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1. Zyciorys i przebieg kariery zawodowe;
1.1. Zyciorys

Urodzitam sie i wychowatam w Koszalinie. Tam tez uczeszczatam liceum ogdlnoksztatcgcego
(Zespot Szkot Ogolnoksztatcgecych nr 1 im. Stanistawa Dubois) do klasy o profilu biologiczno-
chemicznym. Liceum to szczyci sie wysokim poziomem nauczania i renomg, od lat jest odnotowywane w
pierwszej 10-15 szkot srednich w Polsce. Po zdaniu matury w roku 1987 zostatam przyjeta na studia ma-
gisterskie o kierunku biologia, na Wydziat Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krako-
wie. Po pierwszym roku studiow wybratam specjalnosé ,biologia molekularna”, ktéra w tym czasie byta
elitarnym kierunkiem studiéw, przyjmowano 8-12 studentéw rocznie a kryterium przyjecia byta wysoka
Srednia ocen. Zajecia byty prowadzone gtéwnie w Instytucie Biologii Molekularnej przez wybitnych profe-
sorow, m.in. przez prof. Alaksandra Koja, prof. Stanistawa tukiewicza, prof. Zygmunta Wasylewskiego,
prof. Wiodzimierza Korohode, oraz éwczesnych adiunktow, obecnie profesorow: prof. Marte Pasenkie-
wicz-Gierule, prof. Haline Gabrys, prof. Wojciecha Froncisza, prof. Andrzeja Kozika, prof. Adama Dubina.
Pdzniej Instytut ten przeksztatcit sie w Wydziat Biochemii Biofizyki i Biotechnologii.

Okres studiéw uksztattowat moje zainteresowania i ugruntowat wiedze, takze w zakresie nauk
Scistych, ale przede wszystkim sprawit, ze nauka stata sie mojg pasje. W Instytucie obronitam prace ma-
gisterskg pod kierunkiem prof. Wtodzimierza Korohody w Zaktadzie Biologii Komdrki w roku 1992. Gtow-
nym osiggnieciem mojej pracy magisterskiej byto opracowanie techniki izolacji i hodowli in vitro komorek
nerwowych z mézgu, ktére w obecnym czasie byly uwazanie za krancowo zréznicowane, pozbawione
zdolnosci regeneracji. Opracowana przeze mnie technika pozwolita na poprowadzenie dalszych badan
nad mechanizmami kierujgcymi wzrostem komoérek nerwowych na powierzchniach niejednorodnej pod
wzgledem skiadu i rzezby, co byto tematem mojej pracy doktorskiej, obronionej pod kierunkiem prof.
Wtodzimierza Korohody w roku 1999.

Mimo, ze moje dwczesne zainteresowania oscylowaty gidwnie wokot biologii komoérki nerwowej,
moja wiedza, a szczegdlnie silne podstawy metodyczne i aparat analityczny, pozwolity mi na przekwalifi-
kowanie sie i podjecie pracy w Laboratorium Klinicznym w Krakowskim Szpitalu Specjalistycznym im.
Jana Pawta Il w roku 1997. Tam tez wyznaczono mi zadanie utworzenia i zorganizowania pracowni bio-
logii molekularnej, z czego sie z powodzeniem wywigzatam, uruchamiajgc formalnie Samodzielng Pra-

cownig Biologii Molekularnej i Badan Naukowych w roku 2002 (kierownik w latach 2002-2011).

Praca w laboratorium klinicznym w latach 1997-2011 byta duzym wyzwaniem ze wzgledu na spe-
cyfike, jakg byto wykonywanie badan diagnostycznych i wigzgca sie z tym odpowiedzialnosé. To zmobili-

zowato mnie do uzyskania 2 specjalizacji laboratoryjnych (mikrobiologia w roku 2003 i laboratoryjna ge-

netyka medyczna w roku 2011) i rozpoczecia kolejnej z diagnostyki laboratoryjnej, ale tez bylo inspiracjg
do prowadzenia badan naukowych. Stworzyto sie wiele mozliwosci wspotpracy z klinicystami, gtéwnie
kardiochirurgami (z zespotu prof. Antoniego Dziatkowiaka i prof. Jerzego Sadowskiego), kardiologami (z
zespotéw prof. Wiestawy Tracz, prof. Piotra Podolca i prof. Krzysztofa Zmudki) i radiologami (z zespotu dr
hab. Mieczystawa Pasowicza). Moja dziatalno$¢ naukowa dotyczy gtéwnie poszukiwania nowych marke-
réw w kardiologii, ale takze siega zagadnien zaburzen krzepniecia towarzyszgcych chorobom naczynio-

wym (wspotpraca z prof. Anettg Undas).
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W okresie od 1997 do 2011 opublikowatam, jako pierwszy autor: 8 prac doswiadczalnych i 8 prac
poglagdowych (w tym 3 rozdziaty do podrecznika); jako wspodtautor: 27 prac doswiadczalnych, 4 poglado-
we, 7 opiséw przypadkow, 5 listdbw do redakcji oraz 2 prace z badan wieloosrodkowych, gdzie jestem
wymieniona w dodatku (appendix) jako uczestnik badania wieloosrodkowego. W roku 2012 opublikowa-
tam, jako pierwszy autor 2 prace doswiadczalne, 2 listy do redakcji i 2 prace poglgdowe oraz 1 prace
doswiadczalng jako wspotautor. Laczny impact factor moich publikacji wynosi:

Jako autor i wspétautor bratam udziat w konferencjach, tgcznie zaprezentowatam 53 doniesienia
na konferencjach miedzynarodowych i 60 doniesieh na konferencjach krajowych.

W latach 2001-2011 odbytam 3 naukowe staze zagraniczne: dwa razy w Imperial College of

Science, Technology and Medicine w Londynie w Wielkiej Brytanii (6 uczelnia na $wiecie w rankingu QS
Top Universities) oraz w Hépital A. Vésale, Unité des maladies hémorragiques w Charleroi w Belgii. Sta-
ze te stuzyly gtéwnie podniesieniu moich kwalifikacji zawodowych i poznaniu nowych metod, ktére zaapli-
kowatam w swojej pracy naukowej: hodowle komorek srodbtonka i mezenchymalnych komorek macierzy-
stych. Takze poznaniu organizacji pracy w laboratorium o profilu hematologicznym. Ponadto bytam na
krotkim stazu w Katedrze i Zaktadzie Genetyki Klinicznej Akademii Medycznej we Wroctawiu.

Podczas mojej pracy w Szpitalu aktywnie uczestniczytam w ksztatceniu studentéw, bytam promo-

torem 6 prac magisterskich z zakresu biotechnologii, we wspétpracy z Uniwersytetem Rolniczym w Kra-

kowie i Uniwersytetem Jagielloriskim. Wyniki kazdej z tych prac zostaty opublikowane w czasopismach o
zasiegu miedzynarodowym. Ponadto wspieratam prace studentéw medycyny ze Studenckiego Kofa Nau-
kowego Kardiochirurgéw, co zaowocowat publikacjami na konferencjach krajowych i miedzynarodowych.
Aktywnie uczestniczytam w wykonywaniu badan do prac doktorskich wykonywanych w Szpitalu w latach

2006-2011 oraz bytam_opiekunem praktyk studenckich dla ponad 30 studentéw kierunku biotechnologia.

