonito mnie to do podjecia tej tematyki badawczej 1 wspdipracy w tym zakresie z
Katedra i Klinikg Chirurgii Serca, Naczyn i Transplantologii CMUIJ kierowang przez prof.
Jerzego Sadowskiego i Katedra i Klinikg Choroby Wienicowej CMUJ kierowang przez prof.
Jadwige Nessler. Badania byly finansowane z uzyskanej przeze mnie dotacji statutowej CMUJ
(projekty: K/ZDS/000987 1 K/ZDS/003823). Wspotpraca z Oddziatem Zastosowan Fizyki i
Badan Interdyscyplinarnych Instytutu Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego PAN
w Krakowie kierowanym przez prof. Wojciecha M. Kwiatka i uzyskanie grantow badawczych
z europejskich laboratoriow fizyki jadrowej umozliwilty mi prowadzenie oryginalnych badan
taczacych tradycyjne metody histologiczne z zaawansowanymi technikami fizycznymi:
mikrofluorescencjg promieniowania synchrotronowego, SRIXE (synchrotron radiation-
induced X-Ray emission) — badania prowadzone w HASYLAB/DESY, Hamburg (Niemcy),
spektroskopig w podczerwieni FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy) — badania
prowadzone w INFN Laboratori Nazionale di Frascati (Wtochy) i metodg absorpcji
rentgenowskiej XANES (X-ray Absorption Near Edge Structure) — badania prowadzone w Paul
Scherrer Institut PSI Villigen (Szwajcaria).

Zagadnienia te stanowig temat prezentowanego cyklu publikacji i stanowig mdj
indywidualny wklad w rozwdj nauki. Publikacje sa przedstawiane zgodnie z kolejno$cia

prowadzonych prac badawczych.

1. Lis GJ, Litwin JA, Kapelak B, Furgal-Borzych A, Gajda M, Cichocki T, Sadowski J.
Development of mature lamellar bone with a hematopoietic compartment in an aortic valve
homograft. J Heart Valve Dis. 2009;18:578-80.

Jest to przypuszczalnie jedyny w pi$miennictwie $wiatowym opis przypadku
wystapienia petnej metaplazji kostnej w homografcie aortalnym. Praca zostata opublikowana
w impaktowanym czasopi§mie, a fakt unikalno$ci opisu zostat dostrzezony w pracy
analizujacej przypadki wystepowania metaplazji kostnej 1 chrzestnej w roznych typach
zastawek aortalnych podlegajacych degeneracji wapniowej (Torre et al. Cardiovasc Pathol.
2016;25:18-24.).

Przypadek dotyczyt 27-letniego m¢zczyzny u ktorego sze$¢ lat wczesniej dokonano
zastgpienia natywnej (dwuptatkowej) zastawki aortalnej pobranym ze zwlok (mezczyzna lat
52) homograftem aortalnym. W eksplantowane] zastawce stwierdzono obecno$¢ dwoch
fragmentéw dojrzatej kosci w formie beleczek o grubosci 40-100um wykazujacych budowe

blaszkowata (grubos¢ 3,4-3,6um) z widocznym w mikroskopie polaryzacyjnym
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charakterystycznym naprzemiennym uktadem blaszek jasnych i ciemnych. W obrgbie beleczek
widoczne byly jamki kostne z osteocytami polaczone systemem kanalikow kostnych.
Przestrzenie migdzy beleczkami wypelnione byly tkanka szpikowa z obecnym przedziatem
hemopoetycznym bogatym w wyspy erytroblastyczne, komorki mielopoezy sasiadujace z
jednopecherzykowymi adipocytami i komoérki trombopoezy. W grubszych fragmentach kosci
widoczne byty rowniez koncentryczne uktady blaszek wokol kanalow o $rednicy 40-90um
mieszczacych cienko$cienne naczynie krwionosne, co przypominalo systemy Haversa.
Widoczne byly réwniez cechy przebudowy kosci. Obszary degenerujacej chrzastki, a takze
pasma kwasochlonnego osteoidu z powierzchniowo zlokalizowanymi komodrkami
osteoblastycznymi i osteoklastycznymi wskazywaly na wystepowanie osyfikacji zar6wno
srédchrzestnej jak i na podlozu mezenchymatycznym. Pochodzenie kosci w badanym
przypadku nie jest jasne. Mtody wiek pacjenta, brak zmian kalcyfikacyjnych jego wiasnej
(dwuptatkowej) zastawki aortalnej i1 starszy wiek dawcy moze sugerowac, ze induktory
kostnienia znajdowaly si¢ w zastawce juz w momencie jej wszczepiania. Wyjatkowosé
opisanego przypadku i przedstawiona analiza pi$miennictwa dotyczacego wystgpowania cech
ossyfikacji w homograftach wskazuje, ze powstanie ko$ci nie jest prostym nastepstwem i

konsekwencja jej dystroficznej kalcyfikacji.

2. Lis GJ, Jasek E, Gajda M, Litwin JA, Czubek U, Jasinska M, Kapelak B, Sadowski J.
Participation of tenascin C in native and homograft aortic valve degeneration Adv Clin Exp
Med. 2011;20:157-164.

Opisany w poprzedniej pracy przypadek zwrdcit moja uwage na wystepowanie cech
aktywnej przebudowy w homograftach aortalnych. W kolejnym badaniu porownatem pod tym
wzgledem homografty i zastawki natywne. Gléwnym punktem zainteresowania byta tenascyna
C (TnC) glikoproteina macierzy biorgca aktywny udziat w m. in. w procesach morfogenezy
uktadu naczyniowego i kostnego, a po zakonczeniu rozwoju uczestniczagca w procesach
zapalnych, regeneracyjnych 1 przebudowy tkanek. Jest modyfikatorem aktywnosci
proliferacyjnej, migracyjnej oraz réznicowania i apoptozy komorek, a jej zwiazek z degeneracja
natywnych zastawek zostat dostrzezony stosunkowo niedawno (Satta i wsp. J Am Coll Cardiol.
2002; 39:96-101.). W badaniu poréwnywaliSmy ekspresje TnC w natywnych stenotycznych
aortalnych zastawkach serca 1 degenerujacych homograftach aortalnych na tle zmian w gestosci
I rozmieszczeniu komoérek uczestniczacych w przebudowie zastawek. Stosowano rutynowe

metody histologiczne, immunohistochemiczne (immunofluorescencja posrednia) oraz
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morfometryczne. Na skrawkach mrozeniowych znakowano TnC, aktywowane komorki
srédmiazszowe - aVIC (aSMA), makrofagi (CD68) oraz $rodbtonki (CD34, von Willebrand
Factor, laminin). Okreslano catkowitg ilos¢ komorek srédmiagzszowych (VIC) oraz proporcje
aVIC do VIC.

