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¢) omoéwienie celu naukowego ww. pracy i osiagnietych wynikéw wraz z omowieniem ich

ewentualnego wykorzystania

Osiagniecie naukowe obejmuje cykl pieciu publikacji, ktére powstaly podczas mojej
pracy poczatkowo w Zaktadzie Biologii Molekularnej i Systemowej pod kierunkiem prof. dr
hab. Marka Figlerowicza, a nastepnie byty kontynuowane w Pracowni Spektrometrii Mas pod
kierunkiem prof. dr hab. Macieja Stobieckiego w Instytucie Chemii Bioorganicznej PAN w
Poznaniu. Materiat badawczy stanowity probki osocza ludzkiego, a nadrzednym celem byto
blizsze zrozumienie mechanizmow rzadzacych procesami miazdzycorodnymi u 0s6b
cierpigcych na przewlekta chorobe nerek (ang. chronic kidney disease; CKD) oraz chorych z

klasyczng chorobg sercowo-naczyniowg (ang. cardiovascular disease; CVD). Cel ten miat
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zosta¢ osiggniety poprzez doglebne analizy protecomoéw osocza oraz Stworzenie profili

biatkowo-peptydowych obu badanych stanéw patologicznych.

Od kilkunastu lat analizy proteomiczne i identyfikacja biatek z wykorzystaniem
spektrometrii mas staty si¢ bardzo uzytecznym narz¢dziem wykorzystywanym w wielu
dziedzinach biologii i medycyny. Proteomika to dziedzina nauki, ktorej celem jest iloSciowe i
jakosciowe opisanie biatek powstatych w wyniku ekspresji genow w komorce, tkance lub
calym organizmie. Badania na poziomie biatek umozliwiaja poréwnania ztozonych mieszanin
biatkowych oraz identyfikacje i oceng ilosciowa ich poszczegolnych sktadnikow. Proteomika
zajmuje si¢ wigc nie tylko badaniem okreslonej puli biatek, lecz réwniez oceng calych,
skomplikowanych uktadéw reakcji badZz procesow oraz okresleniem ich przebiegu,
mechanizmow i systemow regulacji. Jednym z najwazniejszych podejs¢ proteomicznych jest
tzw. proteomika porownawcza, ktora stosuje si¢ w celu znalezienia markeré6w badanego
procesu lub choroby. Poprzez poroéwnanie profili biatkowo-peptydowych proby kontrolnej z
proba badang, uzyskuje si¢ informacje o zmianach jako$ciowych i ilo§ciowych wywotanych
danym czynnikiem. Takie podej$cie znalazto zastosowanie w badaniach proteomicznych
réznych jednostek chorobowych, co doprowadzito w ostatnich latach do odkrycia wielu
istotnych biatek uczestniczacych w rozwoju tych schorzen. Proteomika moze mieé
zastosowanie zarowno Ww diagnostyce, wyborze optymalnej metody terapii oraz
monitorowaniu jej przebiegu, a takze w predykcji wynikow leczenia. Przede wszystkim
jednak pozwala na blizsze zrozumienie mechanizmoéw lezacych u podstaw analizowanych

zagadnien co zostalo wykorzystane do uzyskania prezentowanego osiggniecia naukowego.

Na przestrzeni ostatnich lat dzieki postgpowi technologicznemu wynalezionych
zostalo wiele technik umozliwiajacych globalng analiz¢ proteomu. W analizach
proteomicznych stosowane sg metody ,screaningowe” umozliwiajagce poréwnywanie
ztozonych mieszanin biatkowych oraz identyfikacj¢ i oceng ilosciowa ich poszczegolnych
sktadnikow. W zalezno$ci od zastosowanej metodyki, wyrézniamy dwa gtowne podejscia
proteomiczne. Pierwsze z podejs¢ zaklada izolacj¢ bialek, oczyszczenie uzyskanego
preparatu, a nastepnie ich rozdzial metodg elektroforezy dwukierunkowej (ang. two-
dimensional  electrophoresis, 2DE).  Elektroforeza  dwukierunkowa w  zelu
poliakryloamidowym, dzigki potaczeniu techniki ogniskowania izoelektrycznego oraz
standardowej elektroforezy w warunkach denaturujacych, zapewnia do$¢ dobry rozdziat

mieszaniny biatek. Po przeprowadzonym rozdziale uzyskane zele wizualizuje si¢ z uzyciem
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odpowiednich barwnikéw, a nastepnie przeprowadzona zostaje analiza komputerowa
powstatych obrazow w celu znalezienia plamek biatek wykazujacych zréznicowang
akumulacje pomiedzy proba kontrolng a badang. Plamki biatek réznigce si¢ ilosciowo wycina
si¢ z zelu, trawi enzymatycznie na peptydy, a uzyskang mieszaning peptydow analizuje si¢ w
spektrometrze masowym w celu identyfikacji tego biatka. Gloéwng wadg tego podejscia jest
czasochtonno$¢ oraz wymog stosowania relatywnie duzych ilosci biatka, ponadto istotnym
ograniczeniem jest niska liczba zidentyfikowanych biatek, niezwykle trudno réwniez
analizowa¢ biatka o duzych masach czasteczkowych, biatka blonowe oraz o wlasciwosciach
silnie hydrofobowych. Z drugiej strony przeprowadzanie ogniskowania w handlowo
dostgpnych paskach zelowych z immobilizowanym gradientem pH wyeliminowato problem z
powtarzalno$cig tego typu analiz co bylo zasadniczym problemem jeszcze kilkanascie lat
temu. Drugie podejscie zwane ,,shotgun” zaklada trawienie enzymatyczne wszystkich biatek
zawartych w probce bez ich uprzedniego rozdzialu z wykorzystaniem 2DE. Uzyskana w ten
sposob skomplikowana mieszanina peptydow jest rozdzielania z uzyciem chromatografu
cieczowego (ang. liquid chromatography, LC), a nastepnie analizowana z wykorzystaniem
spektrometru masowego (ang. mass spectrometry, MS). Do rozdzielania uzyskanych po
strawieniu biatek -peptydow, obecnie uzywa si¢ gléwnie ultrawysokosprawnych
chromatografow cieczowych (ang. ultra pressure liquid chromatography; UPLC)
wyposazonych w nanokolumny o $rednicy ziaren 2-3 pum. Systemy UPLC pracujac pod
bardzo duzymi ci$nieniami (rzedu 20-50MPa), pozwalaja na osiggnigcie olbrzymiej zdolnosci
rozdzielczej, co jest optymalnym rozwigzaniem do rozdzialu skomplikowanych mieszanin,
jakimi sg peptydy powstate po trawieniu biatek. Dzigki mozliwosci sprzezenia kolumn
chromatograficznych bezposrednio ze zrodiem jondw spektrometru (polaczenie typu ,,0n-
line”’), mozliwa jest automatyzacja procesu i osiagnigcie wysokiej przepustowosci rozdziatu
analizowanych peptydow. W ,,screaningowych” analizach proteomicznych gtéwnie znajduja
zastosowanie dwa rodzaje jonizacji zachodzacej w zrodle jonow: elektrorozpylanie (ang.
electrospray ionization; ESI) oraz desorpcja laserowa wspomagana matrycag (ang. matrix-
assisted laser-desorption ionization, MALDI). Z kolei do analizy rozdzielanych jonéw
najczesciej stosowane sg analizatory czasu przelotu (ang. time of flight; TOF) oraz
hybrydowe analizatory typu Orbitrap™. Opisane powyzej podejécia proteomiczne oraz
uktady LC-MS zostaly wykorzystane do uzyskania rezultatdw w ramach osiagnigcia

naukowego.
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Identyfikacje biatek metodami spektrometrii mas mozna prowadzi¢ z wykorzystaniem
metody peptydowego odcisku palca, PMF (ang. peptide mass fingerprinting). W metodzie
PMF otrzymuje si¢ widmo masowe, ktore ukazuje masy poszczegolnych peptydow powstate
po trawieniu danego biatka. Jest to tzw. mapa peptydowa, unikalna dla kazdego biatka, dzigki
specyfice substratowej enzymu uzywanego do trawienia. Nastgpnie poréwnuje si¢ masy
peptydow uzyskanych na widmach MS do teoretycznych mas peptydéw zdeponowanych w
bazach danych i na tej podstawie dokonuje si¢ identyfikacji biatka. Metoda ta jednak
sprawdza si¢ tylko w stosunku do bialek poznanych wczesniej i obecnych w bazach danych.
Ponadto jest zupekie nieprzydatna, gdy mamy do czynienia ze skomplikowang mieszaning
peptydow powstatych w wyniku trawienia wielu bialek jednoczesnie. Z tego wzgledu stosuje
si¢ ja gtownie do identyfikacji pojedynczych biatek wycigtych z zelu np. po rozdziatach
metoda 2DE. W przypadku podejscia ,,shotgun”, gdzie trawimy jednocze$nie wszystkie
biatka zawarte w ztozonej probee, konieczne jest stosowanie metod tandemowej spektrometrii
masowej (ang. tandem mass spectrometry; MS/MS) sprzezonej z chromatografig cieczowa.
Metoda MS/MS poprzez zastosowanie technik fragmentacyjnych analizowanych peptydow i
W oparciu o mas¢ jondw potomnych uzyskanych po fragmentacji, umozliwia ustalenie sktadu
aminokwasowego danego peptydu i tym samym identyfikacj¢ bialek poprzez poznanie ich
sekwencji. Tandemowy spektrometr wyposazony jest w dwa analizatory, w pierwszym
analizatorze selekcjonuje si¢ wybrany jon molekularny pochodzacy od peptydu, a w drugim
analizuje si¢ masy uzyskanych po fragmentacji jonow potomnych. Fragmentacja moze
nastgpowa¢ miedzy innymi wskutek zderzen zjonizowanych peptydow z atomami
wprowadzonego gazu szlachetnego (collision-induced dissociation; CID) lub nastgpowac,

jako efekt dziatania lasera (laser-induced dissociation; LID).