Od roku 2011 jestem zatrudniona na stanowisku adiunkta w Katedrze Biochemii Klinicznej Colle-

gium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, gdzie planuje realizowa¢ dalsze plany naukowe i dzieli¢ sie

wiedzg i dodwiadczeniem ze studentami Wydziatu Lekarskiego tej uczelni.

Bytam kierownikiem dwoch projektéw badawczych finansowanych ze srodkéw Komitetu badan
naukowych (2001-2002) i MNiSW (projekt statutowy 2009). Ponadto bytam i jestem wykonawcg lub gtéw-
nym wykonawcg 12 projektéow finansowanych ze srodkéw MNiSzW i KBN od 1998 roku do teraz oraz 1

projektu finansowanego ze Srodkéw Urzedu Marszatkowskiego Wojewddztwa Matopolskiego. W latach

(2002-2008) bytam koordynatorem programu: ,Wczesna prewencja i profilaktyka nowotworéw sutka i
jajnika z zastosowaniem diagnostyki molekularnej” finansowanego ze srodkéw Urzedu Marszatkowskiego
Wojewddztwa Matopolskiego, w ramach ktérego ponad 500 kobiet poddano badaniom. Jestem tez wspoét-
tworcg  opracowania  INTERDYSCYPLINARNY  OSRODEK  INNOWACYJNYCH TECHNIK
OBRAZOWANIA BIOMEDYCZNEGO (IOITOB) w ramach dziatania 2.2 Wsparcie tworzenia wspolnej
infrastruktury badawczej jednostek naukowych, Program Operacyjny dla Krakowskiego Szpitala Specjali-
stycznego im. Jana Pawfa II. Innowacyjna Gospodarka 2007-2013, ktoéry obecnie jest realizowany.

Moja praca naukowa i kliniczna zostata nagrodzona Nagrodg Rektora Uniwersytetu Jagiellon-

skiego za prace naukowg w roku 2009 oraz przez dyrekcje Krakowskiego Szpitala Specjalistycznego im.

Jana Pawfa Il medalem 90-lecia. Ponadto otrzymatam wyréznienie w konkursie na najlepszg prace dok-

torskg przygotowang z zastosowaniem narzedzi statystyki organizowanym przez StatSoft® Polska w roku
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1999 oraz zdobytam II_miejsce w konkursie organizowanym przez Ministerstwo Zdrowia i Agencje Oceny

Technologii Medycznych ,Dowody naukowe? Tak, korzystam, Edycja 2007”.
Jestem czionkiem 3 towarzystw miedzynarodowych: European Society for Clinical Investigation

(od 2008), International Society on Thrombosis and Haemostasis (od 2006) oraz European Society of
Cardiology (od 1998), przy czym, w tym ostatnim od 2 lat naleze do grup roboczych: ESC Working Group
on Thrombosis i ESC Working Group on Atherosclerosis and Vascular Biology. Jestem tez cztonkiem
Polskiego Towarzystwa Kardiologicznego, Polskiego Towarzystwa Diagnostyki Laboratoryjnej i Krajowej
Izby Diagnostéw Laboratoryjnych oraz sekretarzem Zarzgdu Kolegium Medycyny Laboratoryjnej.

Ponadto jestem recenzentem w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym, takich jak

prestizowe: Clinical Chemistry, PlosOne, Journal of Thrombosis Haemostasis czy Expert Opinion on
Therapeutic Targets oraz Journal of Pediatric Endocrinology and Metabolism, European Journal of Gas-
troenterology and Hepatology, Molecular Biology Reports. Takze polskich czasopism: Kardiologia Polska
i Polskie Archiwum Medycyny Wewnetrznej. Jestem tez cztonkiem rady redakcyjnej czasopisma on-line
Cardiogenetics (red. naczelny prof. Giuseppe Limongelli).

Biore aktywny udziat w pracach na rzecz regionu Wojewddztwa Matopolskiego i innych. Jestem
ekspertem w Mafopolskim Centrum Przedsiebiorczo$ci (od 2010 roku) w dwdch projektach osi prioryte-
towej ,Gospodarka regionalnej szansy”, asesorem dla Lubuskiego Urzedu Marszatkowskiego w ramach

Indykatywnego Planu Inwestycyjnego oraz dla Urzgd Marszatkowski Wojewodztwa Dolno$lgskiego.
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1.2. Doswiadczenie zawodowe

2011-obecnie Katedra Biochemii Klinicznej, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiel-

2008-2011

2002-2011

1997-2002

1996-1997

lonskiego, Krakow, adiunkt

Zaktad Kardiochirurgii, Anestezjologii i Kardiologii Eksperymentalnej, Instytut kardiologii,
Wydziat Lekarski, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, asystent
Samodzielna Pracownia Biologii Molekularnej | Badan Naukowych, Krakowski szpital
Specijalistyczny im. Jana Pawta I, kierownik laboratorium

Laboratorium Kliniczne, Krakowski szpital Specjalistyczny im. Jana Pawta Il, Krakéw
asystent

Zaktad Biologii Komérki, Wydziat Biologii | Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski, asy-
stent

1.3. Stopnie Naukowe

2011

2003

1999

1992

Specjalizacja z Laboratoryjnej Genetyki Medycznej, Uniwersytet Medyczny w Poznaniu,
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego, Krakéw, dyplom wydany przez Studium
Ksztatlcenia Podyplomowego Wydzialu Farmaceutycznego CMUJ, nr WFaSK-
525/9/LGM/2011

Specjalizacja z mikrobiologii | st, Collegium Medicum Uniwersytetu Jagielloriskiego, Kra-
koéw, wydany przez Matopolski Urzad Wojewodzki w Krakowie, nr 3452/27/2003

doktorat z biologii Zaktad Biologii Komorki, Wydziat Biologii | Nauk o Ziemi, Uniwersytet
Jagiellonski, “Czynniki warunkujgce ukierunkowany wzrost komorek nerwowych in vitro”
promotor Prof. Wiodzimierz Korohoda

praca magisterska z biologii, specjalnos¢ biologia molekularna. Zaktad Biologii Komor-
ki, Wydziat Biologii | Nauk o Ziemi, Uniwersytet Jagiellonski, “Badania nad metodami izolaciji
i hodowli komdrek nerwowych” promotor: Prof. Wiodzimierz Korohoda

1.4. Staze w zagranicznych lub krajowych osrodkach naukowych lub akademickich

16/22-01-2011 Staz naukowy, CHU de Charleroi, Hépital A. Vésale, Unité des maladies hémorragiqu-

es, Charleroi, Belgia, opiekun: dr Philippe Cauchie; finansowane przez

27/31-07-2009 Staz naukowy z cytogenetyki klinicznej, Katedra i Zaktad Genetyki Klinicznej Akademii

Medycznej we Wroctawiu, opiekun: dr Ryszard Slezak:

09/23-11-2004 Staz naukowy, Imperial College of Science, Technology and Medicine, Londyn, Weston

Laboratory, Anglia, opiekun: dr Husayin Mehmed; finasowane przez STEC

10/24-11-2001 Staz naukowy, Imperial College of Science, Technology and Medicine, Londyn, Anglia,

opiekun: prof. Mustafa Djamgoz; na zaproszenie.