Wykazano silng ekspresj¢ TnC zarowno w natywnych stenotycznych jak 1
degenerujacych homogennych zastawkach aortalnych, co w przypadku tych ostatnich byto
stwierdzone po raz pierwszy. Cho¢ lokalizacja TnC w obu grupach zastawek byta podobna (tzn.
gléwnie w obrebie wapniejacych zmian ogniskowych oraz w komorkach srodbtonkowych
wyscielajacych naczynia obecne w sgsiedztwie zwapnien, a takze odcinkowo wzdluz
powierzchni ptatkdéw w rejonie blaszki podstawnej), to jednak poziom ekspresji TnC byt
istotnie wyzszy w zastawkach natywnych niz w homograftach. Ponadto w zastawkach
natywnych stwierdzono istotnie wigksza gestos¢ komorek oraz tendencje do wigkszej proporcji
aVIC w populacji komorek srodmiazszowych. W obu typach zastawek makrofagi lokalizowaty
si¢ gldwnie w rejonie wapniejacych zmian ogniskowych ale czesciowo takze w zrebie ptatkow.
Na uwage zastuguje fakt, ze szczegolng cecha homograftow byty ,,nablonkowate” uktady
makrofagébw obserwowane odcinkowo wzdluz powierzchni ptatka. Ponadto w tej grupie
wystepowato niemal calkowite zatarcie budowy warstwowej ptatkow, a takze znaczne ubytki
srodblonka 1 nierownomierna gestos¢ komorek srodmigzszowych oraz obecno$¢ obszaréw
catkowicie bezkomorkowych. Z kolei cechg zastawek natywnych byl rozwoj naczyn
krwiono$nych w rejonach zwapnien oraz pod powierzchnig platka, gdzie czgsto przyjmowaty
one forme¢ szerokich kanatéw czeSciowo wyscielonych srodblonkiem. W sasiedztwie naczyn
obserwowano komorki nacieku zapalnego.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze w obu typach zastawek (natywne i homogenne)
wystepuja aktywne mechanizmy przebudowy z udzialem TnC, aktywowanych komorek
srddmigzszowych 1 komorek zapalnych. W homograftach mechanizmy te s3 jednak
ograniczone, co sugeruje istotniejszy udziat procesow dystroficznej, biernej degeneracji w tym
przypadku. Poglad ten zostat ostatnio rozwinigty przez grupe patologow z Uniwersytetu

Harvarda (Torre et al. Cardiovasc Pathol. 2016;25:18-24.).

3. Lis GJ, Czubek U, Jasek E, Dziedzic-Oleksy H, Kapelak B, Nessler J, Sadowski J, Litwin
JA. Histopathological characteristics of bicuspid aortic valve neovascularization and its
impact on calcific remodeling and stenosis severity. Exp Clin Cardiol. 2014;20:5206-5215.
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W poprzednim badaniu wykazalem, Zze naczynia dostrzegane w degenerujgcych
zastawkach maja najczesciej morfologie typowych kapilar, ale stosunkowo cz¢sto pojawiaja
si¢ w nich roéwniez cienkoscienne przestrzenie naczyniowe o zdecydowanie szerszej Srednicy.
W kolejnej pracy postanowilem zatem oceni¢ czy rozwo6j naczyn w zastawce oraz ich
morfologia sg powigzane z obrazem kalcyfikacji 1 progresja zmian degeneracyjnych oraz
stopniem klinicznego zaawansowania stenozy.

Badaniom poddano 41 dwuptatkowych zastawek aortalnych pochodzacych od
pacjentow operowanych z powodu stenozy, u ktorych przed zabiegiem wykonano badanie
echokardiograficzne. W zastawkach histochemicznie identyfikowano obszary kalcyfikacji oraz
depozyty  widknika bedace $Swiadectwem  mikrokrwawien do  zrgbu  platka.
Immunohistochemicznie identyfikowano naczynia (komorki srodbtonka i blaszki podstawne),
a takze makrofagi. Oceniano obszar kalcyfikacji, stopieh rozwoju unaczynienia i
mikrokrwawien, nasilenie nacieku zapalnego, a takze stopien strukturalnej degeneracji ptatkow
w zmodyfikowanej czterostopniowej skali wg Warrena i Yonga.

Badanie wykazato rozwoj unaczynienia w 71% przypadkow. Naczynia lokalizowaty si¢
w rejonie ogniskowych zwapnien, a takze bezposrednio pod powierzchnig ptatka, czesciej po
stronie ventricularis. We wszystkich unaczynionych zastawkach naczynia miaty forme kapilar
o srednicy w granicach 10 - 20um. W 54% przypadkow w zastawkach wystepowaty roéwniez
cienko$cienne naczynia o znacznej 1 zmiennej $rednicy (50 - 100um), a wigc bardziej
przypominajace naczynia zatokowe niz typowe kapilary 1 dlatego zostaly okreslone przeze
mnie jako sinusoid-like vessels (SLV). Stopien rozwoju unaczynienia korelowat ze stopniem
strukturalnej degeneracji platkow, wystepowaniem 1 nasileniem mikrokrwawien, stopniem
rozwoju nacieku zapalnego, a takze z obecno$cig metaplazji kostnej w zastawce. Nie
stwierdziliémy natomiast istotnego zwiazku rozwoju unaczynienia z echokardiograficznymi
parametrami stopnia stenozy (gradient §redni i maksymalny) ani obszarem kalcyfikacji.

W pracy tej po raz pierwszy zostalo przeanalizowane znaczenie obecno$ci SLV w
stenotycznych zastawkach. Nie stwierdzitem zwigzku obecnosci tej formy naczyn z ogdélnym
stopniem rozwoju unaczynienia w zastawce, natomiast wiek pacjentow u ktdrych stwierdzono
obecno$¢ SLV byt istotnie nizszy od pozostatych. Poréwnanie zastawek zawierajacych SLV z
pozostatymi unaczynionymi zastawkami pokazato istotnie wigkszy obszar kalcyfikacji 1
czestsze wystepowanie mikrokrwawien w tych pierwszych.

Przedstawione wyniki wskazuja, ze rozw0j unaczynienia w zastawce wigze si¢ ze
zwigkszonym naciekiem zapalnym i prowadzi do czestszych mikrokrwawien, a takze wptywa

na charakter kalcyfikacji utatwiajac powstanie metaplazji kostnej. Szczegdlnie niekorzystne
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wydaje si¢ by¢ powstawanie w zastawce naczyn typu SLV, ktore przyczyniajg si¢ do progresji

degeneracji zastawki i koniecznosci jej wymiany w mtodszym wieku.

4. Lis GJ, Czapla-Masztafiak J, Kwiatek WM, Gajda M, Jasek E, Jasinska M, Czubek U,
Borchert M, Appel K, Nessler J, Sadowski J, Litwin JA. Distribution of selected elements in
calcific human aortic valves studied by microscopy combined with SR-uXRF: influence of
lipids on progression of calcification. Micron 2014;67:141-148.

Jak wcze$niej wspomnialem, w rozwoju zmian wapniowych w degenerujacych
zastawkach oprocz wapnia i fosforu uczestniczg liczne mikroelementy i pierwiastki §ladowe
(np. miedz, zelazo, stront, cynk, potas). Moje wlasne spostrzezenia jak i obserwacje innych
autorow (Shanahan, Circulation 2007;116:2782-2785., Nicoll and Henein, Int J Cardiol.
2013;167:322-327.) wskazuja, ze kalcyfikacja nie jest procesem jednorodnym, a jej interakcja
z lokalnym mikrosrodowiskiem moze w r6zny sposob wplywac na kierunek i tempo rozwoju
zmian w zastawce. Badanie mialo na celu przes§ledzenie zmian w zawarto$ci wybranych
mikroelementéw 1 pierwiastkow §ladowych w zastawkach w powigzaniu z ich stopniem
degeneracji 1 obecnoscig lipidow w mikrosrodowisku. W badaniach zastosowano do$¢
unikatowa metodologie (w przypadku ludzkich zastawek serca uzyta po raz pierwszy) taczaca
rentgenowskg analize fluorescencyjng, opartg na promieniowaniu synchrotronowym (SR-
uXRF — Synchrotron Radiation Micro X-Ray Fluorescence) z klasyczng histologia i
histochemig, co pozwolito na dokonanie po raz pierwszy selektywnej analizy pierwiastkowej
w mikroskopowo zdefiniowanych obszarach ptatkow. Oryginalno$¢ badan zostata zauwazona
w przegladzie aktualnych najciekawszych zastosowan metod spektrometrii atomowej w
badaniach dotyczacych wszystkich dziedzin nauki, ktory zostat opublikowany w Journal of
Analytical Atomic Spectrometry - czasopismie wysoko rankingowanym w kategoriach chemii
analitycznej i spektroskopii (West et al. J Anal. At. Spectrom. 2015;30:1839-1889).