Stosujac metode ,,shotgun” mozemy oprocz analizy jako$ciowej (identyfikacja bialek)
przeprowadzi¢ rowniez analize¢ ilosciowa (pomiar akumulacji poszczegélnych biatek w
analizowanej mieszaninie). W tym celu wykonujemy znakowanie probek z wykorzystaniem
znacznikow izotopowych lub izobarycznych. Analizowane probki biatkowe/peptydowe
mozna przygotowywacé rowniez bez uprzedniego znakowania. W tym ostatnim podejsciu,
(tzw. metoda ,,label-free”) kazda badang probke analizuje si¢ osobno w wielu powtdrzeniach.
Spektrometr rejestruje sygnaly pochodzace od rozdzielanych peptydow. Informacje o
wzglednych zmianach akumulacji peptydow i bialek uzyskuje si¢ poprzez pordéwnania
intensywnos$ci sygnatéw pomiedzy widmami poszczegolnych analitow uzyskanych w trybie
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MS. Aby uzyska¢ wiarygodny wynik nalezy dysponowa¢ do$¢ duzg liczbg probek. Zaletg
metody ,,label-free” jest jej prostota — probek nie przygotowuje si¢ w zaden skomplikowany
sposob, a nawet ograniczenie liczby krokdw w czasie procedury przygotowawczej jest bardzo
korzystne. Poza tym jest to metoda relatywnie niedroga. Jedng z wad jest koniecznos¢
przerobienia duzej liczby probek, w co najmniej kilku powtorzeniach, a co za tym idzie dtugi
czas cksperymentu. Poza tym roznice pomiedzy poszczegdlnymi analizami MS moga
znaczaco wptywac na uzyskane wyniki. Z kolei, metoda znacznikowa obejmuje znakowanie
izobaryczne lub izotopowe badanych bialek lub peptydow przed analiza MS.
Najpopularniejszg metoda znakowania jest tzw. etykietowanie izobaryczne: iTRAQ (ang.
isobaric tagging for relative and absolute quantification). Metoda iTRAQ umozliwia
porbwnywanie ze sobg do 8 grup ecksperymentalnych — tyle bowiem jest dostgpnych
znacznikoéw. Znaczniki iTRAQ zbudowane sg z grupy reporterowej, tzw. grupy balansowej
oraz reaktywnej grupy wiazacej si¢ z grupa aminowa peptydow. Grupa ta tworzy wigzania
kowalencyjne z kazda lizyng oraz N-koncowa grupa peptydow powstatych po trawieniu
proteolitycznym biatek. Po znakowaniu probki pochodzace z wszystkich analizowanych grup
eksperymentalnych sg 1aczone w jedng probke, oczyszczane na kolumnach
kationowymiennych i jako jedna probka sa wprowadzane do uktadu LC-MS/MS. Dzigki temu
unikamy rdznic pomigdzy poszczegdlnymi analizami MS co jak wspominatam jest znaczaca
wadg w przypadku analiz typu ,.label-free”. Podczas fragmentacji peptydu nastgpuje utrata
obojetnej grupy balansowej 1 uwalniany jest jon reporterowy o masie pomiedzy 113, a 121 w
zaleznosci od zastosowanego znacznika. Porownujac ze sobg powierzchnie pikow
pochodzacych od danych jondéw reporterowych uzyskuje si¢ informacje o relatywnej ilo$ci
danego peptydu. W moich badaniach stosowatam oba podejscia proteomiczne: ,,label-free”
oraz iTRAQ. Niezaleznie jednak od zastosowanego podej$cia uzyskane wyniki staratam sie
potwierdza¢ z wykorzystaniem metod alternatywnych, celowanych juz na konkretne biatko i
w tym celu wykorzystywatam albo analizy immunoenzymatyczne z zastosowaniem
specyficznych przeciwciat (western blot lub ELISA) lub tez analizy LC-MS/MS polegajace
na monitorowaniu reakcji nastepczych typu SRM (ang. single reaction monitoring) i PRM
(ang. paralell reaction monitoring). Metody SRM i PRM to bardzo skuteczne techniki stuzace
do ilosciowego oznaczania biatek docelowych. W metodzie tej wybieramy jon o okreslonej
masie i czasie retencji (jon ten pochodzi od peptydu nalezacego do walidowanego biatka), a

nastepnie Sledzimy wybrang reakcje jego fragmentacji. Uzyskujemy wykres intensywnoS$ci
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badanej reakcji fragmentacji w czasie a jego warto$¢ jest proporcjonalna do stezenia badane;j

substancji. Pozwala to na wykonywanie precyzyjnych pomiarow ilosciowych.

Jak wspomniatam wyzej moje osiggni¢cie naukowe dotyczylo badan podstawowych
rozwoju miazdzycy w przewlektej chorobie nerek (CKD). Przewlekta choroba nerek jest to
progresywna i nieodwracalna utrata funkcji tych organdéw, objawiajgca si¢ obnizeniem
poziomu filtracji klebuszkowej, tzw. GFR (ang. glomerular filtration rate) czyli zdolno$cig
nerek do filtracji krwi. Najczegsciej obserwowanym objawem poza obnizonym GFR sa
nieprawidlowosci w sktadzie krwi i moczu, gléwnie proteinuria. U zdrowej osoby w ciagu
jednej minuty przeptywa przez nerki od 90 do120 ml ptynu i tyle wynosi prawidlowy GFR.
Obnizenie wartoéci GFR ponizej 90 ml/min/1,73m? moze wskazywaé na przewlekla chorobe
nerek. Na podstawie tego parametru CKD dzielimy na pig¢ stadiow. Im nizszy GFR tym
bardziej zaawansowane stadium choroby. Stadium 1 i 2 CKD s3a najlagodniejsze i
charakteryzuja si¢ prawidlowym lub nieznacznym obnizeniem GFR (> 60 ml/min/1,73m?); sa
to tzw. stadia utajone gdyz objawiaja si¢ niespecyficznymi symptomami, ktore trudno
zdiagnozowaé. W stadium 3 i 4 GFR jest juz wyraznie obnizony (CKD3: GFR 30-59 ml/
min/1,73 m% CKD4: 15-29 ml/min/1,73 m?). Niestety w tym stadiach nie funkcjonuje juz
okoto 50% nefronoéw, a choroba bez leczenia bardzo szybko post¢puje 1 przechodzi w stadium
5 (GFR <15 ml/min/1,73 m?) definiowane jako catkowita niewydolnos¢ nerek, a chory w tym
stadium wymaga leczenia nerkozastepczego. Jednak najczestsza przyczyna Smierci sg w tej
grupie chorych tzw. incydenty sercowo-naczyniowe, takie jak zawat mig$nia sercowego lub
udar. U podtoza tych powiklan lezy przede wszystkim miazdzyca, ktora u chorych z CKD
wystepuje okoto 20-30-krotnie czeSciej W porownaniu do populacji ogdlnej (Sarnak i wsp.,
2003). Smiertelno$é z powodow sercowo-naczyniowych rosnie proporcjonalnie do spadku
GFR. Pacjenci z poczatkowymi stadiami CKD wykazuja juz poczatkowe objawy miazdzycy
takie jak nadcisnienie i niedokrwienie migsnia sercowego, natomiast u pacjentow ze stadium
5 CKD $miertelno$¢ z powodoéw incydentow sercowo-naczyniowych jest ponad 20 razy
wyzsza w poréwnaniu do populacji ogélnej i to niezaleznie od wieku, pici czy rasy. Z drugiej
strony pacjenci z CKD nie wykazujg bardzo czesto typowych czynnikow ryzyka zwiagzanych
z rozwojem Kklasycznej choroby sercowo-naczyniowej a wiec Wwysokiego poziomu
cholesterolu i jego frakcji LDL, triacylogliceroli czy tez wysokiego stgzenia homocysteiny
lub otytosci. Co wiecej, czgsto sg tym bardziej narazeni na zaburzenia sercowo-naczyniowe,
im nizsze jest ich ci$nienie t¢tnicze, stezenie cholesterolu czy masa ciala. Zjawisko to
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nazywane jest tzw. odwrotng epidemiologia (Kalantar-Zadeh i wsp., 2003). Z kolei klasyczna
miazdzyca, niezwigzana z chorobg nerek spowodowana jest przez tzw. tradycyjne czynniki
ryzyka, ktore moga by¢ kontrolowane i modyfikowane (takie jak nadcis$nienie tgtnicze,
palenie tytoniu, cukrzyca czy wysoki poziom lipidow) oraz czynniki tradycyjne
niemodyfikowalne (wiek, pte¢ i zmiany na podtozu genetycznym). W tych przypadkach,
miazdzyca jest wynikiem bardzo wielu lat wystawienia organizmu na ich niekorzystne
dziatanie, co prowadzi do uszkodzenia naczyn i nasilenia procesow miazdzycorodnych.
Miazdzyca zwigzana z CKD (ang. chronic kidney disease-related atherosclerosis; CKDA)
rozwija si¢ w odrdznieniu od miazdzycy klasycznej bardzo szybko i jest dodatkowo zwigzana
gtownie z tzw. nietradycyjnymi czynnikami ryzyka, czyli niedozywieniem, zaburzeniami
czynnosci $rodbtonka, wptywem toksyn mocznicowych czy przecigzeniem objgtosciowym. Z
drugiej strony od kilku lat sugeruje si¢ rowniez udziat nietradycyjnych czynnikow ryzyka w
rozwoju klasycznej miazdzycy. Jednak peilny obraz fizjologicznych procesow, ktore
uczestniczg w intensyfikacji tego procesu nie jest znany w CKD. Brak jest korelacji pomigdzy
dobrze poznanymi czynnikami ryzyka progresji miazdzycy, a czgstotliwoscig zapadania na
CKDA, dlatego zatozytam w moich badaniach, ze prawdopodobnie odmienne mechanizmy
zaangazowane sg w formowanie blaszki miazdzycowej w obu chorobach. Pytanie, jakie
postawitam na poczatku moich badan bylo nast¢pujace, czym rdznig si¢ od siebie
mechanizmy molekularne miazdzycy klasycznej oraz miazdzycy zwiazanej z choroba nerek 1
jakie procesy wplywaja na intensyfikacje obu choréb. Interesujace bylo réwniez, ktore z
wymienionych czynnikow ryzyka sa bardziej specyficzne dla CKDA.

Aby odpowiedzie¢ na te pytania postanowitam przeprowadzi¢ poréwnawcza analize
proteomOw osocza pacjentow z roéznym zaawansowaniem CKD i1 tym samym réznym
zaawansowaniem miazdzycy. Byli to chorzy na CKD nalezacy do 3 grup badawczych
podzieleni ze wzgledu na poziom szacunkowego GFR (estimated GFR; eGFR):

1. CKD1-2; pacjenci w 1 lub 2 stadium CKD ($redni eGFR 77,04 ml/min/1,73m?);
2. CKD3-4; pacjenci w 3 lub 4 stadium CKD, (Sredni eGFR 20 ml/min/1,73m?);

3. CKD5; pacjenci w 5 stadium CKD (schylkowa niewydolno$¢ nerek), leczeni przez

przynajmniej dwa lata powtarzang hemodializg ($redni eGFR 5,75 ml/min/1 ,73m2).