1.5. Wazniejsze kursy i szkolenia

01-2010-04-2011 Menadzer Projektow Badawczych szkolenie organizowane przez Wyzszg Szkote

Finansow i Zarzgdzania w Warszawie

18/20-02-2011 Metodyka Zarzadzania Projektami PRINCE 2 Foundation Centrum Rozwigzan

Menadzerskich SA; PRINCE 2 Foundation Examination (20-02-2011)

2009-2010 Kurs ,Zarzadzanie wlasnoscia intelektualng podstawg funkcjonowania sektora
life science w Polsce” Centrum Transferu Technologii Medycznych, Park Tachno-
logiczny Sp. Z o0.0. w Krakowie;

16-12-2005 Kurs GCP - Good Clinical Practice dla badaczy; Monipol Sp. z o.0.

24/27-01-2000 Warsztaty EBM - Ewaluacja Badan Medycznych; Centrum Monitorowania Jako-

$ci w Ochronie Zdrowia.



dr Ewa Lucja Stepien
Autoreferat 7

2. Gtéwne kierunki prowadzonych badan

Prowadzong przeze mnie pracg naukowa mozna podzieli¢ na dwie chronologicznie i tematycznie
roztaczne czesci: przed uzyskaniem doktoratu (lata 1994-1999) i po uzyskaniu doktoratu do chwili obec-
nej (2000-2012), przy czym okres moich badan po uzyskaniu stopnia doktora charakteryzowat sie prowa-
dzeniem réwnolegle kilku tematéw badawczych zwigzanych z szeroko pojetg biologig ukfadu krgzenia.

Pierwszy okres dotyczyt moich badan w Zaktadzie Biologii Komorki Uniwersytetu Jagiellonskiego
nad biologig komérki nerwowej pod kierunkiem prof. Wiodzimierza Korohody. Drugi okres pracy naukowej
byt i jest zwigzany z dziatalnoscig diagnostyczng w Krakowskim Szpitalu Specjalistycznym im. Jana Paw-
ta Il. W tym czasie wspotpracowatam gtownie z klinicystami, a mojg dziatalno$¢ naukowa mozna podzieli¢
na trzy nurty badan prowadzonych wielowagtkowo:

e Badania nad dysfunkcjg srédbtonka naczyniowego wywotang stresem niedotlenienia i zwigzanym
z zakazeniami (Chlamydia pneumoniae)

e Poszukiwanie nowych markeréw choréb naczyn, gtéwnie miazdzycy, ze szczegdlnym uwzgled-
nieniem komunikacji miedzykomérkowej (mikroczastki) i mediatoréw majgcych charakter proza-
palny lub protekcyjny na komorki srédbtonka, w tym osteopontyny i osteoprotegeryny.

e Badanie wptywu czynnikdéw genetycznych i sSrodowiskowych na strukture i funkcje skrzepu fibry-

nowego 0s6b bezobjawowych i z réznym stopniem zaawansowania miazdzycy naczyn.

Kazdy z tych okreséw mojej pracy zostanie szczegétowo omoéwiony w poszczegolnych podpunk-

tach referatu.

2.1. Kierunki badawcze przed uzyskaniem stopnia doktora (lata 1994-1999)

W okresie tym szczegodlng uwage poswiecitam na opracowanie metodologii pozyskiwania komé-
rek nerwowych ze zwojéw miedzykregowych i embrionalnych komérek nerwowych z mézgdw kurczecia.
W latach 90-tych XX wieku panowat jeszcze poglad, ze komoérki nerwowe, jako ostatecznie zréznicowane
i wyspecjalizowane posiadajg niewielki (jesli w ogole) potencjat regeneracyjny. Badania komérek nerwo-
wych in vitro (hodowle komérkowe) prowadzono w obecnosci cytostatytatykéw, ktére miaty zapobiec
namnazaniu niepozgdanych do doswiadczen komérek astrogleju (w przypadku komoérek pozyskiwanych z
mozgow) lub fibroblastow (w przypadku komoérek pozyskiwanych ze zwojow miedzykregowych). Moja
nowatorska metoda polegata na inkubaciji i wielodniowej hodowli komérek nerwowych w pozywce wzbo-
gaconej o nerwowy czynnik wzrostu (NGF) i surowice ptodowg cieleca, ale bez inhibitoréw podziatow
komaorkowych. Pozwolito to badaé zachowanie komdrek nerwowych w ko-kolturach, a takze obserwowac
ich migracje, tworzenie agregatéw oraz ukierunkowany wzrost stozkéw wzrostu wypustek nerwowych.
Gléwnym osiggnieciem tego okresu jest wykazanie, ze rzezba podtoza o neutralnym skifadzie chemicz-
nym (szkita) oddziatuje na wydtuzajace sie stozki wzrostu neuronow, a krytycznym parametrem jest
gtebokos$¢ rys (100 nm). Wykazatam kluczowg role fibronektyny jako biatka naprowadzajacego stozki
wzrostu komérek ze zwojéw miedzykregowych i embrionalne komérki nerwowe migrujgce szlakami wyty-
czonymi przez inne komorki (fibroblasty) [1]. Jako pierwsza zaobserwowatam nietypowe migracyjne
zachowanie zréznicowanych komérek nerwowych (posiadajgcych neurofilamenty). Ponadto wykaza-

tam kluczowg role filopodiow (w tym cytoszkeletu aktynowego) w procesie naprowadzania stozkow
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wzrostu. Do swoich badan zastosowatam oryginalny model matematyczny [2], ktéry zostat wyrézniony w
konkursie na najlepszg prace doktorskg wykonana przy uzyciu narzedzi Statistica w roku 1999. Efektem
moich badan byta praca doktorska [3], jedna publikacja doswiadczalna [4] (liczba cytowan: 22) oraz dwie

publikacje przeglgdowe [5, 6] i dwa doniesienia zajazdowe [1,2].

2.2 Kierunki badawcze po uzyskaniu stopnia doktora

2.2.1. Dysfunkcja srodbtonka naczyniowego wywotang stresem niedotlenienia i stresem zwigza-
nym z zakazeniami

W okresie 1999-2005, jako wspoétwykonawca projektu, wraz z zespotem prof. Wiestawy Tracz i
dr hab. Piotrem Pienigzkiem prowadzitam badania nad zwigzkiem miedzy infekcjg Chamydia pneumo-
niae a progresjg miazdzycy i czestodcig wystepowania ostrych incydentéw wiencowych [7]. Moim gtow-
nym osiggnieciem w tym projekcie byto opracowanie i kalibracja metody reakcji tancuchowej polime-
razy PCR do oznaczania Ch. pneumoniae w krwi chorych i tkance pobranej podczas zabiegéw plastyki
wiencowej [8]. Opracowatam réwniez algorytm diagnostyczny do oceny serokonwersji u badanych cho-
rych. Ponadto wykazatam obecnosé ciatek retikularnych Ch. pneumoniae w blaszce miazdzycowej u cho-
rych z zaawansowang chorobg wiencowg metoda immunofluorescencyjng z zastosowaniem mikroskopu
konfokalnego [9]. Wykazatam, ze tylko n=2 przebadanych przeze mnie chorych zarébwno w grupie ze
stabilng chorobg niedokrwienng serca (n=234) i w grupie z ostrymi incydentami wiencowymi (n=211) byto
dodatnich w klasie przeciwciat IgM, natomiast odsetek dodatnich w klasie IgA byt n=45,1 i n=57,6, odpo-
wiednio [10]. To pokazuje, Ze u chorzy z zaawansowang miazdzycg naczyn mieli kontakt z Ch. pneumo-
niae, a przebyte infekcje majg charakter przewlekty. Dla poréwnania w grupie zdrowych odsetek dodat-
nich w klasie IgA i IgG wynosit odpowiednio 29,5% i 21% [7]. Dalsze badania obserwacyjne prowadzone
we wspotpracy z prof. Tadeuszem Przewtockim i dr hab. Piotrem Pienigzkiem, udowodnity, ze podwyzo-
ne miano przeciwciat wigze sie¢ wystgpieniem niekorzystnych zdarzen sercowych (MACE) [11] oraz z
gorszg przezywalnoscig chorych po przeszczepieniu serca [12].