Badaniom zostaly poddane stenotyczne oraz prawidlowe zastawki aortalne. Analiza
stereomikroskopowa zastawek stenotycznych i nastgpowa ocena ich skrawkéw barwionych
histochemicznie na obecno$¢ zwapnien i lipidow ujawnity obecno$¢ trzech typéw obszarow,
okreslonych jako: normalne, pogrubiate i zwapniate. Obszary te reprezentowaty kolejne stadia
rozwoju zmian degeneracyjnych, od prawidlowej budowy (odpowiadajacej morfologii
zastawek prawidlowych) przez zmiany wczesne (sclerosis) do zmian poznych (stenosis). W tak
zdefiniowanych obszarach dokonano analizy pierwiastkowej (Ca, P, Sr, Zn, Fe, K, Cu, S).

Ponadto przeprowadzano mapowanie 2D poszczegélnych pierwiastkbw w obszarach
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normalnych, zmianach wczesnych i zmianach pdéznych. Badania wykazaly istotny wzrost
zawarto$ci wapnia I miedzi, a takze siarki juz w zmianach wczesnych, co wskazuje na udziat
usiarczanowanych proteoglikanéw macierzy we wczesnych etapach patologicznej przebudowy
zastawki. Rozw0j zmian po6znych wigzat si¢ przede wszystkim z istotnym wzrostem zawartosci
wapnia, fosforu, strontu i cynku. Zawarto$¢ wapnia W obszarach niezmienionych i zmianach
wczesnych korelowata z wiekiem pacjenta. Uzyskane wyniki wskazuja ponadto na zwigzek
lipidéw ze sktadem pierwiastkowym i postgpem kalcyfikacji zastawki. Zarowno w zmianach
wczesnych jak 1 poznych obszary zawierajace lipidy gromadzity istotnie wigcej wapnia, fosforu
1 strontu niz obszary niezawierajace lipidow. Jednak o ile w zmianach wczesnych koncentracje
wapnia w obszarach z lipidami i bez lipidow wykazywaly wzajemng korelacje, o tyle w
zmianach poznych takiej korelacji nie stwierdzono. Charakterystyczny dla normalnych
zastawek wzrost uwapnienia z wiekiem stwierdzono réwniez w zmianach wczesnych, przy
czym wyraznie dynamiczniejsza progresja kalcyfikacji cechowala obszary z zawarto$cig
lipidow. Co ciekawe, w obszarach bez lipidow nie wykazano istotnej réznicy w uwapnieniu
zmian wezesnych i poznych. Jedynie w obszarach z lipidami koncentracja wapnia w zmianach
péznych byla istotnie wyzsza niz w zmianach wczesnych. WykazaliSmy ponadto, ze w
zmianach pdéznych warto$¢ stosunku koncentracji wapnia w obszarach z lipidami do
koncentracji w obszarach bez lipidow rosta istotnie wraz z wiekiem, co wskazuje na
skorelowany z wiekiem wzrost znaczenia lipidow dla stopnia uwapnienia zastawki.

Nasze wyniki dowodzg istotnych r6znic w sktadzie mikropierwiastkowym na kolejnych
etapach rozwoju zmian degeneracyjnych w zastawkach oraz tego, Ze na wczesnych etapach
rozwoju tych zmian wzrost koncentracji wapnia w mniejszym stopniu zalezy od gromadzenia
lipidéw, co dotyczy zwlaszcza osob miodszych. Sugeruje to, ze mechanizmy kalcyfikacji
podlegaja modyfikacjom wraz ze stopniem rozwoju zmian degeneracyjnych i z wiekiem

pacjenta.

5. Czapla-Masztafiak J, Lis GJ, Gajda M, Jasek E, Czubek U, Bolechata F, Borca C, Kwiatek
WM. Determination of oxidation state of iron in normal and pathologically altered human aortic
valves. Nucl Instrum Methods Phys Res B. 2015;364:70-75.

W kolejnych badaniach prowadzonym we wspotpracy z zespotem prof. Wojciecha M.
Kwiatka z Instytutu Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego PAN w Krakowie
wykorzystano metode¢ rentgenowskiej spektroskopii absorpcyjnej w tzw. obszarze XANES (X-

ray Absorption Near Edge Structure) w celu okreslenia stopnia utlenienia zelaza i jego

12



Zatgcznik nr 1

otoczenia chemicznego w zastawkach i okre$lenia istniejgcych pod tym wzgledem rdznic
pomiedzy wapniejacymi stenotycznymi zastawkami a zastawkami niezmienionymi
pochodzacymi od pacjentow bez stenozy aortalnej. Odpowiednich pomiaréw widm
absorpcyjnych na krawedzi K zelaza dokonano z wykorzystaniem promieniowania X ze zrodta
synchrotronowego Swiss Light Source w Paul Scherrer Institut PSI w Villigen (Szwajcaria).
Wykorzystana metoda badawcza (XANES) nie byta wczesniej stosowana do analizy zastawek
serca, cho¢ jej skuteczno$¢ w ocenie tkanek ludzkich zostata potwierdzona w badaniach zmian
nowotworowych prostaty, ktore byty prowadzone w latach wczesniejszych przez zespot prof.
Kwiatka.

Zelazo moze uczestniczy¢ w reakcji Fentona, prowadzacej do powstawania
reaktywnych chemicznie wolnych rodnikow w tkance (*OH, 02*"), ktére powodujac
oksydacj¢ uktadow biatkowo lipidowych (np. LDL— low density lipoproteins) obecnych w
patologicznie zmienionych zastawkach, prowadza do powstania ich silnie cytotoksycznych
pochodnych. Badania wykazaly, ze widma XANES krawedzi K Zelaza dla zastawek
stenotycznych i1 zastawek niezmienionych sa polozone na skali energetycznej pomiedzy
widmami XANES uzyskanymi dla materiatow referencyjnych, reprezentatywnych
odpowiednio dla Fe?* i Fe3*, co wskazuje na obecno$é w zastawkach zelaza na obu stopniach
utlenienia. Jednak blisko$¢ widma XANES dla K>Zn[Fe(CN)e] zawierajacego zelazo na
trzecim stopniu utlenienia wskazuje, ze Fe*' jest dominujaca forma zelaza w zastawkach. Z
poréwnania polozenia krawedzi absorpcji dla widm zastawek stenotycznych i normalnych
wynika, ze w zastawkach patologicznie zmienionych proporcja Zelaza na trzecim stopniu
utlenienia jest wigksza niz w zastawkach niezmienionych. Ksztatt widm zastawkowych
zblizony do widma heminy (pochodnej hemu) sugeruje natomiast, Zze otoczenie chemiczne
zelaza jest tu zblizone do wystepujacego m. in. w hemoglobinie. W badaniach dokonano takze
analizy tzw. piku przedkrawedziowego w widmach XANES, ktorego intensywnos$¢ jest czuta
na zmiany spinowe oraz zmiany w geometrii wokot badanego atomu. Porownanie potozenia i
intensywnosci tego obszaru widma wykazato, ze nie ma znaczacych réznic w lokalnej symetrii
ani stanie spinowym atomoéw zelaza pomi¢dzy oboma badanymi typami zastawek.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze wyzszy poziom zelaza na trzecim stopniu utlenienia
moze by¢ wynikiem zachodzenia reakcji Fentona w degenerujacych zastawkach, co przyczynia

si¢ do zwigkszenia stresu tkankowego 1 moze prowadzi¢ do progresji zmian.
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6. Lis GJ, Czubek U, Jasinska M, Jasek E, Loboda A, Dulak J, Nessler J, Sadowski J, Litwin
JA. Elevated serum osteoprotegerin is associated with decreased osteoclastic differentiation in
stenotic aortic valves. J Physiol Pharmacol. 2014;65:377-82.