Uzyskane profile biatkowo-peptydowe zostaty poréwnane do profili uzyskanych rowniez od

pacjentow cierpigcych na klasyczng, zaawansowang posta¢ CVD niezwigzang z dysfunkcja
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nerek jak réwniez, zdrowych ochotnikow (HV) z prawidtowym poziomem GFR i funkcja
uktadu sercowo-naczyniowego. Dzigki tak dobranym grupom badawczym mozliwe byto
przeprowadzenie analiz poroéwnawczych pomiedzy pacjentami o rdéznym stopniu

zaawansowania CKD jak réwniez, o roznym nasileniu zmian miazdzycowych.

Wszystkie moje badania prowadzone byly wstepnie roéznymi  metodami
»screaningowymi” w  celu  znalezienia bialek roznicujacych analizowane grupy
eksperymentalne, a nast¢pnie zroznicowana akumulacja wybranych bialek walidowana byta z
uzyciem metod celowanych. Poczatkowo moje badania prowadzitam z wykorzystaniem
podej$cia proteomicznego opartego na rozdziatach metoda elektroforezy dwukierunkowej
oraz identyfikacji biatek rdznicujacych z uzyciem spektrometrii mas. Wynikiem tych analiz
bylo powstanie dwoch prac eksperymentalnych, wchodzacych w sklad osiagniecia
naukowego (Luczak i wsp., 2011; Luczak i wsp., 2015). Z uzyskanego od pacjentow osocza,
biatka rozdzielane byty z uzyciem elektroforezy dwukierunkowej w duzej skali (rozmiar zeli
24x26cm), a nastgpnie analizowane w celu znalezienie biatek réznicujacych. Wytypowane
biatka byly nastepnie wycinane z Zelu 1 identyfikowane poczatkowo z uzyciem metody MS -
MALDI-TOF (Luczak i wsp., 2011), a p6zniej MS/MS - MALDI-TOF/TOF (Luczak i wsp.,
2015). W pierwszej z prac (Luczak i wsp., 2011) udato mi si¢ zidentyfikowa¢ 42 biatka
osocza a wsrdd nich 4 biatka, ktore ulegaty zréznicowanej akumulacji w analizowanych
grupach badawczych: o-1-mikroglobuling (a-1m), apolipoproteing A-1V (apoA-1V), jedna z
podjednostek fibrynogenu (Fb) oraz haptoglobing (Hp). Co wiecej, dwa z tych biatek
roznicowaly réwniez pacjentow CVD od CKD, jednak poziomy ich akumulacji byty znaczaco
rézne. Uzyskane rezultaty pozwolity na wysunigcie wniosku, Ze co najmniej dwa procesy w
odmienny sposob przyczyniajg si¢ do formowania blaszki miazdzycowej w arteriosklerozie
zwigzane] z CKD oraz CVD. Z jednej strony niezwykle wazne sg mechanizmy zwigzane z
efektywnym transportem cholesterolu. Udato mi si¢ wykazaé, ze apoA-IV, odpowiedzialna za
usuwanie cholesterolu z komorek i1 jego transport do watroby, a wigc pelnigca role
przeciwmiazdzycorodng, akumulowata na nizszym poziomie u pacjentow z CVD w
porownaniu do zdrowych ochotnikow. Na tej podstawie wysunglam hipoteze, ze
niedostateczna synteza apoA-IV jest istotnym czynnikiem przyczyniajgcym sie do
intensyfikacji procesu powstawania blaszki miazdzycowej w CVD. Co ciekawe, odwrotng
sytuacje zaobserwowaliSmy w przypadku pacjentow z CKD. Osocze tych pacjentow
zawieralo nawet dwukrotnie wyzszy poziom apoA-IV w poréwnaniu do HV co mogloby
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sugerowac¢, iz transport cholesterolu u tych pacjentow moze by¢ bardzo wydajny. Kliniczny
obraz miazdzycy u tych pacjentow jednak przeczyl takiemu przypuszczeniu. Sugerowat
raczej, ze mimo wysokiego poziomu apoA-IV wydajnos¢ transportu cholesterolu moze by¢
niewystarczajaca, a nadmiar cholesterolu osadza si¢ w naczyniach. Mozliwe jest rowniez, ze
zaburzenie usuwania cholesterolu z krwi nast¢puje rOwniez na innym poziomie. Wydaje si¢
bowiem, a wykazane przeze mnie zmiany w poziomie akumulacji tzw. biatek ostrej fazy
takich jak Hp i Fb to potwierdzaja, ze w tym typie miazdzycy znacznie wazniejsza role
odgrywaja procesy zapalne. Uszkodzenie §rodbtonka naczyn krwiono$nych i pojawiajacy sie
odczyn zapalny moze stanowi¢ bodziec w gldwnej mierze odpowiedzialny za indukcje
miazdzycy zwigzanej z chorobg nerek. W tym przypadku nawet dwukrotnie podwyzszony
poziom przeciwmiazdzycorodnej apoA-IV nie bedzie chronit przed postgpujacymi zmianami
w naczyniach. Migdzy innymi Kronenberg i wspotautorzy wykazali niskie stezenie apoA-I1V
u pacjentow z CVD oraz ze zwigzek ten jest niezalezny od st¢zenia trdjglicerydow i
cholesterolu (Kronenberg i wsp., 2000). Obserwowano rowniez podwyzszone stezenie Hp w
moczu pacjentow chorych na nefropati¢ (Varghese i wsp., 2007), a takze wyzszy poziom Fb
w osoczu chorych z niewydolnoscig nerek (Sarnak i wsp., 2003; Emokpae i wsp., 2010).
Warto jednak wspomnie¢, iz publikacja prezentujaca powyzsze wyniki, a wchodzaca w sktad
osiggni¢cia habilitacyjnego (Luczak i wsp., 2011) byta pierwszg opublikowang praca w
ktorej dokonano jednoczesnego porownania proteomow osocza pacjentow chorych na CKD
oraz CVD i wykazano zmienno$¢ w akumulacji badanych biatek w obu chorobach jak i w
porownaniu do HV. Efektem tego badania byta rowniez identyfikacja biatka o-1m, ktorego
poziom akumulacji liniowo wzrastal we wszystkich grupach chorych cierpigcych na CKD.
Poziom tego biatka byl 5-krotnie wyzszy u chorych hemodializowanych w poréwnaniu do
kontroli. Co wiecej akumulacja a-1m byta odwrotnie proporcjonalna do GFR. Liniowa,
odwrotna proporcjonalno$¢ pomiedzy poziomem GFR, a akumulacja a-1m pozwolita
wyciagna¢ wniosek, ze biatko to jest, co najmniej, tak samo dobrym biomarkerem
uszkodzenia nerek jak rutynowo stosowany do tego celu GFR. Co jednak ciekawe, poziom
akumulacji a-1m w osoczu chorych na CVD (bez klinicznych objawow dysfunkcji nerek)
okazat si¢ bardzo podobny do poziomu tego biatka w osoczu pacjentow w 1-2 stadium CKD.
Poniewaz pacjenci CVD narazeni sa na zwigkszone ryzyko uszkodzenia nerek, postanowitam
okresli¢ czy pierwsze symptomy zaburzenia ich funkcji poprzedzone sg wzrostem akumulacji
o-Im. W tym celu podzielitam pacjentow CVD na dwie grupy: CVD>90 zawiecrata
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pacjentow, u ktorych GFR byl w normie; CVD<90 zawierata pacjentow, u ktoérych GFR byt
nieznacznie ponizej normy (Sredni GFR 79 ml/min/1,73m?) pomimo braku klinicznych
objawow uszkodzenia nerek (prawidlowy GFR wynosi co najmniej 90 ml/min/1,73m?).
Okazalo sig, zZe istnieje Scista korelacja pomiedzy wynikiem GFR, a poziomem akumulacji o-
Im. Pacjenci z grupy CVD<90 wykazywali dwukrotnie zwigkszong akumulacje a-1m w
poréwnaniu do HV. A co jeszcze bardziej istotne nawet ci pacjenci, ktorzy mieli prawidlowy
GFR (grupa CVD>90) wykazywali réwniez podwyzszong akumulacje tego biatka. Stad
wysunegtam wniosek, ze o-1m moze by¢ znacznie lepszym markerem uszkodzenia nerek niz
GFR, poniewaz pozwala wskaza¢ nefropati¢ na bardzo wczesnym etapie choroby, kiedy GFR
jeszcze niczego nie sugeruje. W tej chwili prowadzimy badania na bardzo duzej grupie
pacjentow W celu potwierdzenia tej hipotezy. Podsumowujac, w pracy Luczak i wsp., 2011
wykazaliSmy po raz pierwszy, ze istnieja pewne réznice pomig¢dzy profilami biatkowymi
osocza pacjentow z CKD oraz z CVD. Jednak przeprowadzone badania pozwolily na
identyfikacj¢ jedynie 4 biatek ulegajacych zrdéznicowanej akumulacji wsréd badanych grup
chorych. Biorac pod uwage ztozone mechanizmy obu chorob, zalozylismy, iz biatek takich
jest zapewne o wiele wigcej 1 tylko ich wykrycie pozwoli w pelni zrozumie¢ procesy
roéznicujace tworzenie blaszki miazdzycowej w obu chorobach. Oczywiscie zdawaliSmy sobie
sprawg, co jest przyczyng identyfikacji tak matej liczby biatek roznicujacych. Osocze whrew
pozorom nie stanowi wcale tatwego materialu do badan proteomicznych ze wzgledu na
obecnos¢ kilku biatek, w szczegdlno$ci albuminy, ktore wystepuja w bardzo duzym stezeniu.
Biatka te maskuja obecno$¢ pozostatych biatek obecnych w osoczu w nizszych stezeniach, w
szczegdlnosci tzw. bialek niskokopijnych a wiec produkowanych przez komoérke w
niewielkich ilosciach. W rzeczywistoéci jedynie 22 biatka stanowig 99% catkowitej masy
0socza a w pozostalym 1 procencie, jest zawarte okoto 2000 biatek (Tirumalai i wsp., 2003).
Tylko frakcjonowanie bialek osocza moglo zapewni¢ nam szersze spojrzenie na zmiany
zachodzace w proteomie wskutek progresji CKD. W poszukiwaniu idealnej metody
przygotowywania probek do ilosciowych analiz metodami spektrometrii mas
wyprobowalismy szereg metod. Proces optymalizacji przygotowania probek osocza pod
katem badan proteomicznych opisalam w kolejnej pracy, wchodzace] w sktad osiggnigcia
naukowego (Luczak i wsp., 2014). Celem tych badan byto opracowanie metody, dzigki ktorej
bedziemy w stanie zidentyfikowac jak najwigksza liczbe biatek osocza, w tym rdwniez biatek