W latach 1999-2002 kolejnym tematem badawczym zwigzanym z dysfunkcja i mechanizmami
protekcyjnymi komoérek srédbtonka ludzkiego, byty badania prowadzone w ramach mojego projektu
(grant KBN dla ,mtodych doktoréw” 4P05C009921) oraz projektu kierowanego przez prof. Jerzego Sa-
dowskiego (4P05C00617), ktérego bytam wspoétwykonawcg. Gtowng osig prowadzonych przeze mnie
badan byta rola biatka szoku cieplnego 72 (HSP72) w odpowiedzi komérek srédbtonka na niedotle-
nienie, hipertermie oraz leki o dziataniu przeciwzapalnym i znieczulajgcym: kwas acetylosalicylowy i
propofol. W swojej pracy wykazatam, ze komorki srédbtonka sg odporne na niedotlenienie w warunkach
in vitro, a efekt ten wigze sie z ekspresjg biatka HSP72 [13]. Ponadto kwas salicylowy i propofol podtrzy-
mujg ten efekt hartowania przez zalezng od dawki indukcje HSP72 [14,15,16]. Ekspresji biatka szoku
cieplnego towarzyszy tez charakterystyczna zmiana morfologii komorki i przebudowa cytoszkieletu
aktynowego [14].

Badania nad dysfunkcjg $rédbtonka prowadzitam nastepnie w latach 2007-2010, w ramach prac

magisterskich, ktérych bytam promotorem [17,18]. Wykazatam w nich, ze tagodna hyperhomocystei-

nemia pobudza komdrki srédbtonka w warunkach in vitro do uwalniania mikroczastek, jednak tylko ok.
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25% uwalnianych mikroczgstek ma eksponowang na powierzchni fosfatydyloseryne (charakterystyczng
dla komérek apoptotycznych, pozostate mikroczgstki majg nie zmieniong strukture btony komdrkowej
[19]. Te obserwacje sktonity mnie do dalszych badan nad rolg mikroczastek pochodzenia $rédbtonkowe-
go w komunikacji miedzykomorkowej [20].

Udowodnione przeze mnie in vitro zmiany w morfologii komérki i organizacji cytoszkieletu akty-
nowego towarzyszg dysfunkcji srédbtonka. Proces ten w warunkach in vivo moze mie¢ kluczowe znacze-
nia dla prawidtowej funkcji naczynig. W dalszych badaniach, prowadzonych w latach 2009-2012 pokaza-
tam, ze efekt ten jest rébwniez obserwowany po ekspozycji komodrek $rédbtonka na nanoczastki ZnO.
Badania te byty prowadzone pod moim kierunkiem, w ramach kolejnych prac magisterskich [21,22]. W
wyniku tych badan wykazatam, ze komérki srédbtonka, mimo wyraznie zmienionej morfologii, reorganiza-
cji cytoszkieletu nie ulegajg apoptozie, a uszkodzenia btony komdrkowej, powodujgce wyciek dehydro-
genazy mleczanowej z komorek, i obrazowane za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego
(SEM), majg charakter odwracalny. Komorki przyjmujg charakterystyczny migracyjny fenotyp, co suge-
ruje, ze utrata integralnosci warstwy srodbtonka wigze sie prawdopodobnie z ich pobudzeniem, a nie z
dysfunkcjg. Wyniki tych badan zostaty wkasnie przyjete do druku [23], a badania pragne kontynuowa¢ w
ramach projektu zgtoszonego do Narodowego Centrum Nauki (konkurs Opus), we wspotpracy z prof.

Witoldem t.ojkowskim (Instytut Wysokich Cisnien) w Warszawie.

2.2.2. Tradycyjne i nowe markery choréb naczyn: od troponin sercowych po mikroczastki i biatka
regulujace przebudowe kosci: osteopontyne i osteoprotegeryne

Moje zainteresowania markerami choréb uktadu sercowo-naczyniowego siegajg najwczesniej-
szego okresu pracy w Krakowskim Szpitalu Specjalistycznym im. Jana Pawfa Il. Razem z prof. Januszem
Andresem w latach 1998- 2001 prowadzitam badania nad projektem dotyczgcym przydatnosci nowych
markerow uszkodzenia miokardium (troponin sercowych w ocenie zawatu okotooperacyjnego u chorych
poddawanych zabiegom pomostowania aortalno-wiencowego - CABG). W wyniku prowadzonych badanh
poréwnatam wartosci tych markeréw u chorych z réznych stopniem zaawansowania choroby, wyznaczy-
tam wartosci odciecia dla poszczegdlnych markeréw, w réznych okresach okotooperacyjnych i ocenitam
ich przydatno$¢ diagnostyczng [24,25,26,27]. Pdzniej badania nad przydatnoscia troponiny | i IL-6 w
rozpoznawaniu ryzyka i stopnia uszkodzenia okotooperacyjnego byly prowadzone w ramach projektu
kierowanego przez dr Marie Sniezek-Maciejewskg z Kliniki Chirurgii Serca, Naczyn i Transplantologii
Collegium Medicum UJ, w latach 1999-2003 [28,29,30]. Jako kierownik Samodzielnej Pracowni Biologii
Molekularnej i Badan Naukowych, i osoba odpowiedzialna za wykonywanie oznaczenh bratam udziat w
miedzyosrodkowym badaniu MERIT (Multicentre Evaluation of Routine Immunoassay of Troponin T stu-
dy) [31]. Ponadto, z zespotem prof. Wiestawy Tracz (dr Piotr Musiatek) z Kliniki Choréb Serca i Naczyn
Collegium Medicum UJ, bytam odpowiedzialna za wykonanie oznaczen laboratoryjnych: markeréw zapa-
lenia (IL-1p, IL-6, IL-8. IL-18), przebudowy naczyh (metaloproteinazy: MMP-8, MMP-9, MMP-10), meta-
bolizmu tluszczowego (Lp(a)), stresu niedotlenienia (MPO, Lp-PLA,) i innych, w powigzaniu z obrazowa-
niem blaszki miazdzycowej, w ramach projektu finansowanego przez MNSzW.