Opisany przeze mnie w pierwszej publikacji prezentowanego cyklu przypadek pelnej
metaplazji kostnej w homografcie i spotykane jedynie w niektorych badanych zastawkach
natywnych przypadki przemiany kostnej oraz publikowane w ostatnich latach doniesienia o
podwyzszonym poziomie OPG w surowicy pacjentdw ze stenozag aortalng jak rowniez dane
sugerujace udzial ukladu OPG/RANK/RANKL w patomechanizmie zmian zastawkowych
sktonity mnie do zbadania czy poziom OPG i RANKL w surowicy krwi pacjentéw ze stenoza
aortalng ma zwigzek z charakterystyka zmian histopatologicznych w zastawce.

Badaniom poddano 35 trojplatkowych zastawek aortalnych wsrdéd ktérych 27
pochodzito od pacjentéw operowanych z powodu stenozy i u ktéorych przed zabiegiem
mierzony byl poziom OPG i SRANKL w surowicy. Pozostate zastawki, niezmienione w ocenie
makroskopowej zostaly pobrane od osoéb zmarlych z przyczyn losowych i stanowity grupe
porownawcza. Pomiaru OPG i SRANKL w surowicy dokonano rowniez u 12 0séb bez stenozy
aortalnej i nierdznigcych si¢ istotnie pod wzgledem pici i wieku od grupy badane;.

W zastawkach histochemicznie identyfikowano obszary kalcyfikacji oraz lipidy i
lipoproteidy. Metodami immunohistochemicznymi identyfikowano makrofagi (CD68),
naczynia (CD34) oraz komorki wykazujace ekspresje biatka TRAP (tartrate-resistant acid
phosphatase) uznawanego za marker komorek osteoklastycznych, Makroskopowo i
mikroskopowo, z zastosowaniem metod morfometrycznych oceniano rozlegto§¢ zwapnien i ich
lokalizacje, akumulacje lipidow 1 lipoprotein, stopien rozwoju unaczynienia 1 naciekow
zapalnych.

Poziom OPG w surowicy chorych ze stenoza aortalng byt istotnie wyzszy niz w grupie
kontrolnej. Co ciekawe poziom OPG miat zwigzek z obecnoscig w stenotycznych zastawkach
komorek wykazujacych ekspresje enzymu markerowego dla osteoklastow (TRAP). O ile w
grupie pacjentow, u ktorych w zastawkach stwierdzono obecnos$¢ tego fenotypu komorek
poziom OPG w surowicy krwi nie byl istotnie wyzszy niz w grupie kontrolnej, o tyle w
przypadkach bez cech osteoklastogenezy obserwowano istotnie wyzszy poziom OPG niz w
grupie kontrolnej, a takze istotnie wyzszy niz w grupie z komdorkami TRAP-pozytywnymi.
Analiza wieloczynnikowa wykazala, ze OPG jest czynnikiem predykcyjnym obecnosci
komoérek TRAP-pozytywnych i jej wysoki poziom w surowicy wigze si¢ z zahamowaniem

osteoklastogenezy w stenotycznej zastawce. Warto zaznaczy¢, ze w grupie zastawek z TRAP-
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pozytywnymi komorkami jedynie w 4 przypadkach (29%) stwierdzono obecno$¢ w petni
wyksztatconych wielojadrzastych komoérek osteoklastycznych. Badanie wykazato ponadto
mniejszy udzial lipidow 1 czestsza obecno$¢ kalcyfikacji ptatkow w rejonie pierScienia
zastawkowego w grupie zastawek z cechami osteoklastogenezy.

Publikacja ta jest pierwszym doniesieniem $wiadczacym o mozliwosci istnienia
zwigzku migdzy poziomem OPG w surowicy chorych ze stenozg aortalng, a mozliwoscia
réznicowania si¢ w kierunku osteoklastycznym komorek pochodzenia monocytarnego
obecnych w degenerujacej zastawce. Wyniki wskazujag na OPG jako interesujacy czynnik

potencjalnie mogacy wpltywac na kierunek procesow patologicznych w zastawce.

7. Lis GJ, Czubek U, Jasek-Gajda E, Loboda A, Dulak J, Nessler J, Kapelak B, Sadowski J,
Litwin JA. Influence of osteoclasts and osteoprotegerin on the mode of calcific degeneration of
aortic valves. Pol Arch Med Wewn. 2016;126:149-158.

W poprzedniej pracy wykazaliSmy zwigzek OPG z pojawieniem si¢ w zastawce
komoérek wykazujacych ekspresje TRAP, biatka uznawanego za marker osteoklastow.
Wskazuje to na wystepujace przy niskim poziomie OPG w surowicy roznicowanie si¢ czgsci
komorek pochodzenia monocytarnego w osteoklasty. Jednak niewielka liczba przypadkow
pelnej osteoklastogenezy (obecnosci w petni zroznicowanych, wielojadrzastych osteoklastow
w zastawce) uniemozliwita selektywng analize tej ciekawej, lecz stosunkowo rzadkiej grupy
przypadkow. Dlatego podjatem probe zgromadzenia wigkszej, bardziej reprezentatywnej grupy
takich przypadkow i jej wnikliwszg analize.

Roéznicowanie i rekrutacja osteoklastow w tkankach szkieletowych jest gléwnie
kontrolowana przez uktad OPG/RANK/RANKL. Badania ostatnich lat wykazaty, ze RANKL
jest rowniez produkowany przez limfocyty T, co wskazuje, ze uktad OPG/RANK/RANKL w
jakim$ sensie moze integrowa¢ rozwoj 1 metabolizm kostny z procesami zapalnymi i
aktywnos$cig uktadu immunologicznego. Cho¢ pierwsze informacje o mozliwosci wptywu
komorek uktadu immunologicznego na tkanke kostng pochodza z przed okoto 40 lat, dopiero
obecne odkrycia doprowadzity do utworzenia nowej dziedziny badan — osteoimmunologii
(termin zaproponowany przez Arron i Choi — Nature; 2000). Fakty te sktonity mnie do
uwzglednienia w badaniu rowniez markerow zapalnych, zwlaszcza tych, ktérych wplyw na
osteoklastogeneze i/lub tworzenie kosci byl juz uprzednio sugerowany w badaniach na
zwierzetach lub in vitro.

Celem badania byta ocena, czy kragzace OPG, sSRANKL i inne markery metabolizmu
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kostnego moga by¢ predyktorem obecnosci dojrzatych osteoklastow w stenotycznej zastawce
oraz ocena zwigzku obecnosci tych komorek z forma degeneracji zastawki. Do badan
zakwalifikowano 60 pacjentéw ze stenozg aortalng u ktérych dokonano chirurgicznej wymiany
zastawki aortalnej 1 ktorzy nastepnie zostali podzieleni na dwie grupy: osteoklastyczng i
nieosteoklastyczng zaleznie od obecnosci lub braku w usunigtych zastawkach osteoklastow
definiowanych jako duze, wielojadrzaste komorki wykazujace koekspresje TRAP i katepsyny
K, potwierdzong badaniem w mikroskopie konfokalnym. Jest to pierwsze badanie analizujace
tak wyselekcjonowang grupg, co stanowi istotng roznice w stosunku do pojedynczych badan na
ludzkich zastawkach bioracych za punkt odniesienia wszystkie TRAP-pozytywne komorki w
zastawce, niezaleznie od ich jedno- czy wielojadrzastego charakteru. Przed zabiegiem
mierzyliSmy poziom OPG, sRANKL, osteokalcyny, osteopontyny, TNFa, IL-1b, IL-6 w
surowicy pacjentow. Mikroskopowo, z zastosowaniem metod morfometrycznych oceniano
rozlegto$§¢ zwapnien w zastawkach, akumulacje lipidow, neowaskularyzacje 1 liczbe/fenotyp
makrofagdw.