o zréznicowanej akumulacji. W pracy porownaliSmy wyniki uzyskane bez zastosowania
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frakcjonowania oraz z uzyciem 3 metod: chromatografii powinowactwa, ultrafiltracji i
chromatografii kationowymiennej. W pierwszej z metod, zastosowaliSmy zloza zasocjowane
z przeciwciatami swoiscie wigzacymi 7 bialek wysokokopijnych osocza: albuming, 1gG, a-1-
antitrypsyneg, IgA, transferyne, haptoglobinge oraz fibrynogen. Uzyskany w ten sposob
przesacz pozbawiony biatek wysokokopijnych analizowany byt z uzyciem chromatografii
cieczowej potaczonej w trybie ,,0ff-line” ze spektrometrem masowym. Zastosowanie tej
metody umozliwito identyfikacje ponad 1000 biatek 0socza, jednak zaobserwowaliSmy
rowniez niespecyficzne wigzanie wielu bialek do ztoza. Uwaza sig¢, ze albumina petni role
biatka nos$nikowego dla innych bialek. Termin ,,albuminom” zostal wprowadzony do
literatury w 2007 roku kiedy to Gundry i wspopracownicy opisali 35 bialek wigzacych si¢
nieswoiscie do albuminy. W mojej pracy wykazatam, iz tych biatek jest nawet ponad 200 i
analiza jedynie frakcji retentatu co bylo ztotym standardem w proteomice jeszcze pare lat
temu moze skutkowac utrata cennych informacji o wielu biatkach. Zasugerowali$my, wiec iz
jedynie analiza zaréwno frakcji retentatu jak i frakcji zwigzanej na ztozu jest konieczna w
badaniach proteomicznych i moze stanowi¢ cenne zrodto biomarkerow. Udowodnilismy to
zreszta w kolejnej pracy (Luczak i wsp., 2015) w ktorej zastosowali$my jedng z metod
zoptymalizowanych w pracy Luczak i wsp., 2014, a w ktorej biatka roznicujgce analizowane
grupy eksperymentalne zidentyfikowaliSmy w obu frakcjach uzyskanych po chromatografii
powinowactwa. Dzigki zastosowaniu tej techniki udato mi si¢ poszerzy¢ katalog biatek
roznicujacych pacjentow z CKD oraz CVD. W pracy Luczak i wsp., 2015 przeprowadzitam
réwniez analizy bioinformatyczne, ktore ujawnity, ze zidentyfikowane biatka ro6znicujgce sg
zwigzane Z trzema gtownymi procesami: kaskadg koagulacyjng, transportem 1 metabolizmem
lipidow oraz procesami zapalnymi. Cze$ciowo, wigc potwierdzitam wyniki uzyskane w
poprzedniej pracy, ale z zastosowaniem odmiennej techniki przygotowywania probek oraz ich
analizy. Ponadto zastosowana technika ultrafiltracji do separacji biatek osocza ujawnita, iz
frakcja biatek niskoczasteczkowych 1 peptydoéw stanowi rowniez doskonale Zrodlo bialek
réznicujacych. W skiad tej frakcji wchodzi szereg waznych fizjologicznie biatek, takich jak:
cytokiny, chemokiny, biatkowe hormony i1 czynniki wzrostu. Peptydy wystepujace w
krwioobiegu moga takze powstawac, jako produkty degradacji biatek, w wyniku aktywnosci
endogennych proteaz. Przeprowadzona analiza gléwnych sktadowych (ang. principal
component analysis, PCA) ujawnila, ze niskoczasteczkowe bialka i peptydy osocza doskonale

roéznicujg zdrowych ochotnikéw od pacjentow z réoznym zaawansowaniem CKD. Analize
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celowang w kierunku cytokin i ich udziale w rozwoju CKDA kontynuuje obecnie w nowym
projekcie finansowanym przez Narodowe Centrum Nauki, a ktorego realizacje jako kierownik
rozpocze¢tam w 2016 roku. Co ciekawe, w pracy Luczak i wsp., 2015 wykazatam roéwniez, iz
grupy CVD oraz CKD1-2 charakteryzujg si¢ istotnym podobienstwem migdzy sobg pod
wzgledem akumulacji wielu biatek 1 peptydow, w szczegdlnosci apolipoprotein i innych
molekut zwigzanych z metabolizmem lipidow. Bylo to zaskakujace odkrycie, poniewaz obie
grupy chorych prezentuja odmienny stopien zaawansowania choroby sercowo-naczyniowej.
CKD1-2 to grupa chorych z poczatkowymi symptomami miazdzycy, podczas gdy pacjenci z
CVD to osoby czgsto po 2-3 zawatach. Uzyskane wyniki sugerowaly, ze w poczatkowych
stadiach przewlektej choroby nerek wigksza rolg¢ odgrywaja tradycyjne czynniki ryzyka takie
jak: wiek, pte¢, dyslipidemia i nadcis$nienie i to one sg odpowiedzialne za nasilenie rozwoju
miazdzycy. Natomiast w bardziej zaawansowanych stadiach CKD tzw. nietradycyjne
czynniki ryzyka zaczynajg si¢ naktada¢ na czynniki tradycyjne i dodatkowo nasilajg zmiany
miazdzycowe w przebiegu CKD. By¢ moze wraz ze spadkiem GFR udziat tradycyjnych
czynnikéw ryzyka zmienia si¢ na rzecz czynnikow nietradycyjnych. Zaobserwowane przez
nas nasilenie akumulacji biatek ostrej fazy oraz biatek uktadu dopelniacza potwierdzaja
hipoteze, ze mechanizm akceleracji zmian miazdzycowych wydaje si¢ r6zny w poczatkowych

i zaawansowanych stadiach CKD.

W kolejnej pracy wchodzacej w sktad osiggnigcia naukowego (Luczak i wsp., 2016)
odesztam od metody rozdziatu z wykorzystaniem 2DE i zastosowatam wysokoprzepustowe
techniki chromatograficzne potaczone ze spektrometria masowa. Zmiana podejécia
proteomicznego umozliwila wielokrotne zwigkszenie liczby zidentyfikowanych bialek i tym
samym biatek réznicujacych co pozwolito na jeszcze glebsze spojrzenie na mechanizmy
zwigzane z CKDA. Jednoczes$nie niezbgdne stalo si¢ zastosowanie réznych narzedzi
bioinformatycznych do globalnej analizy wuzyskanych wynikow pod wzgledem
zaangazowania zidentyfikowanych biatek w poszczegdlne szlaki metaboliczne i1 patologiczne
oraz ich funkcje molekularne. Potwierdzitam niezbicie, ze obie jednostki chorobowe, CKD
oraz CVD zwigzane sg ze wspoOlistniejagcym stanem zapalnym. Przewlekte zapalenie
powoduje dysfunkcje srédbtonka i wynikajace z niej zaburzenie struktury 1 funkcji naczyn
krwiono$nych 1 jest prawdopodobnie kluczowym elementem uczestniczacym w progresji
zarowno choroby sercowo-naczyniowej i miazdzycy jak i przewleklej choroby nerek.
Aktywacja zapalna $rodblonka w efekcie uruchomia procesy zakrzepowe i stres oksydacyjny
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nasilajgce procesy miazdzycowe. Uzyskane przeze mnie wyniki sugeruja jednak, ze procesy
zapalne sg jednak bardziej nasilone w CKD w poréwnaniu do CVD. Jest to szczeg6lnie
wyrazne w profilach osocza pacjentow poddawanych hemodializie. Zabieg ten wigze si¢ z
naglymi zmianami poziomu elektrolitbw w krwi oraz objeto$ci naczyniowej, co nasila
procesy zapalne. Dodatkowo podczas kazdej sesji hemodializy, dochodzi do kontaktu krwi
pacjenta z blong potprzepuszczalng i uktadem drenéw dializatora, sztucznymi przetokami czy
cewnikami, co dodatkowo nasila przewlekte zapalenie (Guo i wsp., 2010). W efekcie
obserwujemy wzrost akumulacji bialek zwigzanych z procesami immunologicznych oraz
biatek ostrej fazy, migdzy innymi: B-2-mikroglobuliny (B-2m), a-1m, elementow uktadu
dopetniacza, kwasnej a-1-glikoproteiny 1 i 2, cystatyny C, biatka C-reaktywnego i innych
biatek zaangazowanych w sekrecje¢ cytokin i systemiczny stan zapalny. Warto podkresli¢, iz
bialka te roznicuja zarowno CVD jak 1 CKD od o0s6b zdrowych. Jednak réznice w akumulacji
owych biatek pomiedzy obydwoma stanami patologicznymi sg istotnie rozne. Na przyktad
akumulacja B-2m jest nawet 30-razy wyzsza w osoczu pacjentow z CKD5 w poréwnaniu do
osocza w CVD. Podobnie, obserwowany poziom cystatyny C byt 1,5-raza wyzszy w CVD w
porownaniu zdrowych ochotnikow. Natomiast akumulacja tego biatka w osoczu pacjentdw
CKD83-4 byla ponad 4-razy, a w CKD5 nawet 6 razy wyzsza w poréwnaniu do kontroli.
Diagnostyczna warto$¢ zaréwno B-2m jak i cysC jako markerow standw zapalnego byla
prezentowana w wielu pracach (Dharnidharka i wsp., 2002; Yilmaz i wsp.,2005; Filler i wsp.,
2014). Roéwniez opisywano zwigzek miedzy podwyzszonym stezeniem cysC a ryzykiem
choroby sercowo-naczyniowej (Batra i wsp., 2012). Jednak jak dotad nikt nie pokazat
porownania profili tych biatek w obu chorobach, CKD i CVD i nie wykazal, ze stan zapalny
jest czynnikiem ryzyka bardziej specyficznym i o wiele bardziej nasilonym w CKD w

porownaniu do CVD.