Moim nowatorskim wktadem w rozwdj diagnostyki laboratoryjnej choréb uktadu krgzenia jest ba-

danie roli markeréw przebudowy kosci w ocenie ryzyka zwapnienia naczyn (ang. coronary artery
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calcification - CAC) u os6b bezobjawowych. Badania te prowadzitam w ramach projektu CRABIS finan-
sowanego ze Srodkéw Urzedu Marszatkowskiego Wojewddztwa Matopolskiego w latach 2002-2008.
Efektem tych badan sg publikacje doswiadczalne i kliniczne [32,33,34] oraz przegladowe [35] i doniesie-
nia zjazdowe [36,37,38,39,40]. Moim nowatorskim osiggnieciem byto wskazanie, ze u os6b z nadcisnie-
niem tetniczym obserwuje sie podwyzszone stezenia osteopontyny (OPN) i osteoprotegeryny (OPG), i
ze obecnos¢ podwyzszonych wartosci OPG u os6b bezobjawowych, zwigeksza ryzyko CAC [32,33]. Tym

samym, jako pierwsza w pismiennictwie polskim, i jako jedna z nielicznych naukowcéw w pismiennictwie

miedzynarodowym, wskazatam na wazng role osteoprotegeryny w patofizjologii choréb naczyn [35].
Osteoprotegeryna (OPG) jest gtéwnym regulatorem przebudowy kosci w warunkach fizjologicznych i
stanach chorobowych. Jej aktywnos$¢ jest regulowana przez uktad aktywatora receptora dla czynnika
jadrowego (NF)-kB, i jego liganda (RANKL). RANKL jest gldbwnym aktywatorem réznicowania i osteokla-
stogenezy podczas resorpcji kosci, a OPG jest receptorem-atrapa, ktéry hamuje réznicowanie osteokla-
stow przez blokowanie oddziatywan miedzy ligandem RANKL a jego receptorem (RANK).OPG jest pro-
dukowana przez komorki macierzy, komorki hematopoetyczne (megakariocyty) i komorki srédbtonka
(Rys.1.).

Tetnica: srédbtonek i

Komérki

@@ OPG — macierzyste pnia

Komérki
Pre- @ dendrytyczne
osteoklasty @@
Q, Pre-
- osteoblasty
. oYY

Osteocyty Osteoid

Nowa kosé

Stara kosé

Rysunek 1. Schemat prezentujgcy centralng role osteoprotegeryny (OPG) w biologii kosci i naczynh. Strzatki czerwone symbolizujg
komorki produkujgce i uwalniajgce OPG, czarne symbolizujg kierunek réznicowania komoérek pod wptywem OPG, zéite btyskawice
site oddziatywania OPG na pozostate komorki i tkanki, Na podstawie Stepien Kardiochir Torakochir Polska 2012, zmienione [35].

Waznym kierunkiem moich badan, ktéry zapoczgtkowatam w roku 2009 jako promotor prac ma-
gisterskich [17,18] sg badania nad wykorzystaniem mikroczastek do diagnostyki choréb uktadu kra-
zenia. Mikroczastki (MP) sg to struktury btonowe (pecherzyki) o srednicy od 100 nm do 500 nm, uwal-
niane przez komorki krwi (ptytki, limfocyty T i B, makrofagi) oraz komoérki srédbtonka naczyniowego. W
odroznieniu od egzosomow (ktérych srednica waha sie od 40nm do 100nm) uwalnianych na skutek eg-

zocytozy, MP sg wytwarzane w odpowiedzi na czynniki stresogenne, takie jak niedotlenienie, uraz me-
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chaniczny lub w wyniku reakcji zapalnej. Utrata asymetrii blony komérkowej towarzyszgca uwalnianiu MP
ma tez zwigzek z aktywacjg szlaku apoptotycznego w komorce, jednak w przypadku komérek srodbtonka

niemal zawsze jest ona wyrazem dysfunkcji lub szeroko pojetej aktywac;ji (Rys 2.)

O Calpain
g Spectrin

s F-actin

=z

j " Integrin

J™>._ Membrane receptor

[ j Filipase/flopase/

"‘\ scrablase
Qﬁ Myosine
@ G protein
e o Phosphatidylserine
“ Calcium channel

Ca2+

Rysunek 2. Uwalnianie mikroczgstek (MP) przez komorki. (1) Aktywacja systemu przekaznictwa wewngtrzkomorkowego, co powo-
duje wyrzut jondw Ca®* z przestrzeni wewnatrzkomorkowych, aktywacje enzymu kalpainy powodujacej uwalnianie biatek cytoszkie-
letu: aktyny i spektryny (3). Jednoczesnie rozprzezenie systemu ,flip-flop” utrzymujgcego asymetrie btony komoérkowej, przez co
fosfatydyloseryna przemieszcza sie na zewnatrz btony komorkowej i staje sie niedostepna dla spektryny (4). Aktywacja uktadu
aktyno-miozynowego powoduje potaczenie sie krawedzi rosngcego pecherzyka (5), a integryny eksponowane na jego powierzchni
stanowig specyficzne markery do identyfikacji pochodzenia MP; na podstawie Stepien EOTT 2012, zmienione [41].

S3 liczne doniesienia wskazujgce na udziat MP w procesach regeneracyjnych, np. w rewaskula-
ryzacji. MP dziatajg jak ,transmitery” przenoszgce aktywne biologicznie endogenne zwigzki substancje,
ktére biorg udziat w procesie adhezji i chemotaksji oraz angiogenezy [42,43]. W chorobach uktadu ser-
cowo-naczyniowego, takie jak choroba niedokrwienna serca, zawat, udar, kardiomiopatia, nadci$nie-
nie, a takze cukrzyca i choroba zakrzepowa, mikroczastki sg uwazane za markery toczgcych sie proce-
soéw patofizjologicznych lub pobudzenia [44,45,46]. Jednoczes$nie w swojej pracy z roku 2012 wskazatam
na mozliwe wykorzystanie MP nie tylko jako markeréw chordéb, ale takze jako celu w leczeniu miazdzycy i
retinopatii cukrzycowej [41]. Mdj istotny wktad polega na wskazanie zwigzku miedzy stresem, zapale-
niem wywotanym niedotlenieniem i czynnikami metabolicznym, a procesem uwalniania MP, zostat

przedstawiony w 2 petnotekstowych publikacjach [19,47].

2.2.3. Czynniki genetyczne i Srodowiskowe wplywajace na strukture i funkcje skrzepu fibrynowe-
go

Istotnym kierunkiem moich badan w okresie 2006-2011 byty studia nad strukturag skrzepu fibry-
nowego pozyskiwanego z osocza chorych z miazdzycg w réznym stopniu zaawansowania [48,49], cho-
rych z ostrymi incydentami sercowo-naczyniowymi, takimi jak: zawat [50,51],rozwarstwienie $ciany tetnia-
ka aorty brzusznej [52], zator tetnicy ptucnej [53], udar mézgu [54] oraz z rozpoznany przetrwatym otwo-

rem owalnym w $cianie przegrody miedzyprzedsionkowej [55], a takze poddawanych leczeniu hipolipe-
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mizujgcemu [56]. Badania te byty prowadzone m.in. we wspoétpracy z prof. Anettg Undas z Zaktadu Kar-
diochirurgii, Anestezjologii i Kardiologii Eksperymentalnej Collegium Medicum UJ.