Pacjenci z osteoklastami w zastawce cechowali sig¢ istotnie nizszym poziomem OPG i
TNFa w surowicy oraz rzadziej chorowali na cukrzyce. W wieloczynnikowej analizie
wykazaliSmy po raz pierwszy, ze predyktorami obecno$ci dojrzalych osteoklastow w
stenotycznej zastawce sg niski poziom OPG w surowicy i1 cukrzyca (odpowiednio dodatni i
ujemny predyktor). Po raz pierwszy rowniez scharakteryzowali$my lokalne $srodzastawkowe
srodowisko wigzace si¢ z obecnoscig dojrzatych osteoklastow. W zastawkach tych istotnie
cze$cie] niz w zastawkach bez osteoklastogenezy obserwowano wystepowanie metaplazji
kostnej, liczniejsza byta zardéwno catkowita populacja jak i typ M2 (antyzapalny) makrofagow,
a takze stwierdzono bardziej nasilone tworzenie naczyn, natomiast mniejszg zawarto$¢ lipidow.

W badanej przez nas populacji stwierdziliSmy nieliniowy (szybszy > 65 roku zycia)
wzrost OPG z wiekiem, co potwierdza wyniki badan innych autorow. Poréwnanie grupy
osteoklastycznej 1 nieosteoklastycznej w tym zakresie wykazato w obu grupach istotny wzrost
OPG z wiekiem. Co ciekawe jednak, znacznie wigksza site tego zwigzku zaobserwowano w
grupie osteoklastycznej niz w grupie nieosteoklastycznej (r = 0,9; p = 0,0001 i r = 0,39; p =
0,007 odpowiednio), co sugeruje, ze w przypadkach osteoklastycznych mamy do czynienia z
sytuacja w ktorej wzrost OPG z wiekiem jest w jakim§ sensie ,,naturalny”, podobnie jak
stwierdzany wraz z wiekiem wzrost zawartosci wapnia w zastawkach u ludzi zdrowych. Z
drugiej strony wydaje si¢ mozliwe, ze to nie bezwzgledny poziom OPG, a raczej poziom w
stosunku do wieku pacjenta wplywa promujaco lub hamujaco na mozliwo$¢ powstania

osteoklastow w zastawce.
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Istotne jest rowniez wykazanie przez nas silnej negatywnej korelacji kalcyfikacji z
wiekiem w grupie osteoklastycznej (r = -0,79, p = 0,002), czego nie obserwowano w grupie
nieosteoklastycznej (r = 0,09; p = 0.5). Zaleznos$¢ ta, cho¢ stabsza, wystepowata rowniez dla
wszystkich przypadkow z niskim OPG, to znaczy mieszczacym si¢ w zakresie wartosci
obserwowanych w grupie osteoklastycznej (r = -0,5; p = 0,002). Co ciekawe, dla pozostatych
przypadkéw (wysokie OPG) obserwowano w zasadzie odwrotng (dodatnig) zalezno$¢, choc
byla ona jedynie na granicy istotnosci (r = 0,41; p = 0,05).

Uzyskane przez nas wyniki wskazujg, ze obecno$¢ osteoklastow zwigzana z niskim w
stosunku do wieku poziomem OPG w surowicy jest cecha mikrosrodowiska zdolnego do
samoograniczania postgpu kalcyfikacji degenerujacych zastawek. Sklonito mnie to do
wyroznienia szczegdlnego wariantu degeneracji zastawek, okreslonego jako proresorpcyjny i
charakteryzujacego si¢ niskim w stosunku do wieku poziomem OPG w surowicy, a lokalnie
obecnos$cia w zastawce mikroSrodowiska z istotnym udzialem makrofagow M2
(antyzapalnych), rozwojem unaczynienia i metaplazji kostnej przy mniejszej zawartoSci
lipidow i z aktywnymi mechanizmami ograniczajacymi rozwoj kalcyfikacji.

Postulowane w tej pracy zrdznicowanie patomechanizmu rozwoju degeneracji
wapniowej zastawki aortalnej moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne (co zostalo podkreslone
w komentarzu redakcyjnym poprzedzajacym publikacje - Pol Arch Med Wewn. 2016,;126:121-
123), sugerujac przyczyne trudnosci we wprowadzeniu terapii nakierowanej na modyfikacje

uktadu OPG/RANK/RANKL, ktora bylaby skuteczna u szerokiego spektrum pacjentow.

Podsumowanie

Pomimo coraz liczniejszych w ostatnich latach badaf, zar6wno podstawowych jak i
klinicznych, zmierzajacych do znalezienia skutecznej metody zapobiegajacej lub opdzniajace;j
powstawanie zmian w zastawkach aortalnych, brak jest spektakularnych sukcesow w tej
dziedzinie (jak dowodzg badania nad zastosowaniem statyn czy denosumabu). Moje wyniki sg
zgodne z teza, ze w degeneracji wapniowej zastawek bierze udzial szereg aktywnych
mechanizmow prowadzacych nie tylko do destrukcji tkanki, ale rowniez do jej patologicznej
przebudowy. W przypadku homograftow przebudowa ta jest jednak dos$¢ ograniczona.
Prezentowane publikacje zwracajg uwage na fakt, ze stenotyczne zastawki r6znig si¢ nie tylko
stopniem rozwoju okreslonych, jednorodnych procesow patologicznych (jak np. kalcyfikacja,
naciek zapalny, unaczynienie), ale rdwniez wykazuja istotne roéznice dotyczace form tych

procesdw (np. kalcyfikacja dystroficzna vs osyfikacja, makrofagi prozapalne M1 vs
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antyzapalne M2, drobne kapilary vs naczynia typu SLV), a takze wystgpowania badz braku
niektorych zjawisk patologicznych (osteoklasty, kos¢, chrzastka, naczynia, mikrowylewy).
Sprawe komplikuje rowniez fakt, ze degeneracja zastawek jest procesem przewleklym i jak
dowodza m. in. uzyskane przeze mnie wyniki, znaczenie/wystepowanie niektoérych czynnikow
moze si¢ zmienia¢ z wiekiem pacjenta 1 progresja zmian w zastawce (np. OPG, lipidy,
osteoklasty).

Fakty te wskazuja na celowo$¢ wyodrebnienia i scharakteryzowania bardziej
homogennych form degeneracji zastawek i zwigzanych z tym bardziej jednolitych grup
pacjentow u ktorych, jak uwazam, latwiej bedzie prowadzi¢ skuteczng terapi¢
op6zniajgca/hamujaca rozwdj zmian zastawkowych. Dlatego zaproponowatem wyrdznienie
dwoch wariantéw degeneracji opisanych w ostatniej prezentowanej publikacji wtaczonej do

powyzszego cyklu i obecnie kontynuuje prace w tym zakresie.

5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo-badawczych.

Moje prace naukowo-badawcze koncentrowaly si¢ wokot nastgpujacych zagadnien.

Histopatologia ukladu sercowo-naczyniowego.

Do grupy tej nalezy zaliczy¢ roOwniez prace stanowigce osiggni¢cie naukowe bedace
podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora habilitowanego i omowione w czgsci nr 4
autoreferatu.