Wysokie stezenie toksyn uremicznych rowniez przyczynia si¢ do intensyfikacji stanu
zapalnego 1 dysfunkcji $rodblonka w CKD na dlugo przed rozpoczgciem leczenia
nerkozastgpczego (Stinghen i1 wsp., 2011). Co wigcej, stres oksydacyjny, kwasica i
akumulacja prozapalnych cytokin oraz produktow zaawansowanej glikacji (ang. advanced
glycation end products; AGE) dodatkowo nasilajg stan zapalny (Shindler i wsp., 2004). Nasze
badania pokazaly miedzy innymi, ze akumulacja osoczowego markera aktywacji srodbtonka,
VCAM-1, wzrasta istotnie w zaawansowanych stadiach CKD. Aktywacja $rodbtonka moze

by¢ rowniez rezultatem stresu oksydacyjnego, kolejnego nietradycyjnego czynnika ryzyka
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zarowno CKD jak i CVD. Uzyskane wyniki pokazaty, ze poziom peroksydazy glutationu
znaczgco spadal w osoczu pacjentow z CKD oraz ze obserwowany spadek byt pozytywnie
skorelowany z poziomem GFR. Poziom tego enzymu spadat rowniez u pacjentow z klasyczna
miazdzycg w porownaniu do HV, jednak osiggat poziom obserwowany u chorych CKD1-2.
W przeciwienstwie do peroksydazy glutationu, poziom peroksyredoksyny 2 wzrastat w CKD,
ale nie w CVD. Z kolei akumulacja dysmutazy ponadtlenkowej obserwowana byta jedynie w
najbardziej zaawansowanym stadium CKD. Peroksydaza glutationu katalizuje redukcje
nadtlenku wodoru lub innych wodoronadtlenkéw organicznych do wody z wykorzystaniem
glutationu (Zachara i wsp., 2006). Enzym ten wiec chroni lipidy i biatka blonowe, jak rowniez
DNA przed wptywem stresu oksydacyjnego. Wyniki te sugeruja, iz takze stres oksydacyjny
odgrywa o wiele istotniejsza role i jest o wiele bardziej zaburzony w CKD w poréwnaniu do
CVD. Podobny wniosek wyciagnelismy w przypadku innego nietradycyjnego czynnika
ryzyka CKD 1 CVD, czyli patologicznego procesu zwapnienia naczyn. Proces ten, jak
poprzednie czynniki ryzyka, zwigzany jest z progresja i Smiertelno$cig zarowno w CVD jakK i
CKD (Byon i wsp., 2015). Osteopontyna i fetuina A to biatka, ktore wystepuja w blaszce
miazdzycowej i uczestniczg w procesie jej zwapnienia. WYysoki poziom krazacej w obiegu
osteopontyny moze wiec byé zwigzany z procesem zwapnienia, Sztywnos$cig naczyn |
tworzeniem blaszki miazdzycowej (Tousoulis i wsp., 2013). W moich badaniach biatko to
byto niewykrywalne zarowno u zdrowych ochotnikéw oraz pacjentéw niedializowanych. Jej
akumulacja obserwowana byla jedynie w przypadku najbardziej zaawansowanego stadium
CKDS5. Osteopontyna byla réwniez niewykrywana w osoczu pacjentow z klasyczng CVD co
sugeruje, ze zwapnienie naczyn to proces bardziej nasilony w CKD. Tg sugestie potwierdza
rowniez zroznicowana akumulacja innych bialek zwigzanych z procesem zwapnienia: fetuiny
A oraz fetuiny B. Oba biatka funkcjonujg jako inhibitory patologicznego procesu zwapnienia
(Jahnen-Dechent i wsp., 2011) i poziom obu bialek wyraznie spada u pacjentow z CKD, a
obserwowany spadek jest pozytywnie skorelowany z progresja choroby. Co wigcej,
akumulacja fetuiny A byla podobna u zdrowych ochotnikow oraz pacjentow z CVD,
natomiast w przypadku fetuiny B jej poziom byt tylko nieznacznie obnizony I osiggat poziom
obserwowany u pacjentow z CKDI1-2. Warto podkresli¢, iz w opisywanej pracy po raz
pierwszy pokazano asocjacje¢ pomiedzy tymi biatkami a procesem intensyfikacji miazdzycy

zwigzanej 1 niezwigzanej z przewlekla chorobg nerek.
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Opisane powyzej czynniki ryzyka, takie jak aktywacja $srodbtonka, przewlekty stan
zapalny, stres oksydacyjny oraz zwapnienie naczyn prowadza do uszkodzenia struktury
naczyn krwionosnych. W rezultacie macierz pozakomorkowa jest eksponowana 1 inicjowana
jest adhezja plytek krwi do $ciany naczyn prowadzac do aktywacji leukocytow i przebudowy
naczyn. Ten stan, zwany mikrozapaleniem aktywuje z kolei kaskade krzepnigcia, co nasila
procesy uszkodzenia i dysfunkcji naczyn (Hansson i wsp., 2005). Zatem zwigzek pomiedzy
procesami koagulacyjnymi i progresja miazdzycy jest niewatpliwy. Prezentowatam zaburzong
akumulacje biatek zwigzanych z hemostaza w CKD oraz CVD w trzech pracach wchodzacych
w sktad osiggniecia naukowego (Luczak i wsp., 2011; Luczak i wsp., 2015; Luczak i wsp.,
2016). Jednak na podkreslenie zastuguje fakt, ze rowniez i te zmiany o wiele bardziej
eksponowane byly w CKD w poréwnaniu do CVD. Sposrod 33 biatek rdznicujacych
zwigzanych z procesami krzepniecia, tylko 5 réznicowato pacjentow z CVD od zdrowych
ochotnikéw. Natomiast pozostale 28 bialek bylo charakterystycznych dla poréwnania
pomiedzy HV i CKD. I jak w poprzednich przypadkach, cho¢ zaburzony profil akumulacji
biatek krzepnigcia prezentowano juz w literaturze w CVD (Khrenov i wsp., 2002) oraz CKD
(Shlipak i1 wsp., 2003), to poréwnawczej analizy takiego profilu w obu stanach nie

pokazywano do tej pory. Warto podkresli¢, iz tylko porownanie akumulacji w obu chorobach

jednoczesnie, moze nam dostarczy¢ informacji o réznicach pomi¢dzy nimi.

Wspomnialam, powyzej, ze pacjenci cierpigcy na CKD charakteryzujg si¢
podwyzszonym ryzykiem $mierci z powoddw sercowo-naczyniowych, co szczegdlnie jest
widoczne u pacjentow ze schylkowa niewydolnoscig nerek. Zaznaczytam rowniez, ze
pomimo tego ryzyka, wigkszo$¢ pacjentow z CKD wyrdznia si¢ atypowym profilem
lipidowym. W odrdznieniu od opisanych wyzej czynnikow ryzyka, mechanizmy zwigzane z
efektywnym transportem cholesterolu wydajg si¢ odgrywac bardziej istotng role w klasycznej
miazdzycy w porownaniu do CKDA. Badani pacjenci cierpigcy na najbardziej zaawansowane
stadium CKD pomimo tego, iz charakteryzowali si¢ 59% odsetkiem zawalow oraz udarow,
wykazywali najnizszy poziom cholesterolu catkowitego oraz frakcji LDL w poréwnaniu do
pozostalych pacjentow, a nawet zdrowych ochotnikow. Przeprowadzone badania
proteomiczne wykazaty jednak, ze az 29 biatek rdéznicujacych analizowane grupy
eksperymentalne to biatka zaangazowane w metabolizm lipidow i formowanie blaszki
miazdzycowej. Na tych biatkach skupiono si¢ w ostatniej pracy wchodzacej w sktad
osiggniecia habilitacyjnego (Luczak i wsp., 2016a). Wigkszos¢ z tych biatek prezentowato
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zupelie odmienny profil poréwnujac CKDA z CVD. ApoA-1V oraz adiponektyna petnig role
przeciwmiazdzycorodng oraz antyoksydacyjng i sg negatywnic skorelowane z klasyczng
chorobg sercowo-naczyniowg (Kronenberg i1 wsp., 2000; Goldstein i wsp., 2009).
Adiponektyna ponadto odgrywa réwniez istotng rol¢ w ochronie mig$nia sercowego przed
chorobg przerostowg 1 dysfunkcjg $rodbtonka, nadcisnieniem oraz hamuje agregacje
trombocytéw. Zatem spadek akumulacji tego biatka, ktory obserwowaliSmy u pacjentow z
klasyczng CVD nie byl niczym szczegdlnym. Jednak juz wzrost poziomu adiponektyny w
osoczu pacjentow z CKD byt dla nas zaskoczeniem biorac pod uwage role tego biatka w
rozwoju choroby. Podobne obserwacje poczynitam w przypadku apoA-IV. Po pierwsze udato
si¢ potwierdzi¢ zroznicowang akumulacje tego biatka, co prezentowane byto juz wczesniej z
wykorzystaniem innych metod proteomicznych (Luczak i wsp., 2011; Luczak i wsp., 2015).
Dodatkowo wykazatam, ze biatko to jest pozytywnie skorelowane z poziomem HDL jedynie
w przypadku pacjentow z CVD oraz HV, natomiast wykazywato odwrotna, ujemng korelacje
gdy analizowatam pacjentéw z CKD oraz HV. Dodatkowo analizy korelacyjne ujawnity
ujemng korelacj¢ pomigdzy apoA-IV i poziomem GFR chorych z CKD i odwrotna,
pozytywng korelacje pomiedzy apoA-1V i poziomem GFR chorych z klasyczng CVD co tylko
podkresla, Zze asocjacja pomigdzy dyslipidemia i progresja miazdzycy nie jest tak oczywista w
CKD. Apolipoproteina E (apoE) i M (apoM) to kolejne komponenty lipoprotein z
udowodniong funkcja przeciwmiazdzycorodng (Dahlbéck i wsp., 2006; Gungor i wsp., 2012)
i niedobor obu biatek zostal zaobserwowany w moich badaniach w grupie chorych z
klasyczng CVD. Co jednak ciekawe poziom obu biatek nie byl zaburzony w zadnej grupie
chorych z CKD, nawet w grupie ze schytkowa niewydolno$cig nerek (CKD5) i tym samym
najbardziej zaawansowanym stadium miazdzycy. Z kolei poziom apolipoproteiny B (apoB),
glownego komponenta aterogennej frakcji lipoprotein LDL, czyli biatka ewidentnie
skorelowanego pozytywnie z ryzykiem i rozwojem miazdzycy, byt wyzszy w osoczu CKD w
poréwnaniu do CVD. Jednoczesnie obserwowano brak korelacji pomigdzy poziomem apoB i
LDL. Wzrost poziomu apoB przy jednoczesnym braku zmian w poziomie LDL moze
sugerowaé, ze LDL moze mie¢ charakter bardziej aterogenny w CKD w poréwnaniu do
klasycznej CVD. Podobnie biatko LPa, silny predyktor miazdzycy akumulowato w zupehie
odmienny sposéb w CKD oraz klasycznej CVD a obserwowane zmiany nie byly w zaden
sposob wytlumaczalne na podstawie poziomu lipidow w krwi obwodowej. Wsrod 29 biatek