Do tej pory opisano w literaturze kilkanascie czynnikdw wptywajgcych na gesto$c usieciowania
skrzepu fibrynowego i grubos¢ widkien, w tym czynniki epidemiologiczne, takie jak wiek, pte¢, palenie
papierosow, nadcisnienie, hiperlipidemia i hiperglikemia, hiperhomocysteinemia, ale takze infekcje i stan
zapalny, czyli czynniki wptywajgce na podwyzszony poziom fibrynogenu. Wskazano takze na role niekté-
rych polimorfizméw genowych: czynnika XlII (F13A1 ¢.100G>T, rs5985), czy fibrynogenu o (FGA
€.991A>G, rs6050) (Rys. 3).

Ttrombina

struktura skrzepu
fibrynowego w
polimorfizmy skaningowym mikroskopie
genowe: elektronowym wiazanie innych
F13A1 c.100G>T _ _ biatek do fibryny:
FGB g.4884C>T AT o TAFI, 0.2
FGG c.1052A>T SR NS ' S antytrombina, PAI-2

FGA c.991A>G

Tfibrynogen

stan zapalny, infekcja
palenie papierosow,
wiek, pte¢ zenska,
nadcisnienie,
cukrzyca,
hiperlipidemie

Rysunek 3. Czynniki genetyczne i Srodowiskowe i ich wptyw na architekture sieci fibrynowej. Na podstawie Scott E et al.
ATVB 2003, zmienione [i].

W badaniach swoich wykazatam, istotny wplyw stezenia fibrynogenu, na strukture skrzepu
fibrynowego oraz czynnikéw, ktére posrednio lub bezposrednio regulujg stezenie lub biodostepnosé fibry-
nogenu: stopien zaawansowania zmian miazdzycowych [49], palenie papierosow [57] oraz czynniki gene-
tyczne (mutacje punktowe powodujgce zmiany w polimeryzacji widkien fibrynowych (fibrynogen Krakow)
[58]. W mniejszym stopniu polimorfizmy genowe (FGB g.4884C>T) [59,60], ktorych efekt moze by¢ mo-

dulowany przez polimorfizmy innych genéw wystepujacych w klastrach [61]. Udowodnitam réwniez zwig-

" Scott EM, Ariéns RAS, Grant PJ. Genetic and environmental determinants of fibrin structure and function: relevance to clinical
disease. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 2004;24:1558-66.
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zek miedzy polimorfizmem genu kodujgcego podjednostke A czynnika Xl (enzym fibrynaza o aktywnosci
tranglutaminazy) F13A1 c.100G>T, rs5985, a podatnoscig na lize i przesgczalnos¢ skrzepu fibrynowego
u chorych z zaawansowana miazdzycg, w ramach projektu dr Bogustawa Kapelaka z Kliniki Chirurgii
Serca, Naczyn i Transplantologii Collegium Medicum UJ [62]. Wskazatam réwniez na udziat MP pocho-
dzenia $rdédbtonkowego i ptytkowego w obnizonej podatnosci na lize skrzepu fibrynowego u chorych z
zawatem serca [63].

Do badan nad strukturg skrzepu fibrynowego wdrozytam i zastosowatam szereg metod laborato-
ryjnych, takich jak: skaningowa mikroskopie elektronowg SEM (badania we wspotpracy z dr Grzego-
rzem Tylko, z Zaktadu Biologii i Obrazowania Komorki Instytutu Zoologii Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagiellonskiego), metode turbidymetryczng opartg o kinetyczne pomiary absorbancji oso-
cza aktywowanego trombing (Rys. 4), czy jako pierwsza w Polsce, metode skalibrowanego automa-
tycznego trombogramu (ang. Calibrated Automated Thrombogram — CAT), czyli ocene trombogennego
potencjatu osocza [64] (Rys. 5).

Pomiar polimeryzacji fibryny
metoda turbidymetryczna
1,00
0.80 - o fibrynogen Krakéw ( FGG ¢.1052A>T)
’ -osocze kontrolne
max 0,63
o 0,60 ,
E 040 -
B £
i /‘ max 0,22
8 =
<
0,00 ‘ ‘
0 500 1000
czas [s]

Rysunek 4. Kinetyka zmian absorbancji osocza aktywowanego trombing mierzonej przy dtugosci fali 405 nm. Poréwnanie

osocza od chorego z mutacjg genu fibrynogenu y (FGG ¢.1052A>T) z osoczem osoby zdrowe;.
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Rysunek 5. Schemat przedstawiajgcy charakterystyke parametréw mierzonych przy uzyciu metody skalibrowanego automatyczne-
go trombogramu (calibrated automated trombogram — CAT). ETP — endogenny potencjat trombiny (endogenous thrombin potential).
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3. Omoéwienie osiagniecia naukowego

»Zastosowanie nowych markeréw w synergistycznej diagnostyce choréb ukiadu
krazenia”

wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 65, po. 595, z p6zZn. zm.)

Wraz z rozwojem laboratoryjnych metod diagnostycznych i wprowadzeniem w latach 90-tych XX
wieku, dzieki badaniom dwdch zespotéw: H.A. Katusa [ii,iii] i J.E. Adamsa [iv,v], tak zwanych nowych
markerow sercowych (troponin sercowych T i |) do diagnostyki zawatu, nastapit wzrost zainteresowania
markerami laboratoryjnymi chordb uktadu krgzenia, nie tylko w ocenie uszkodzenia miesnidéwki serca
(miokardium), lecz takze w ocenie ryzyka sercowo-naczyniowego, diagnostyce powiktan, a takze w pro-
gnozowaniu leczenia. Kolejne odkrywanie nowych markeréw, zwanych takze biomarkerami, mozliwe
dzieki zastosowaniom wysokoprzepustowych metod molekularnych (OMICS), stawia nowe wyzwania
przed diagnostyka laboratoryjng. Takie ,multidyscyplinarne” podejscie do diagnostyki nie tylko wymaga
poréwnania nowego potencjalnego markera ze ,ztotym standardem”, ale wigze sie z ,innowacyjnym” (w
domysle niestandardowym) podejsciem do badanh oraz do oceny potencjalnych mozliwosci i zastosowan

nowego markera w medycynie.

Synergistyczna diagnostyka choréb uktadu krgzenia to nowatorskie podejscie do diagnostyki
laboratoryjnej, z zastosowaniem wielu metod analitycznych z potencjalnym nastawieniem na jednoczesng
terapie. Takie synergistyczne podejscie w kardiologii umozliwia nowoczesna diagnostyka laboratoryjna
potgczona z diagnostykg obrazowg. Koncepcje diagnostyki synergistycznej i przyktady jej zastosowan w
kardiologii po raz pierwszy opisatam w rozdziale podrecznika ,Coronary Angiography — Advances in No-
ninvasive Imaging Approach for Evaluation of Coronary Artery Disease” pod red. prof. Branislawa Blasko-
ta

E. STEPIEN. Acceleration of new biomarkers development and discovery in synergistic di-
agnostics of coronary artery disease in: Coronary Angiography / Book 2, Editor B. Baskot. InTech
2011; ISBN 979-953-307-235-6.

W pracy wskazatam na trzy potencjalnie rozwijajgce sie kierunki diagnostyki laboratoryjnej w kar-
diologii i oméwitam ich zastosowanie w réznicowaniu i ocenie ryzyka chorob uktadu krazenia: biatka bio-
rgce udziat w przebudowie kosci - osteopontyna (OPN) i osteoprotegeryna (OPG), mikroczastki (MP)

oraz ocena parametréw zwigzanych tworzeniem skrzepu fibrynowego.