Moje wczesne badania dotyczyly ludzkich zastawek homogennych. Zagadnienia te
stanowily réwniez temat mojej rozprawy doktorskiej w ktorej opisatem morfologie 1
wlasciwos$ci fizyczne homograftow aortalnych. Zastawki te byly wszczepiane w latach
osiemdziesigtych 1 dziewigédziesigtych w Klinice Chirurgii Serca i Naczyn Collegium
Medicum UJ i usuwane w latach kolejnych z powodu dysfunkcji. W pracach: Mineralization
and organic phase modifications as contributory factors of accelerated degeneration in
homograft aortic valves. (2003) J Heart Valve Dis.;12:741-51 oraz Age-dependent changes in
elastic components of human aortic valve leaflets, histological analysis of explanted allografts
and valves prepared for grafting. (2004) Acta Cardiol.;59:212-3 wykazatem, ze destrukcja
homograftu przejawia si¢ zmniejszeniem liczby komoérek zrebu, utratg integralnosci warstw 1
polaczen miedzy nimi, zanikiem falistego przebiegu widkien kolagenowych w warstwie
wiloknistej zastawki (fibrosa), redukcja elementéw elastycznych i sktadnikow macierzy,

zatarciem warstwowej budowy ptatka oraz jego kalcyfikacja. Elementy elastyczne okazaty si¢
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stosunkowo trwalym sktadnikiem zastawek, a spadek ich liczby w homograftach korelowat z
rzeczywistym wiekiem wszczepionych zastawek oraz czasem trwania przeszczepu. W
porownawczej grupie ztozonej z prawidlowych zastawek spadek ilosci elementow elastycznych
byl nieréwnomierny w réznych przedziatach wieku z okresem wzglednej stabilnos$ci miedzy 25
a 40 rokiem zycia.

Istotnym spostrzezeniem bylo wyr6znienie w zastawkach dwoch form kalcyfikacji o
przypuszczalnie niejednakowym wptywie na ich morfologi¢ i1 trwalo$¢. Pierwsza - 0
jednoznacznie niekorzystnym wplywie - to duze, dobrze ograniczone zwapniale ogniska o
réznym stopniu wysycenia, niejednokrotnie prowadzace do znacznych deformacji ptatka. Ich
podtozem moga by¢ skrzepliny, ogniska martwicze, czy zwtdknienia pozapalne. Druga forma
— drobinowa (molekularna) — to rozsiane drobne zwapnienia niewidoczne makroskopowo i
wystepujace zwlaszcza przy powierzchni fibrosa.

Poniewaz w badanych przeze mnie homograftach najwigksza trwatoscig i stopniem
zachowania warstwowej struktury cechowaly si¢ platki zastawek o umiarkowanym, a nie
najnizszym stopniu kalcyfikacji drobinowej, jako jeden z pierwszych zasugerowatem, ze
znaczenie rozwoju kalcyfikacji w homografcie dla jego trwatosci zalezy nie tylko od stopnia
jej nasilenia, ale rdwniez od formy, a kalcyfikacja drobinowa w pewnym zakresie moze
korzystnie oddzialywaé na trwato$¢ homograftu.

W zgodzie z powyzsza teza pozostaja wyniki innych moich badan [ Wphyw rozproszenia
ztogow wapnia na trwatos¢ allogennych aortalnych zastawek serca. Fazowos¢ mineralizacyi.
(2004) Przegl Lek.;61:613-6.] w ktorych wykazatem, ze trwato$§¢ homograftu koreluje ze
stopniem rozproszenia depozytdow wapniowych, a nie z catkowita zawarto$cig wapnia.
Zdefiniowany przeze mnie wspotczynnik rozproszenia ztogéw wapniowych jest zatem dobrym
parametrem opisujacym procesy mineralizacyjne w zastawce. W pracy tej wykazalem ponadto
dwufazowa zalezno$¢ miedzy zawarto$cia wapnia w homografcie, a rozlegloscig kalcyfikacji.

Ponadto w badaniach zastawek prowadzonych in vitro wykazatem, ze w niewielkich
stezeniach jony galu mogg hamowac¢ kalcyfikacje homograftow [Effect of gallium on in vitro
aortic homograft valve cusp mineralization. (2004) Acta Cardiol.;59:195-6.].

Wyniki moich badan nad homografiami dowodza, ze ich trwalo$¢ jest zwigzana z
trzema grupami czynnikow: (1) stanem wszczepianej zastawki (czas przechowywania zastawki
w banku, wiek dawcy), (2) charakterystyka kliniczng biorcy (mtody wiek, infekcja wsierdzia,
kalcyfikacja wtasnej zastawki, nadci$nienie tetnicze, zaburzenia lipidowe), (3) optymalizacja

doboru zastawki (r6znicg wieku miedzy biorcg i dawca).
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Kontynuowana od roku 2010 wspoétpraca z Oddziatem Zastosowan Fizyki 1 Badan
Interdyscyplinarnych Instytutu Fizyki Jadrowej im. Henryka Niewodniczanskiego PAN w
Krakowie kierowanym przez prof. Wojciecha M. Kwiatka umozliwita mi zastosowanie w
badaniach zastawek zaawansowanych i nowatorskich na tym polu technik badawczych
(SRIXE, FTIR, XANES) w potaczeniu z tradycyjnymi metodami histologicznymi. Aspekty
metodyczne badan zostaty przedstawione w trakcie warsztatéw naukowych w Bordeaux w
2011 r. [Imaging of surgically excised human stenotic aortic valves by means of SR-uXRF and
UFTIR technigues. 4th Imaging Techniques With Synchrotron Radiation (ITSR) Workshop] i
w Hamburgu w 2012 r. [Distribution of selected elements in pathologically altered human
aortic valves studied by SR-uXRF. European XFEL Users' Meeting and HASYLAB Users'
Meeting], a czg$¢ wynikow badan zostata opisana w publikacjach wchodzacych w sktad
przedtozonego jednotematycznego cyklu publikacji stanowigcego osiagnigcie naukowe.

Odrgbnym zagadnieniem z zakresu ukladu naczyniowego byly prowadzone we
wspolpracy z Katedrg 1 Klinikg Chirurgii Serca, Naczyn i Transplantologii CMUJ badania in
vitro dotyczace zachowania $rodbtonka i wazodylatacji tetnicy promieniowej pod wpltywem
czynnikow farmakologicznych stosowanych do jej predylatacji u chorych poddawanych
operacji pomostowania aortalno-wiencowego. W pierwszej fazie badan poréwnano stosowanie
milrinonu i papaweryny [Vasodilatory effect and endothelial integrity in papaverine- and
milirone-treated human radial arteries. (2013) J Physiol Pharmacol.;64:41-45.]. Wykazano
korzystniejsze dzialanie papaweryny (1 mg/ml) w stosunku do milrinonu (0,4 mg/ml) zar6wno
w zakresie zachowania integralno$ci srodbtonka jak i efektu wazorelaksacyjnego. W drugie;,
konczonej obecnie fazie badan porownywane jest dzialanie papaweryny stosowanej w roéznych
stezeniach.

Innym zagadnieniem z tej grupy sa prowadzone we wspolpracy z Klinikg Nefrologii
CM Ul badania nad czynnikami wplywajacymi na wapnienie naczyn tetniczych i zwigzek tych
zmian z ryzykiem sercowo-naczyniowym w przypadkach przewleklej niewydolnosci nerek. W
publikacjach: Increased fasting glucose as a predictor for radial artery calcification in end
stage renal disease patients. (2013) Int J Endocrinol.;2013:969038 oraz Cardiovascular risk
in chronic kidney disease patients: intima-media thickness predicts the incidence and severity
of histologically assessed medial calcification in radial arteries. (2015) BMC Nephrol.;16:78
wykazaliSmy, ze poziom OPG w surowicy jest niezaleznym predyktorem okreslonego
ultrasonograficznie wskaznika kompleksu intima-media t¢tnicy szyjnej wspolnej, ktory moze
stanowi¢ warto$ciowg metod¢ oceny ryzyka ogolnoustrojowych zwapnien w naczyniach i

identyfikowaé przypadki wysokiego ryzyka $miertelnosci z przyczyn sercowo-naczyniowych
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u chorych z przewlekla niewydolnoscia nerek. Ponadto nieprawidlowy poziom glikemii na
czczo i cukrzyca wigzaty si¢ z wyzszym poziomem OPG i korelowaty z oceniang histologicznie

kalcyfikacja tetnicy promieniowej u chorych ze schytkowa niewydolnos$cia nerek.