roznicujacych, ktére zwigzane byly z transportem i metabolizmem lipidéw, az 16 biatek
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roznito si¢ istotnie poziomem akumulacji pomigdzy grupami pacjentdéw z najbardziej
zaawansowanym stadium miazdzycy: CKD5 oraz CVD. Obserwowane, bardzo duze zmiany
w poziomie apoB, apoC-I, apoC-Ill, apoF, apoH oraz LPa pomigdzy CKD5 i CVD (grupami
0 podobnym poziomie zaawansowania miazdzycy, lecz zupetlnie réznej funkcji nerek)
podkreslajg ponownie, ze miazdzyca w CKD moze by¢ oparta na innych mechanizmach
molekularnych niz klasyczna CVD. Oczywiscie zakladatam, ze obserwowane zmiany mogg
by¢ wynikiem samej dysfunkcji nerek. Jednak przeprowadzone analizy korelacyjne ujawnity,
ze tylko 6 biatek roznicujacych, zwigzanych z metabolizmem lipidow jest skorelowanych z
poziomem GFR. Aby to dodatkowo sprawdzi¢ porownatam ze sobg dwie grupy CVD: jedna z
nich zawierala chorych z klasyczng miazdzyca, bez objawoéw dysfunkcji nerek i prawidtowym
GFR (CVD>90), a druga grupa zawierata pacjentow z klasyczng miazdzyca, bez klinicznych
objawow uszkodzenia nerek ale z obnizonym poziomem GFR (CVD<90). Wyniki ujawnity
obecnos¢ jedynie 9 biatek rdznicujacych analizowane grupy, ktore zwigzane byly z
metabolizmem lipidow, a z nich tylko angiogenina, byta skorelowana z poziomem GFR.
Jasno to sugeruje, ze wigkszo$¢ obserwowanych biatek zwigzanych z metabolizmem lipidow
jest zaburzonych w wyniku rozwoju choroby sercowo-naczyniowej, a nie dysfunkcji nerek.
Niemniej jednak te zaburzenia ujawnity catkowicie inny charakter w CKDA oraz klasycznej
CVD.

Kluczowy mechanizm z udziatem, ktorego HDL pelni swoja anty-aterogenna funkcje
to transport cholesterolu z tkanek peryferyjnych do watroby gdzie ulega katabolizmowi.
Obnizenie stg¢zenia HDL, 1 tym samym zwigkszone ryzyko odkltadania cholesterolu w
naczyniach, moze nastgpowa¢ w wyniku obnizenia poziomu biatek budujacych HDL, czyli
apoA-I i apoA-Il, co w przypadku pacjentow chorych na CKD nie bytoby zaskoczeniem
biorgc pod uwage zjawisko proteinurii. Jednak nasze badania nie pokazaty Zadnej istotnej
korelacji pomigdzy stezeniem HDL oraz poziomem biatek apoA-I i apoA-11. Zasugerowatam
wigc istnienie dodatkowego mechanizmu zwigzanego z niedoborem HDL w CKD. Niedawno
w literaturze pojawilty si¢ sugestie, ze prawidtowa funkcja i struktura HDL moze odgrywac
istotniejszg role w rozwoju miazdzycy niz jego stezenie (Moradi i wsp., 2009; Santos-Gallego
I wsp., 2014). Wykazano miedzy innymi, ze utlenienie czasteczek HDL oraz zawarto$¢
fosforanu sfingozyny moze by¢ przyczyna jego dysfunkcji (Huang i wsp., 2014; Sattler i
wsp., 2015). Fakt, iz CKD jest silnie zwigzana z procesami przewleklego zapalenia oraz
stresu oksydacyjnego, co wykazatam rowniez w swoich badaniach, moze to potwierdzac.
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Jednym z biatek chronigcym HDL i budujace go biatka jest enzym paraoksogenaza 1 (PON1).
Kilka lat temu wykazano, ze stres oksydacyjny zaburza PON1 i HDL staje si¢ wowczas
niefunkcjonalny (Rosenblat i wsp., 2011; Kratzer i wsp., 2014). Moje badania wykazaty, ze
akumulacja PON1 byla najnizsza w grupie CKD3-4 oraz CKDS5, czyli grupach CKD z
najbardziej zaawansowanym stadium miazdzycy. W 2009 roku pokazano, ze funkcja HDL
jest obnizona u pacjentow dializowanych i prowadzi to miedzy innymi do progresji CVD
(Moradi i wsp., 2009). Moje badania sugeruja, ze niefunkcjonalny HDL moze istnie¢ rowniez

u pacjentéw predializowanych.

Podsumowujac, uzyskane wyniki charakteryzuja si¢ wysoka unikalno$cig, poniewaz z
dostepnej literatury wynika, ze nikt dotad nie badat jednocze$nie zmian zachodzacych w
proteomie pacjentoéw z CKD oraz pacjentdow z ,,klasyczng” CVD. Co wiecej pacjenci z CKD
bardzo czgsto wykluczani sg z duzych, klinicznych badan skupiajacych si¢ na ocenie ryzyka
powiklan sercowo-naczyniowych, a tymczasem nasze badania sugeruja, ze tylko bezposrednia
analiza obu stanow chorobowych moze dostarczy¢ informacji na temat molekularnych
podstaw mechanizmu przys$pieszonej miazdzycy w CKDA. Jak dotad uzyskane przez nas
dane pozwolilty na identyfikacje 1798 biatek osocza, wsrdd ktorych 172 biatka ujawnity,
istotne roznice w akumulacji pomigdzy analizowanymi grupami eksperymentalnymi. Moje
badania po raz pierwszy pokazaly, ze bialka zwigzane ze stresem oksydacyjnym, aktywacja
srodbtonka, przewleklym stan zapalnym, zwapnieniem naczyn i procesem koagulacji,
charakteryzowaly si¢ o wiele wigkszym zaburzeniem w akumulacji w CKDA w poréwnaniu
do CVD. Wydaj¢ si¢, ze powyzsze czynniki ryzyka sa o wiele bardziej specyficzne i
odgrywaja o wiele istotniejsza rolg w rozwoju CKDA w poréwnaniu do CVD. Ponadto profil
bialkowy osocza pacjentéw z klasyczng CVD ujawnit wiele podobiefstw do grupy CKDI1-2,
pomimo istnienia istotnych réznic w zaawansowaniu choroby sercowo-naczyniowej. Rowniez
obserwowane zmiany w poziomie GFR, markera funkcji nerek, nie wyjasniaja do konca
obserwowanych réznic. W opublikowanych pracach wykazatam rowniez, ze obie choroby
réznig si¢ istotnie rowniez profilem bialek zaangazowanych w transport, metabolizm
cholesterolu oraz formowanie blaszki miazdzycowej. Uzyskane profile silnie sugerowaly, ze
proces progresji miazdzycy w klasycznej chorobie sercowo-naczyniowej rozni si¢ istotnie od
tego obserwowanego w CKD. Wydaje si¢, iz w poczatkowych stadiach choroby mechanizm
molekularny tego procesu ten jest podobny, jednak w bardziej zaawansowanych stadiach
mechanizm akceleracji zmian miazdzycowych wydaje si¢ zmieniaé. Odwrotna zalezno$¢
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pomiedzy stezeniem HDL i komponentami wchodzacymi w jego sktad moze sugerowac, ze
dyslipidemia pacjentow z CKD moze by¢ wynikiem bardziej zmian jakosciowych struktury i

funkcji HDL niz zmian w jego stezeniu.

Opisane osiagnigcie naukowe obejmuje cykl czterech prac eksperymentalnych, w
ktorych wykorzystano techniki proteomiczne do identyfikacji i analizy niektorych
molekularnych mechanizméw progresji miazdzycy w przewlektej chorobie nerek. Jedna z
prac pozwolita na optymalizacje procesu przygotowywania probek, ktora nastgpnie
wykorzystano w pracach kolejnych; frakcjonowanie z uzyciem chromatografii powinowactwa
w pracy Luczak i wsp., 2015 oraz chromatografii SCX w pracy Luczak i wsp., 2016a.
Jednak na uwage zastuguje fakt, iz w kazdej z tych prac zastosowano rdézne podejscia
proteomiczne wykorzystujace odmienne techniki MS, frakcjonowania i rozdziatu
biatek/peptydow, uzyskujac w ten sposob dojscie do réznych pul biatkowych i tym samym
coraz glebszy wglad w badane mechanizmy przebiegu obu choréb. Wyniki opublikowane w
pierwszej z prac wchodzacych w sktad osiggnigcia naukowego (Luczak i wsp., 2011)
uzyskane zostaty z wykorzystaniem osocza bez uprzedniego frakcjonowania (biatka totalne)
oraz z zastosowaniem elektroforezy dwukierunkowej i spektrometrii MALDI-TOF, ktora
pozwolita na identyfikacje bialek metodg peptydowego odcisku palca, PMF. Uzyskane
wyniki potwierdzone zostaty technikg western-blot i immunodetekcji. Kolejna praca (Luczak
i wsp., 2015) pozwolita na gl¢bsza analiz¢ problemu gdyz skupita si¢ juz na biatkach
frakcjonowanych technikg chromatografii powinowactwa (biatka niskokopijne oraz
wysokokopijne) 1 frakcji bialek/peptydow niskoczasteczkowych. Ponadto do identyfikacji i
analizy biatek zastosowano tym razem metod¢ tandemowej spektrometrii masowej (MALDI-
TOF/TOF). Jest to technika o wiele bardziej zaawansowana i dajacg niezbite wyniki w
porownaniu do metody PMF. Z kolei zastosowanie tandemowej spektrometrii mas z
wykorzystaniem putapki jonowej z jonizacjg typu ESI pozwolita na walidacje¢ uzyskanych
wynikéw z wykorzystaniem zaawansowanej techniki monitorowania reakcji nastepczych,
SRM. Kolejne prace po pierwsze potwierdzaty wyniki uzyskiwane w badaniach poprzednich,
a z drugiej strony poprzez poszerzenie katalogu biatek rdznicujacych, zapewnialy jeszcze
szersze spojrzenie na zmiany zachodzace w proteomie wskutek progresji CKD. Udato si¢ to
poprzez zastosowanie metody wielowymiarowej identyfikacji biatek (MudPIT) zastosowanej
w dwoch réznych wariantach: z wykorzystaniem podejscia ,,label-free” (Luczak i wsp.,
2016) oraz techniki opartej na znakowaniu iTRAQ (Luczak i wsp., 2016a). Obie publikacje
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opieraja si¢ na wynikach uzyskanych technikami doro6wnujgcymi tym stosowanym w
laboratoriach na $wiatowym poziomie. Uzyskanie jednak owych wynikow bylo mozliwie
dzigki zastosowaniu technik przygotowania probek opracowanych i zoptymalizowanych w

jednej z prac wchodzacych w sktad osiagniecia naukowego (Luczak i wsp., 2014).