Moim wkfadem dla rozwoju synergistycznej diagnostyki choréb uktadu krazenia jest cykl prac po-
Swiecony roli OPG i OPN w ocenie CAC w grupie 0s6b bezobjawowych. Mimo szeroko zakrojonej pre-

" Gerhardt W., Katus H.A., Ravkilde J., Hamm C.W. S-troponin-T as a marker of ischemic myocardial injury. Clin Chem. 1992, 38,
1194.

" Katus H.A., Schoeppenthau M., Tanzeem A. et al.: Non-invasive assessment of perioperative myocardial cell damage by circulat-
ing cardiac troponin T. Br Heart J. 1991, 65, 259.

¥ Adams J.E. 3rd, Bodor G.S., Davila-Roman V.G. et al.: Cardiac troponin I. A marker with high specificity for cardiac injury. Circu-
lation. 1993, 88, 101.

¥ Adams J.E. 3rd, Sicard G.A., Allen B.T. et al.: Diagnosis of perioperative myocardial infarction with measurement of cardiac tro-
ponin I. N Engl J Med. 1994, 330, 670.



dr Ewa Lucja Stepien
Autoreferat 15

wencji choréb uktadu krgzenia, dostepnemu i potencjalnie skutecznemu leczeniu hypolipemizujacemu,
ilos¢ MACE w grupie umiarkowanego ryzyka wzrasta, poniewaz rosnie liczebnos$¢ tej grupy [vi]. Skutecz-
ne rozpoznanie stanu przedchorobowego z zastosowaniem metod diagnostyki nieinzawyjnej, byto dla
mnie inspiracjg do badan, celem: wskazanie nowych markeréw, ktére potencjalnie réznicowatyby osoby
bezobjawowe na grupy ryzyka.

STEPIEN E. Osteoprotegerin as a possible novel predictor of cardiovascular dysfunction. Kardio-
chirurgia i Torakochirurgia Polska. 2012; 1: 82-85.

W pracy tej dyskutuje aktualny stan wiedzy na temat zastosowania OPG jako biomarkera i pa-
rametru prognostycznego chordb ukfadu krgzenia, cytuje najnowsze badania kliniczne pokazujgce, ze
OPG jest silnym i niezaleznym wskaznikiem prognostycznym choréb uktadu krgzenia (CAC i nadcisnie-
nia), co sugeruje, ze OPG moze réwniez odgrywac role regulatora w patologii serca i przebudowie na-
czyn [35].

STEPIEN E, Wypasek E, Stopyra K, Konieczynska M, Przybyto M, Pasowicz M. Increased levels of
bone remodeling biomarkers (osteoprotegerin and osteopontin) in hypertensive individuals. Clin
Biochem. 2011; 44: 826-831.

Praca ta, wykonana na grupie (n=130) bezobjawowych ochotnikéw, ktérzy zostali zaproszeni do
badania w ramach programu ,Wczesna prewencja i profilaktyka choroby niedokrwiennej serca i udaru
mozgu z zastosowaniem nowoczesnych metod diagnostycznych. CRABIS” w latach 2002-2008 [33]. W
pracy tej przedstawitam i omowitam wyniki oznaczen 4 markeréw diagnostycznych: 2 markery zapalne,
biatka ostrej fazy (CRP — biatko C-reaktywne i fibrynogen) i 2 markery/regulatory przebudowy kosci (OPN
i OPG). Ponadto wykonatam oznaczenia stezenh glukozy i lipidow, ktérych podwyzszone stezenia sg po-
wszechnie uznawane jako czynniki ryzyka sercowo naczyniowego. Parametrem réznicujacym te grupe
byto nadcisnienie (leczone i nieleczone). W badaniu tym wykazatam, ze u oséb z nadcisnieniem obser-
wuje sie podwyzszony poziom CRP, OPG i OPN. Ponadto, osoby z wyzszymi stezeniem OPN charakte-
ryzowaly sie wiekszg czestoscig wystepowania nadcisnienia, wyzszymi stezeniami glukozy, CRP, OPG i
tendencjg wzrostowg dla fibrynogenu. Przy poréwnaniu OPG, zaleznosci miedzy stezeniami fibrynogenu,
CRP i OPN byly stabsze. Analiza przydatno$ci diagnostycznej (analiza ROC; ang. Receiver Operating
Curve) w réznicowaniu oséb bezobjawowych z nadcisnieniem lub bez, stawia OPN i OPG na réwni z
innymi markerami laboratoryjnymi, bedgcymi czynnikami ryzyka: CRP, glukoza, fibrynogen, triglicerydy,
stezenia LDL i HDL. Wyniki tych badan, zainspirowaty mnie do analizy zwigzku miedzy CAC a strzeze-
niami OPN i OPG w grupie bezobjawowe;j.

STEPIEN E, Fedak D, Klimeczek P, Wilkosz T, Bany$ RP, Starzyk K, Bazanek M, Pasowicz M. Os-
teoprotegerin, but not osteopontin, as a potential predictor of vascular calcification in normoten-
sive subjects. Hypertens Res. 2012; 35: 531-538.

Jest to duze badania, wykonane na grupie (n=500) ochotnikéw w ramach programu CRABIS [32].
Najwazniejszym osiggnieciem tego badania jest wykazanie, ze podwyzszone stezenie OPG jest zmienng
objasniajgcg wystepowania CAC ocenianych przy uzyciu techniki wielorzedowej tomografii komputerowej
serca (CardioCT) u os6b bezobjawowych, bez nadcisnienia. Ponadto wykazatam, ze funkcja nerek, oce-

niana jako wspétczynnik przesgczania kiebuszkowego (GFR), jest istotnym czynnikiem wptywajacym

vi Pasterkamp G. wyktad ,Biomarkers for Volnurable Plaques” podczas warsztatow Mechanism, detection and treatment of vulnera-

ble plaques. Frontiers in Cardiovascular Biology. Londyn, Wielka Brytania, 29. marzec — 1. kwiecien 2012.
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zaréwno na czestos¢ i wielkos¢ zwapnien, jak i stezenia OPG. W pracy tej potwierdzitam, na wiekszej
grupie badanych, zwigzek miedzy podwyzszonymi stezeniami OPG i OPN a nadci$nieniem. Ponadto
pokazatam, ze osoby bezobjawowe z nadci$nieniem charakteryzujg sie wyzsza mediang wspotczynnika
uwapnienia naczyn wiehcowych (CAC). Co ciekawe, w ogdlnej populacji oséb bezobjawowych nie zaob-
serwowatam zwigzku miedzy OPG i OPN a stopniem CAC. Analiza wariancji wielu zmiennych pokazata,
ze znaczgcy wzrost stezenia OPG obserwuje sie u 0s6b bez nadcisnienia z niewielkimi wartosciami CAC
(11-100 AU), co pozwala na wyodrebnienie potencjalnie nowej grupy ryzyka.

Nowatorski charakter tego badania polega tez na zastosowaniu multidyscyplinarnego, synergi-
stycznego, podejscia do diagnostyki laboratoryjnej, potaczenia techniki obrazowania z badaniami labora-
toryjnymi, co pozwolito na wytypowanie i opisanie nowego markera kardiologicznego: osteoprotegeryny.
Zastosowanie roznych metod statystycznych pozwolito tez na charakterystyke tej zaleznosci i wskazanie

czynnikow wptywajgcych na nia.