Histopatologia ludzkiej przysadki mozgowej.

Badania dotyczyly oceny charakteru i czestosci wystgpowania zmian w ludzkiej
przysadce mézgowej i obejmowaty reprezentatywng grupe 152 przysadek pobranych w trakcie
badan sadowo-lekarskich w Katedrze Medycyny Sadowej od oséb zmartych z przyczyn
losowych. W publikacji Incidence of pituitary necrotic lesions in autopsy material. (2008) Pol
J Pathol.;59:97-100 opisali$my po raz pierwszy czestos¢ zmian w przysadce w populacji
polskiej. WykazaliSmy stosunkowo czgste wystgpowanie mikrogruczolakow (ok. 30% dorostej
populacji), z tendencja do wzrostu ich czgstosci wraz z wiekiem. DokonaliSmy réwniez
immunohistochemicznej klasyfikacji mikrogruczolakow. W ponad " przypadkéw
stwierdzilismy typ niewydzielajacy, natomiast w przypadku mikrogruczolakow
wydzielajacych, ponad potowe stanowity guzy polihormonalne. Badania wykazalty rowniez
stosunkowo czgste wystepowanie w przysadce patologicznych zmian pgcherzykowych (35%)
i zmian martwiczych (19%). Subkliniczne zmiany martwicze w sposob istotny wigzaty si¢ z
wiekiem 1 nie wystgpowaty u oséb ponizej 40 roku zycia.

W kolejnej pracy Microvessel density and area in pituitary microadenomas. (2009)
Endocr Pathol.;20:221-6, poréwnaliémy unaczynienie mikrogruczolakow z unaczynieniem
obszarow niezmienionch w przysadce. Badanie wykazato, ze wczesne zmiany gruczolakowe
sg beznaczyniowe (40%) lub istotnie stabiej unaczynione niz sgsiadujace obszary narzadu.

Bardzo ciekawym 1 zupelnie nowym spostrzezeniem byto stwierdzenie zwigzku
samobdjcze] przyczyny zgonow z wystgpowaniem mikrogruczolakow przysadki opisane w
publikacji Increased incidence of pituitary microadenomas in suicide victims. (2007)
Neuropsychobiology;55:163-6. W  wieloczynnikowej analizie regresji  logistycznej
wykazaliSmy, ze obecno$¢ mikrogruczolaka jest niezaleznym od plci, wieku 1 depresji
czynnikiem blisko dwukrotnie zwickszajacym ryzyko popelnienia samobojstwa. Wyjasnienie

mechanizmow tej zalezno$ci wymaga jednak dalszych badan.

Optymalizacja regeneracji ubytkoéw btony $luzowej jamy ustne;j.

Badania prowadzone na modelu zwierzgcym (kroliki) dotyczyly oceny szybkosci i

jakosci gojenia do$wiadczalnych ubytkéw $§luzéwki policzka, z zastosowaniem
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autologicznych, hodowanych in vitro keratynocytow zawieszonych w kleju fibrynowym.
Badania te, opisane w publikacji Effect of cultured autologous oral keratinocyte suspension in
fibrin glue on oral wound healing in rabbits. (2012) Int J Oral Maxillofac Surg.;41:1146-52,
stanowily cze$¢ eksperymentalng projektu realizowanego wspoélnie z Zaktadem Stomatologii
Zachowawczej i Endodoncji Instytutu Stomatologii CMUIJ. Uzyskane wyniki wskazujg, ze
zastosowanie autologicznych keratynocytow przyspiesza epitelizacje 1 prowadzi do
zmniejszenia nacieku zapalnego w obszarze gojacej si¢ rany, dajac szybsze wygojenie i dobry
efekt wizualny.

W trakcie prowadzonych badan wykazano ponadto, ze komorki podstawne
odtwarzanego nabtonka wykazuja immunopozytywno$¢ epitopu charakterystycznego dla
kroliczych makrofagbw 1 rozpoznawanego przez przeciwcialo monoklonalne RAMI1
[Macrophage-specific RAM11 monoclonal antibody cross-reacts with basal cells of stratified
squamous epithelia. (2007) Folia Histochem Cytobiol.;45:229-32.]. Poszerzone badania w tym
zakresie wykazaty, ze RAM11 moze by¢ markerem komoérek warstwy podstawnej w réznych
kroliczych nabtonkach wielowarstwowych ptaskich (zaré6wno rogowaciejacych jak i1
nierogowaciejacych). Nasze wyniki opisane w publikacji Expression of basal cell marker
revealed by RAM11 antibody during epithelial regeneration in rabbits. (2010) Folia Histochem
Cytobiol.;48:89-92, sugeruja ponadto, ze immunopozytywno$¢ RAMI1 jest zwigzana z

dojrzewaniem komorek podstawnych w nabtonku.

Histologia i immunohistochemia zmian melanocytowych i niemelanocytowych skory.

Badania byty prowadzone we wspotpracy z Klinikg Dermatologii UJ CM. Dotyczylty
glownie oceny ekspresji wybranych cyklin w rdéznych typach zmian melanocytowych skory.
Immunohistochemicznym badaniom poddano zmiany skoérne zdiagnozowane dermatoskopowo
I po usunigciu zweryfikowane histologicznie jako znamiona zwykte, dysplastyczne lub zmiany
czerniakowe.

Badania przedstawione w publikacjach: Cyclin D1 and D3 expression in melanocytic
skin lesions. (2010) Arch Dermatol Res.;302:545-50 oraz Expression of cyclins A and E in
melanocytic skin lesions and its correlation with some clinicopathologic features. (2012) Folia
Histochem Cytobiol.;50:263-9 wykazaty istotne réznice w ekspresji cyklin A, E i D3, ktora
stopniowo wzrastata od znamion zwyktych, przez dysplastyczne do przypadkow czerniaka. W
odrdznieniu wynikow wcezesniejszych badan sugerujacych catkowity brak ekspresji cykliny D1
w znamionach zwyklych, w badanym materiale stwierdziliSmy rowniez w tych przypadkach

niewielki procent (0,34%) cyklin D1-pozytywnych jader komérkowych. Wyniki wskazuja, ze
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immunohistochemiczne oznaczanie cyklin A, E, 1 D3 moze by¢ przydatne w réznicowaniu
przypadkéw czerniaka i znamion dysplastycznych niejednoznacznych w rutynowej ocenie
histopatologiczne;.

W innej pracy z tej grupy zagadnien [Dermoskopowy obraz raka
podstawnokomorkowego skory.  (2008) Dermatologia Estetyczna, 10:234-239.] opisano
dermatoskopowe kryteria rozpoznania i réznicowania raka podstawnokomorkowego skory oraz
podstawy histologiczne symptomatycznych obrazéw obserwowanych w diagnostyce

dermatoskopowej.

Badania in vitro lekowrazliwo$ci komorek ludzkich linii biataczkowych.

Badania dotyczyly oceny wptywu lekéw z grupy inhibitoréw deacetylazy histondéw i
inhibitorow polimeraz poli(ADP-rybozy) (PARP) na zywotno$¢, proliferacje, apoptoze,
mitochondrialny potencjal blonowy (ym) i1 cykl komoérkowy ludzkich linii komorek
biataczkowych. W pierwszym eksperymencie badano dziatanie trichostatinu A i kwasu
walproinowego na wywolang etopozydem apoptoz¢ komorek biataczkowych linii HL60 i
U937. Wykazano synergistyczny cytotoksyczny efekt dzialania kombinacji badanych
inhibitoréw z etopozydem oraz nasilenie apoptozy w przypadku linii HL60 [Effect of histone
deacetylase inhibitors trichostatin A and valproic acid on etoposide-induced apoptosis in
leukemic cells. (2012) Anticancer Res.;32:2791-9].