Na obecnym etapie mojej kariery planuje pozosta¢ przy tematyce stanowigcej
osiggniecie habilitacyjne, a wigc badan nad mechanizmami rozwoju miazdzycy w przewlektej
chorobie nerek. W 2016 roku rozpoczelam, jako kierownik realizacje nowego projektu,
kompleksowo skupiajacego si¢ na badaniach podstaw molekularnych tego schorzenia.
Glownym celem projektu jest wyjasnienie podstaw molekularnych udziatu stanu zapalnego i
uktadowych reakcji immunologicznych w rozwoju miazdzycy w CKD oraz CVD. Projekt z
jednej strony obejmuje analizy zmian zachodzacych na poziomie zaréwno proteomu jak i
transkryptomu w monocytach, limfocytach T-pomocniczych oraz komoérek NK wskutek
rozwoju CKD oraz CVD. Szczegdlnie duzo uwagi w projekcie poswigcamy biatkom
zaangazowanym w systemiczny proces zapalny, takim jak cytokiny, aby sprawdzié¢ czy te
same mediatory modulujace odpowiedZ immunologiczng komoérki 1 tym samym
odpowiedzialne za rozwdj klasyczne] miazdzycy odgrywaja istotng role w rozwoju
miazdzycy zwigzanej z CKD. W tej chwili badamy mediatory stanu zapalnego uczestniczace
w rozwoju miazdzycy w tym interleukiny 1, 6, 12, 18, TNF-a, TNF-f oraz IFN-y jak rowniez
typowe mediatory stresu oksydacyjnego. Prowadzimy analizy korelacyjne pomigdzy
obserwowang zroznicowang akumulacja tych mediatorow oraz mediatoréw stresu
oksydacyjnego a typowymi markerami i parametrami ,Xklasycznej” miazdzycy oraz
parametrami uszkodzenia nerek. Z drugiej strony prowadze badania in vitro na komorkach
srodbtonka naczyn, migéni gladkich aorty oraz mig$ni gladkich tetnic wiencowych.
Chcieliby$my si¢ dowiedzie¢ jak reaguja komorki tych naczyn na zwigkszone stezenie toksyn
mocznicowych, stres oksydacyjny, zaburzenia w stezeniu wapnia i innych niepozadanych
komponentow surowicy krwi pacjentow z CKD oraz czy mechanizm ukladowych reakcji
zapalnych opiera si¢ na podobnych modulatorach w obu stanach chorobowych. Wreszcie
okreslamy réwniez zmiany w profilu lipidowym 1 bialkkowym blaszek miazdzycowych
pobranych od pacjentow z zaawansowang miazdzycg zwigzang oraz niezwigzang z chorobg
nerek. Uzyskane informacje pozwola na zbudowanie modelu wyjasniajacego molekularne
mechanizmy rozwoju miazdzycy w CKD, ze szczegdlnym uwzglednieniem mechanizméw
uktadowych reakcji zapalnych. Identyfikacja szlakow 1 sieci sygnatowych zaangazowanych w
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rozw6j miazdzycy w CKD oraz CVD, mamy nadzieje, pozwoli nam odpowiedzie¢ na pytanie,
dlaczego pacjenci z CKD narazeni sg na przyspieszony rozwoj miazdzycy oraz zwigkszone
ryzyko powiklan sercowo-naczyniowych. Jest to juz trzeci realizowany przeze mnie projekt
dotyczacy tej tematyki, w tym drugi, ktorego jestem kierownikiem. Jego realizacja pozwolita
mi na poszerzanie grupy badawczej, a bezposrednim skutkiem takiego rozwoju bedzie

formowanie nowego zespotu pracujacego w obrebie Pracowni Spektrometrii Mas.

Podsumowujac, osiggniecie naukowe obejmuje cykl pieciu oryginalnych prac
eksperymentalnych opublikowanych w czasopismach znajdujacym si¢ w bazie Journal
Citation Reports, ktorych sumaryczny wspotczynnik wptywu IF (zgodny z rokiem
opublikowania) wynosi 17,977, a liczba punktow MNiSW wynosi 170. Laczna liczba
cytowan na chwile obecng wynosi 29, jednak w wigkszo$ci sg to prace opublikowane
niedawno, dwie z nich w roku 2016. We wszystkich publikacjach jestem pierwszym autorem,
ktéry miat decydujacy wplyw na ich powstanie wykonujac wigkszo$¢ analiz 1 prac
eksperymentalnych oraz piszac wszystkie manuskrypty. W czterech z tych prac jestem

roéwniez autorem korespondencyjnym.
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5. Oméwienie pozostalych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Moj dorobek naukowy nalezacy do pozostalych osiggnie¢, niezwigzanych z
publikacjami do przewodu habilitacyjnego, obejmuje 21 prac, w tym 15 prac
eksperymentalnych. Gléwny nurt mojej pracy naukowo-badawczej prowadzonej do czasu
uzyskania stopnia doktora dotyczyl badan zwigzanych z proteomika roslin, ktéry to temat
rozpocz¢tam juz na studiach, podczas wykonywania pracy magisterskiej w Instytucie
Genetyki Roslin w Poznaniu. Z tym okresem wigze si¢ jedna praca eksperymentalna
(Bartkowiak i Luczak, 2001). W trakcie studiow doktoranckich moje zainteresowania
skupily si¢ na proteomice roslinnych $cian komodrkowych. Moja rozprawa doktorska byta
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jedng z pierwszych w Polsce prob wykorzystania proteomiki do badan materiatu roslinnego.
Sciany komérkowe sa jednym z najtrudniejszych obiektow badan w biologii roslin, jednak
udato mi si¢ uzyska¢ dane o strukturalnych i funkcjonalnych powigzaniach mi¢dzy réznymi
sktadnikami §cian i ich interakcjach podczas odpowiedzi roslin na r6zne bodzce. Dokonatam
wszechstronnej analizy proteomu $cian trzech gatunkéw roslin analizujac wyizolowane biatka
$cian, oczyszczone Sciany komoérkowe oraz nienaruszone komorki, ktore byty traktowane
réznymi czynnikami, aby przesledzi¢ zmiany zachodzace w proteomie $cian. Opracowatam
metodyke analizy zlozonej organizacji $cian, ktorg wykorzystatam do poszukiwania biatek
uczestniczacych w tworzeniu kontinuum $ciana komoérkowa-btona komorkowa-cytoszkielet.
Badania zawarte w rozprawie doktorskiej zostaly opublikowane w trzech pracach
eksperymentalnych (Wojtaszek i wsp., 2007; Luczak i wsp., 2008; Luczak i wsp., 2015a).
Dodatkowo tematyka zwigzana ze $cianami komorkowymi zostata szeroko opisana w trzech
pracach przegladowych (Luczak i Wojtaszek, 2002; Rodakowska i wsp., 2006; Luczak i
wsp., 2009) oraz w rozdziale ksigzki ,, Na pograniczu Chemii i Biologii” (Luczak i wsp.,
2003). Badania zawarte w rozprawie doktorskiej wykonane i finansowane byty czesciowo w
ramach projektu badawczego, a nastepnie projektu promotorskiego, finansowanych przez
Komitet badan Naukowych.

Po uzyskaniu stopnia doktora rozpoczetam pracg w Zaktadzie Biologii Molekularnej i
Systemowej Instytutu Chemii Bioorganicznej PAN i skoncentrowatam swoje badania na
materiale ludzkim. Bylo to podyktowane udzialem w realizacji projektu ,,Zastosowanie
wspotczesnej genomiki funkcjonalnej 1 bioinformatyki do charakteryzacji 1 tworzenia modeli
procesow biologicznych o istotnym znaczeniu w medycynie i rolnictwie". Zmiana obiektu
badawczego nie byla tatwa i wymagata zastosowania odmiennego spojrzenia i zupelnie
réznych technik badawczych. W tym czasie rozpoczetam wspotprace z grupg prof. dr hab.
Mieczystawa Komarnickiego z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu nad badaniami
dotyczacymi ostrej biataczki szpikowej. Ostra bialaczka szpikowa (AML) jest zlosliwa,
klonalng, bardzo heterogenng genetycznie, choroba tkanki krwiotwoérczej, ktora
charakteryzuje si¢ uposledzonym wytwarzaniem prawidtowych elementéw morfotycznych
krwi, akumulacjg nieprawidtowych komoérek zwanych blastami, ktore naciekaja rozne
narzady i tkanki. Roznorodno$¢ typow ostrej biataczki szpikowej AML jest ogromna.
Obowigzujace modele prognostyczne, oparte na badaniach klinicznych i laboratoryjnych,
charakteryzuja si¢ niskg wartos$cig predykcyjng. Stad istnieje bezwzgledna konieczno$¢
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podejmowania dalszych badan zmierzajagcych do wyjasnienia mechanizmow lezgcych u
podstaw transformacji biataczkowych oraz mechanizmu lekoopornosci. W ramach tej
wspotpracy udalo nam si¢ zidentyfikowaé biatka pomocne w odréznieniu dwdch podtypow
AML: M1 oraz M2, ktoére cho¢ wykazuja istotne roznice w morfologii komorek, r6znig si¢ od
siebie istotnie pod wzgledem klinicznym. W kolejnym etapie badan zidentyfikowalismy
biatka roznicujgce pacjentow, ktorzy pozytywnie odpowiedzieli na leczenie i uzyskali remisje
oraz proteomem pacjentow opornych na zastosowang terapi¢. Jako pierwsi opublikowalismy
proteom zdrowych komorek jednojadrzastych szpiku kostnego, ktory moze stanowié
referencje dla innych badan w tej tematyce (Luczak i wsp., 2012a). Jednoczesnie
prowadzilismy badania drugiego, co do czestosci wystgpowania ztosliwego nowotworu
uktadu krwiotworczego: szpiczaka mnogiego. Wspdtpraca z grupa prof. Komarnickiego byta
kontynuowana jednak dodatkowo rozpoczelismy réwniez wspolne badania z zespotem prof.
Andrzeja Jakubowiaka z Uniwersytetu w Chicago. W ramach wspdlnej kooperacji z
obydwoma zespotami przeprowadzona zostala porownawcza ocena proteomu plazmocytow
chorych z opornym/nawrotowym szpiczakiem plazmocytowym celem identyfikacji biatek
oraz szlakow sygnalowych odpowiedzialnych za oporno$¢ na leczenie bortezomibem.
ZidentyfikowaliSmy biatka o istotnym znaczeniu prognostycznym (Dytfeld i wsp., 2016),
dzigki czemu mozliwe bylo rozpoczecie badan nad indywidualizacja leczenia inhibitorami
proteasomu. W tym celu w 2015 roku rozpoczglismy wspotprace z grupa dr Nate Doloffa z
Wydzialu Komoérkowej 1 Molekularnej Farmakologii i Eksperymentalnej Terapeutyki z
Uniwersytetu Medycznego w Karolinie Poludniowej. Grupa ta prowadzi badania nad
opracowaniem lekéw nowej generacji shuzacych do walki z lekooporng formg szpiczaka
mnogiego i w tej chwili jest na etapie testowania leku na modelach mysich. Do publikacji
mojego dorobku pochodzacych ze wspolpracy z grupa prof. Komarnickiego i Jakubowiaka
zaliczy¢ mozna 4 prace, w tym trzy prace eksperymentalne (Luczak i wsp., 2012a;
Kazmierczak i wsp., 2013; Dytfeld i wsp., 2016) oraz jedng pracg przegladowa (Luczak i
wsp., 2012). Obecnie pracujemy nad wspdlng publikacja z grupg z Karoliny Potudniowe;.