Dobitnym przyktadem zwrotu, jaki dokonat sie w diagnostyce laboratoryjnej, zwigzanym z rozwo-
jem metod analitycznych (cytometrii przeptywowej) jest wykorzystanie mikroczgstek (MP) do diagnostyki
choréb. Jeszcze w latach 90-tych XX wieku MP byty uwazane za debris pochodzenia komdérkowego, cho¢
w zapomnianych pracach z lat 80-tych FC Messineo zauwazyt, ze niedotlenieniu miesnia sercowego
towarzyszy formowanie mikropecherzykdw, poprzedzone uwalnianiem wapnia wewnatrzkomoérkowegdo i
aktywacja fosfolipaz [vii]. W 1967 roku P. Wolf zaobserwowat wydzielane btonowe fragmenty ptytek, ktére
nazwat ,pytem ptytkowym” [viii], a trawienie prébki enzymami proteolitycznymi i stosowanie detergentéw,
byto jedng z zalecanych metod usunigcia MP, przed analizg prébki w cytometrze przeptywowym [ix]. No-
we podejscie do diagnostyki wskazato na MP jako wyznaczniki uszkodzenia lub pobudzenia komorek, a
tym samym zaproponowano MP jako potencjalny marker.

STEPIEN E, Stankiewicz E, Zalewski J, Godlewski J, Zmudka K, Wybranska I. Number of micropar-

ticles generated during acute myocardial infarction and stable angina correlates with platelet acti-
vation. Arch Med Res. 2012; 43: 31-35.

W pracy tej wskazuje nie tylko na zwiekszong liczbe MP w krwi chorych z zawatem w poréwnaniu
do chorych ze stabilng chorobg wiericowg, ale takze pokazuje, Ze u chorych z zawatem zwieksza sie
liczba MP pochodzenia ptytkowego transportujgcych czynnik tkankowy (CD142) [47]. Po raz pierwszy
wskazuje, ze MP w zawale mogg by¢ nosnikiem istotnych dla krzepniecia czynnikéw, prawdopodobnie
poprzez ich zdolno$¢ do wzajemnej agregaciji, co zaobserwowatam w moich wczesniejszych pracach.
Zalezno$¢ miedzy markerami aktywacii ptytek (powierzchniowa P-selektyna) a liczbg MP, zaréwno po-
chodzenia ptytkowego jak i srédbtonkowego pokazuje na znaczgcy udziat ptytek w uwalnianiu MP w za-

wale, nie tylko jako zrédta MP ale takze jako regulatora uwalniania MP z innych komérek.

Vi

Katz AM, Messineo FC. Fatty acid effects on membranes: possible role in the pathogenesis of ischemic myocardial damage. J
Mol Cell Cardiol. 1982; Suppl. 3:119-22.

' Wolf P. The nature and significance of platelet products in human plasma. Br J Haematol. 1967;13:269-288.

b Bossuyt X, Marti GE, Fleisher TA. Comparative analysis of whole blood lysis methods for flow cytometry. Cytometry. 1997;

30:124-33.
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Zejscie do poziomu ,,mikro” i ,nano” otwiera nowe mozliwosci przed metodami diagno-
stycznymi. Przyktadem zastosowania technik w skali nanotechnologii jest moj dorobek poswiecony ana-
lizie struktury skrzepu fibrynowego (patrz: pkt 2.2.3.). W szczegdélnosci moja praca, w ktérej po raz pierw-
szy wskazuje na zwigzek miedzy gruboscig Sciany naczyniowej tetnicy szyjnej mierzone od linii granicz-
nej przydanka — btona srodkowa do linii granicznej blona wewnetrzna — $wiatlo naczynia, a gestoscig
skrzepu fibrynowego u chorych z wielopoziomowg miazdzycg [49].

STEPIEN E, Kabtak-Ziembicka A, Musiatek P, Tylko G, Przewtocki T. Fibrinogen and carotid intima
media thickness determine fibrin density in different atherosclerosis extents. Int J Cardiol. 2012;
157: 411-413.

Pomiar grubosci kompleksu btony wewnetrznej (tunica intima) i srodkowej (tunica media) - kom-
pleksu intima-media (CIMT) pozwala na ocene wczesnych zmian miazdzycowych. Jednoczesnie, moje
wczesniejsze badania nad strukturg skrzepu fibrynowego pokazaty, zwigzek miedzy czynnikami ryzyka a
gestoscig skrzepu fibrynowego, jego przesaczalnoscig i podatnoscig na lize. W powyzszej pracy wykaza-
tam, Zze mimo braku zaleznosci miedzy markerami zapalenia a wartoscig CIMT u chorych z miazdzycg
wielopoziomowa, istnieje zwigzek ze stopniem zaawansowania miazdzycy i architekturg skrzepu fibryno-
wego wyrazona jako gestos¢ skrzepu i grubosé widkien fibrynowych. Praca ta jest kolejnym przykiadem

na wykorzystanie diagnostyki synergistycznej do poszukiwania nowych markeréw w kardiologii.

Praca zamykajgca mdj cykl publikaciji jest list do redakcji Kardiologii Polskiej, w ktérym wskazuje
na zasadnos¢ wykonywania oznaczen polimorfizméw genowych w ocenie krotkoterminowego ryzyka
powiktan po zabiegach CABG [65].

STEPIEN E, Kapelak B, Drwita R, Sadowski J. Single nucleotide polymorphisms may be
useful as short-term predictors after coronary artery by-pass grafting surgery: the role of FGB
0.4884C>T polymorphism. Kardiol Pol. 2012; 70: 109-110.

Jest to podsumowanie mojej kilkunastoletniej dziatalnosci jako diagnosty laboratoryjnego i gene-
tyka i wspétpracujgcego z kardiochirurgami i kardioanestezjologami. W pracy tej wskazuje na potrzebe
rozszerzenia diagnostyki laboratoryjnej takze o badania genetyczne w celu zindywidualizowania podej-
Scia do chorego, szczegodlnie chorego obarczonego wysokim ryzykiem powiktan. Synergizm w badaniach
diagnostycznych dotyczy zatem nie tylko diagnostyki obrazowej i biochemicznej, lecz takze badar mole-

kularnych i genetycznych.
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4. Spis zatacznikéw do niniejszego autoreferatu

1. Poswiadczona notarialnie kopia odpisu dyplomu doktora nr 4078.

2. Wykaz opublikowanych prac naukowych lub twérczych prac zawodowych oraz informacja o osia-
gnieciach dydaktycznych, wspétpracy naukowej i popularyzaciji nauki

3. Kopie publikacji stanowigcych dorobek naukowy bedacy monotematycznym cyklem publikaciji
(razem 7 szt)

4. Oswiadczenia zgody wspoétautoréw na wykorzystanie dorobku w przewodzie habilitacyjnym do
wymienionych publikacji (razem 24 sztuki)

5. Analiza bibliometryczna sporzgdzona przez mgr Marte Stokaluk z Biblioteki Medycznej Uniwersy-
tetu Jagiellonskiego Collegium Medicum (z dn. 24-08-2012).

6. Autoreferat w jezyku angielskim.
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