W drugim eksperymencie przeprowadzonym na liniach komérkowych HL60, MOLT4,
U937 1 K562 oceniano wptyw inhibitora PARP (PJ34) i inhibitora deacetylazy histonéw
(Vorinostat) oraz efekt ich dziatania skojarzonego [Combinatorial Effects of PARP Inhibitor
PJ34 and Histone Deacetylase Inhibitor Vorinostat on Leukemia Cell Lines. (2014) Anticancer
Res.;34:1849-56]. Inkubacja z PJ34 nie wptywata znaczaco na badane parametry. W przypadku
Vorinostatu stwierdzono zahamowanie proliferacji, wzrost czgstosci apoptozy, obnizenie ym
oraz zwigkszenie odsetka komorek w fazie sub-G1 w przypadku wszystkich badanych linii
komorkowych. Ponadto dla liniit HL60, MOLT4, i K562 wykazano synergistyczny
antyproliferacyjny i proapoptotyczny efekt PJ34 i Vorinostatu.

Pozostale badania.

» Badania nakierowane na zagadnienia metodologiczne.
1. Przedstawiono oryginalny protokét w metodzie immunofluorescencji posredniej

pozwalajacy zmniejszy¢ §wiecenie tla i zwigkszy¢ intensywno$¢ sygnatu [Triple
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immunofluorescence labeling of atherosclerotic plaque components In apoE/LDLR
-/- mice. (2008) Folia Histochem Cytobiol.;46:143-6].

2. Wykazano przydatno$¢ przeciwciala monoklonalnego LN-5 do znakowania
ludzkich sebocytow w $wiezo przygotowanych i archiwalnych probkach tkanek
zatapianych rutynowo w parafinie [LN-5 antibody against human macrophages
cross-reacts with routinely processed human sebaceous glands. (2012) Folia
Histochem Cytobiol.;50:319-21].

3. Przedstawiono zastosowanie komputerowej analizy morfometrycznej w oparciu o
oprogramowanie Java ImageJ v. 1.46d dla oceny struktury histologicznej nerwu
posrodkowego cztowieka [The use of computer-assisted image analysis in
measuring the histological structure of the human median nerve. (2012) Folia
Morphol;71:82-5.].

4. Oceniono przydatno$¢ materialu pozyskanego w trakcie badania autopsyjnego do
sporzadzania preparatow mikrokorozyjnych tozyska naczyniowego przeznaczonych
do analizy w elektronowym mikroskopie skaningowym. [Quality of corrosion
specimens prepared from material obtained during autopsies — a preliminary study.
(2013) Folia Med Cracov.;53,5-12.].

» Ocena czasu pojawienia si¢ 1 topograficznej lokalizacji wiokien nerwowych
zawierajacych galaning w trakcie rozwoju kosci piszczelowej szczura [ Development of

galanin-containing nerve fibres in rat tibia. (2009) Anat Histol Embryol.;38:112-7].

» Wystepowanie mastocytow w polipach eozynofilowych i neutrofilowych jamy nosowej
[Mastocyty w polipach eozynofilowych i neutrofilowych nosa. Badania cytologiczne i
histologiczne. (1998) Otolaryngol Pol.;52:321-6.].

» Charakterystyka unaczynienia prawidtowej i patologicznie zmienionej ludzkiej macicy.
[Blood vessels of the intratumoral septa in uterine leiomyomata.(2013) Folia Med
Cracov.;53,99-106 oraz "Venous lakes' - a corrosion cast scanning electron microscopy
study of regular and myomatous human uterine blood vessels. (2014) Folia
Morphol.;73:164-8.].
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» Prace kazuistyczne
1. Morfologiczna i immunohistochemiczna analiza przypadku rzadko spotykanego
guza (hamartoma) w nietypowej lokalizacji. [Respiratory epithelial
adenomatoid hamartoma of the anterior nasal septum a rare localisation of an

unusual tumour in a child: a case report. (2009) Cases J.;16;2:8151].

2. Opis przypadku guza Schwannoma w rzadkiej lokalizacji (w czeg$ci policzkowej
jamy ustnej) uzupetlniony o analize¢ histochemiczng i immunofluorescencyjng
[Giant schwannoma of the cheek--a comprehensive histological and
immunohistochemical description of a rare tumour. (2009) Pol J Pathol.;60:52-
6].

» Prace pogladowe
W dwéch pracach pogladowych, ktérych jestem jedynym autorem, opisatem udziat
nerkowego uktadu renina-angiotensyna w regulacji homeostazy wodno-elektrolitowej
[Nerkowy uktad renina-angiotensyna w regulacji homeostazy wodno-elektrolitowej.
(1999) Przegl Lek.;56:164-8] oraz zespot pseudoeksfoliacji (PEX) gatki ocznej
[Patologia i histopatogeneza zmian rzekomoztuszczeniowych. Choroba gatki ocznej czy

tez oczna manifestacja uogolnionego procesu. (2006) Przegl Lek.;63:588-92.].

W innej pracy przedstawiliSmy wyniki systematycznej analizy piSmiennictwa
dotyczacego ludzkiej zuchwy w aspekcie anatomicznym, embriologicznym i
antropologicznym [The mandible and its foramen: anatomy, anthropology, embryology
and resulting clinical implications. (2013) Folia Morphol,;72:285-292.].

Moj dotychczasowy dorobek naukowy obejmuje 38 petotekstowych publikacji w
czasopismach naukowych, w tym 27 w czasopismach posiadajacych Impact Factor (IF). Wsréd
powyzszych publikacji 31 to prace oryginalne (25 z IF), 3 to opisy przypadku (1 z IF) a 4 to
prace pogladowe (1 z IF). Ponadto jestem wspotautorem rozdzialu w podrgczniku
akademickim, a takze wspotautorem 29 referatdow i1 doniesien zjazdowych, w tym 16
prezentowanych na konferencjach i sympozjach migedzynarodowych. Bratem udziat w 17
projektach badawczych, w tym w 4 jako kierownik projektu.

Istotng czeScia mojej pracy jest dziatalnos¢ dydaktyczna, a w ostatnich latach liczba
moich godzin dydaktycznych wynosi ponad 500 rocznie. Pierwsze zajecia, laboratoria
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dotyczace technik mikroskopowych (dla studentow Analityki Medycznej Wydziatu
Farmaceutycznego AM) oraz repetytoria mikroskopowe (dla studentéw Wydzialu Lekarskiego
1 Oddziatu Stomatologii) prowadzitem juz w czasie studiéw. Po ich ukonczeniu i zatrudnieniu
w Katedrze Histologii prowadzitem zajecia z histologii i cytofizjologii dla studentow studiow
kierunku lekarskiego i lekarsko-dentystycznego, a takze analityki medycznej, pielggniarstwa,
fizyki medycznej oraz zajgcia dla studentow fizyki medycznej i dozymetrii Akademii
Gorniczo-Hutniczej w Krakowie. Prowadze rowniez zaj¢cia w jezyku angielskim na kierunku
lekarskim i lekarsko-dentystycznym w Szkole Medycznej dla Obcokrajowcoéw UJ CM, a od
2013 roku, w zwigzku z utworzeniem w Krakowie Uniwersyteckiego Centrum Medycyny
Weterynaryjnej rowniez, zajecia na kierunku weterynaria.

Od 2013 roku jestem cztonkiem Klubu ,,Laudatio Docendi” zrzeszajacego nauczycieli
akademickich Wydziatu Lekarskiego UJ CM posiadajacych wybitne kwalifikacje i osiggnigcia
dydaktyczne, a w latach 2003, 2008, 2009, 2010 i 2012 kurs histologii na ktorym prowadzg
zajecia (MD program for High School graduates) uznany zostal przez absolwentow Szkoty

Medycznej dla Obcokrajowcoéw UJ CM za najlepszy kurs przedkliniczny.

dr n. med. Grzegorz J. Lis
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