Zainteresowania transformacja nowotworowa kontynuowatam we wspolpracy z
zespotem prof. dr hab. Krzysztofa Szyftera. Glownym celem tych badan byta charakterystyka
zmian zachodzacych w proteomie komoérek w wyniku rozwoju ptaskonabtonkowego raka
krtani. Analizami objeto linie komorkowe LSCC (ang. laryngeal squamous cell carcinoma)
wyprowadzone z guzéw pierwotnych, przerzutowych oraz guzow pochodzacych od
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pacjentow ze wznowa choroby. WykazaliSmy grupe biatek, ktorych akumulacja jest wyraznie
zaburzona w komorkach pochodzacych z guzéw przerzutowych oraz w okresie wznowy
choroby. Wyniki zostaly potwierdzone na poziomie transkryptomu oraz w analizach
immunolokalizacyjnych. W efekcie tych badan powstaty 2 prace eksperymentalne: Giefing i

wsp., 2011 oraz Bodnar i wsp., 2015.

Jednocze$nie prowadzitam wspélprace z grupg prof. dr hab. Hieronima
Jakubowskiego dotyczaca zjawiska homocysteinemii. Moje zainteresowanie tg tematyka
wynika z faktu, iz podwyzszony poziom homocysteiny (Hcy) w o0soczu krwi jest niezaleznym
czynnikiem ryzyka rozwoju choroéb sercowo-naczyniowych oraz miazdzycy, a wigc watku
Sciste zwigzanego z moim osiggnieciem habilitacyjnym. Podwyzszone stezenie Hcy w
obecnosci adenozyny prowadzi do powstania pochodnej, ktora w efekcie prowadzi do spadku
liczby podziatow komorek srodbtonka, co jest wysoce niekorzystne ze wzgledu na ochronng
rolg tych komorek, ktore zabezpieczaja naczynia tetnicze przed rozwojem miazdzycy (Wang i
wsp., 1997). Z kolei w przypadku komorek migéni gtadkich, nadmiar homocysteiny powoduje
nadmierne ich namnazanie (Tsai i wsp., 1996) i tym samym zwigksza opor obwodowy i
przyczynia si¢ pogrubienia $cian tetnic Sprzyjajac rozwojowi nadci$nienia tetniczego oraz
nasileniu miazdzycy. W jednej z hipotez mechanizmu toksycznosci Hcy sugeruje sig, ze u jej
podstaw lezy (katalizowana przez syntetaz¢ metionylo-tRNA) konwersja do tiolaktonu-Hcy
(Jakubowski i wsp., 2004; Jakubowski i wsp., 2005). Konwersja ta jest zintensyfikowana przy
zaburzeniach  reakcji  remetylacji i transulfuracji, spowodowanych niedoborem
ktoregokolwiek z enzymow zaangazowanych w metabolizm Hcy oraz zaburzeniami zywienia
(wysokometioninowa dieta, niedobory witamin z grupy B). Tiolakton-Hcy tworzy wigzanie
amidowe z grupa e-aminowa lizyny w bialku, a proces ten okre$lany jest mianem N-
homocysteinylacji. Znane s3 liczne patofizjologiczne konsekwencje obecnosci N-
homocysteinylowanych bialek w organizmie, miedzy innymi: toksycznos¢ komorkowa,
indukcja odpowiedzi autoimmunologicznej, agregacja N-Hcy-fibrynogenu w zakrzepicy oraz
zaostrzenie stanu zapalnego naczyn krwiono$nych (Perla i wsp., 2004). Tiolakton
homocysteiny jest usuwany z organizmu cztowieka i myszy poprzez dwa mechanizmy:
eliminacj¢ przez nerki oraz hydrolize enzymatyczng poprzez tiolaktonazy. Nasze badania
polegaly na okresleniu roli, jakag w metabolizmie homocysteiny w komorkach watroby i
moézgu odgrywaja takie tiolaktonazy jak: hydrolaza bleomycyny (BLMH) oraz paraoksonaza
1 (PON1). Udato nam si¢ wykaza¢, ze inaktywacja genéw kodujacych obie tiolaktonazy-Hcy
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prowadzi do obnizenia poziomow bialek zaangazowanych w produkcje energii w komorce
oraz znacznego zmniejszenia poziomoéw apoA-l oraz apo-E, ktore chronig przed chorobami
neurodegeneracyjnymi i naczyniowo-sercowymi. Ponadto wykazali$my, ze inaktywacja genu
kodujacego hydrolaze bleomycyny wywotuje zmiany w poziomach biatek mézgu analogiczne
do obserwowanych w modelach mysich choroby Alzheimera. Zasugerowalismy, ze
Zmniejszona w poréwnaniu do grupy kontrolnej aktywnos$¢ enzymatyczna BLMH w moézgach
chorych moze przyczynia¢ si¢ do rozwoju choroby Alzheimera. Efektem tej wspolpracy sa
trzy publikacje eksperymentalne (Suszynska-Zajczyk i wsp., 2014; Suszynska-Zajczyk i
wsp., 2014a; Suszynska-Zajczyk i wsp., 2014b).

Oprocz tematyki opisanej powyzej, podejmowatam rowniez badania dotyczace innych
zagadnien. Nawigzatam wspoltprace z grupa Zaktadu Fizjologii Roslin Kierowana przez pania
prof. dr hab. Jolant¢ Legocka, Wydziatu Biologii, Uniwersytetu im. A. Mickiewicza.
Tematem wspolpracy byta rola transglutaminaz oraz los chloroplastowych poliamin w
procesie starzenia si¢ roslin wywolanych ciemnos$cia. Udato nam si¢ wykaza¢, ze jedna z
chloroplastowych transglutaminaz lisci jeczmienia jest aktywowana w tym procesie, co
potwierdziliSmy zar6wno na poziomie genu jak i biatka. Ponadto wykazalismy, Zze enzym ten
dokonuje modyfikacji potranslacyjnych biatek zwigzanych z poliaminami co moze
wywolywaé specyficzng reakcje na stres, zahamowanie fotosyntezy oraz $mieré¢ komorek
przejawiajaca si¢ konwersjg chloroplastow do gerontoplastow i w efekcie degradacji
plastydow. Wspotpraca ta zaowocowata powstaniem publikacji Sobieszczuk-Nowicka i
wsp., 2015. Z kolei wspotpraca z Zaktadem Genetyki i Zywienia Zwierzat, Uniwersytetu
Przyrodniczego w Poznaniu, dotyczyta bialka-kazeiny obecnej w mleku konskim.
Pierwotnym celem tego badania byt screening polimorfizméw w sekwencji kodujacej kazeing
koni i ocena rozktadu wariantoéw genetycznych w roznych rasach tego gatunku. Ponadto
dokonalismy oceny potencjalnego wptywu wykrytych wariantéw genetycznych na zmiennos¢
ekspresji na poziomie mRNA oraz biatka. Efektem tej wspotpracy jest eksperymentalna
publikacja: Cieslak i wsp., 2016. Oprocz prac oryginalnych mdj dorobek obejmuje rowniez
wspotautorstwo  publikacji  przegladowej  powstalej, jako  bezposredni  skutek
miedzynarodowej konferencji naukowej, 9" Central and Eastern European Proteomic
Conference (9" CEEPC), ktérej mialam przyjemnos¢ by¢ gldéwnym organizatorem, a ktéra

odbyta si¢ w Poznaniu w 2015 roku (Gadher i wsp., 2016). Praca ta streszcza gltéwna
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tematyke sesji konferencyjnych i trendy w proteomice charakterystyczne dla krajow

wschodniej i centralnej Europy.

Podsumowujac, tematyka bialek i ich udziat w mechanizmach molekularnych
procesow patologicznych cztowieka jest obecna w moich badaniach od czaséw obrony pracy
doktorskiej. Przez lata doskonalitam swodj warsztat proteomiczny poznajgc nowe techniki i
narz¢dzia badawcze. Wszystkie analizy eksperymentalne zaréwno z dziedziny biochemii jak
spektrometrii mas przeprowadzam samodzielnie wglgbiajac si¢ w chemiczne aspekty
przeprowadzanych analiz. Swoja wiedz¢ teoretyczng poglebiam korzystajac ze szkolen
zagranicznych i krajowych oraz uczestniczagc w tematycznych konferencjach naukowych. Moj
dorobek naukowy nalezacy do pozostalych osiggnie¢, niezwigzanych z publikacjami do
przewodu habilitacyjnego, obejmuje 21 prac, w tym 15 prac eksperymentalnych, ktorych
sumaryczny wspotczynnik wptywu IF (zgodny z rokiem opublikowania) wynosi 44,266, a
liczba punktow MNiSW wynosi 501. Pigtnascie prac opublikowanych jest w czasopismach
znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports, a taczna liczba ich cytowan na chwilg

obecng wynosi 83.
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