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2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe/ artystyczne — z podaniem nazwy, miejsca

i roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorski ej.

Wrzesien 1996: dyplom i tytut lekarza medycyny, wydziat lekarski Akademii Medycznej w
Biatymstoku

Marzec 2006: stopien doktora nauk medycznych, Instytut Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej PAN w Warszawie; tytut pracy doktorskiej: “Estrowe pochodne 2’-
deoksyadenozyny i kladrybiny jako potencjalne leki przeciwnowotworowe”

Czerwiec 2012: ukonczone “Menedzerskie Studia Podyplomowe dla sektora Badan i
Rozwoju”, zrealizowane pod patronatem Fundacji OIC Poland, Warszawa

Wrzesieh 2013: tytut magistra medycyny molekularnej, uzyskany na Norwegian University of
Science and Technology (NTNU) w Trondheim, Norwegia, po odbyciu
petnego cyklu studiéw magisterskich zakonczonych egzaminem

dyplomowym (International MSc Program in Molecular Medicine)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu

od 2011 Lekarz Pierwszego Kontaktu; NZOZ CMB w Warszawie

od 2010 Adiunkt; Zaktad Biologii Medycznej, Warszawski Uniwersytet Medyczny w
Warszawie

od 2010 Adiunkt; Zaktad Farmakologii Doswiadczalnej, Instytut Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie

2007-2010 Post-Dac; Inst. of Neuroscience, Norwegian University of Science and
Technology, Trondheim, Norwegia

2000-2007  Asystent, a nastepnie Adiunkt (od 2007 r.); Pracownia Farmakologii
Doswiadczalnej, Centrum Medycyny Doswiadzalnej i Klinicznej PAN
w Warszawie

2000-2002  Lekarz Pierwszego Kontaktu; Biorenix S.A. Przychodnia Specjalistyczna,
Warszawa

1998-1999  Lekarz Pierwszego Kontaktu; Telekardiomed S.A. Kardiologiczna Przychodnia
Specjalistyczna, Warszawa

1997-1998  Lekarz Stazysta; Szpital Brodnowski, Warszawa



4. Wskazanie osi ggni ecia wynikaj acego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca
2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym ora  z o stopniach i tytule w

zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6 zn. zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego bedgcego podstawg do wnioskowania o uzyskanie stopnia
naukowego doktora habilitowanego — cykl prac jednotematycznych objetych wspélnym
tytutem:

,Profil biochemiczny rogéwek w stanach fizjologicz nych i niefizjologicznych -

perspektywy zastosowania spektroskopii NMR w okulis tyce”

b) autorzy, tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa:

PRACA I: Kryczka T ., Ehlers N., Nielsen K., Midelfart A. Impact of organ culturing on
metabolic profile of human corneas — MAS 'H NMR study. Acta Ophthalmol. 90: 761-767,
2012.

IF= 2,345 wkiad wiasny: 60%

PRACA II: Kryczka T ., Szaflik J.P., Szaflik J., Midelfart A. Influence of donor age, post-
mortem time and cold storage on metabolic profile of human cornea. Acta Ophthalmol. 91:
83-87, 2013.

IF=2,512 wkiad wiasny: 70%

PRACA IlI: Kryczka T , Chrapusta SJ, Szaflik JP, Szaflik J, Midelfart A. Impact of donor
health on corneal biochemistry - an unexpected caveat from a pilot study. Ann Transplant.
19: 129-137, 2014.

IF=1,261 wkiad wiasny: 70%

PRACAIV: Kryczka T. Cellular stress after transferring human cornea from in vivo to in vitro
milieu — a metabolomic approach. Integr Mol Med. 2: 227-233, 2015 .
IF=0 wkiad wiasny: 100%

PRACA V: Kryczka T., Szaflik J.P., Szaflik J., Midelfart A. Metabolic changes in donor
corneas during cold storage — challenging stereotypes. Integr Mol Med. 2: 234-238, 2015.
IF=0 wkiad wiasny: 80%



PRACA VI: Kryczka T , Ehlers N, Nielsen K, Wylegala E, Dobrowolski D, Midelfart A.
Metabolic Profile of Keratoconic Cornea. Curr Eye Res. 38: 305-309, 2013.
IF=1,663 wkiad wiasny: 70%

PRACA VII: Kryczka T. , Sel S., Wollensak G., Midelfart A. Metabolic profile of porcine
corneas after photodynamic cross-linking treatment. Acta Ophthalmol. 90: e658-659, 2012.
IF= 2,345 wkiad wiasny: 40%

IF catkowity : 10,126

¢) omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania.

Wstep

Metabolomika

Metabolomika jest naukg, ktéra zajmuje sie badaniem i analizg metabolitéw w komérkach i
tkankach zywych organizméw. Wraz z proteomikg, transkryptomikg i genomikg stanowig
element tzw. biologii systemowej, zajmujacej sie badaniem ztozonych i skomplikowanych
oddziatywan jakie zachodzg w komdrkach, tkankach i wiekszych systemach biologicznych.
Dzieki metabolomice mozliwe jest sledzenie zmian metabolizmu cztowieka wywotanych

réznymi czynnikami, np. srodowiskowymi, a w szczegolnosci — chorobotwérczymi [1,2].

Rogowka cziowieka

Rogbwka, ze wzgledu na swojg lokalizacje w przedniej czesci oka jest uwazana za gtdwnag
bariere anatomiczng chronigcg przed uszkodzeniami fizycznymi i chemicznymi narzadu, jak
réwniez bariere immunologiczng - zabezpieczajacg struktury wewnetrzne gatki ocznej przed
infekcjami. Najwazniejszymi cechami warunkujgcymi prawidtowe funkcje tej tkanki w obrebie
narzadu wzroku sg: przejrzystosc¢, brak naczyn krwionosnych oraz regularne utozenie
skiadnikéw komérkowych i niekomérkowych w istocie wtasciwej (zrebie) rogéwki. Rogowka
graniczy z twardowkag, a granica miedzy twardowkg i rogéwka okresla sie mianem rgbka

rogéwki [3-6].

W okulistyce klinicznej badanie rogowki czlowieka polega na zastosowaniu szeregu metod

diagnostycznych, ktérych gtbwnym celem jest ustalenie cech morfologicznych tkanki i



wykluczenie zmian patologicznych. Powyzsze techniki diagnostyczne tgczy metodyka — w
zdecydowanej wiekszosci sg to badania nieinwazyjne, poniewaz pobranie nawet fragmentu
rogowki od pacjenta wigze sie z nieodwracalnymi zmianami w tej czesci oka. Stad,
jakiekolwiek pozastandardowe procedury diagnostyczne i analityczne wymagajgce
postepowania inwazyjnego wobec tej tkanki sa, ze wzgledéw etycznych i zdrowotnych

wobec pacjentéw — absolutnie niedozwolone [4,6,7].

Powyzsze zagadnienia stanowig najwiekszy problem przy planowaniu badan
wykorzystujgcych techniki metabolomiczne, poniewaz sg to metody z reguly realizowane w
warunkach in vitro, oparte o analize tkanki wczesniej odseparowanej od gitéwnego organu.
Jednakze w przypadku chordb, w wyniku ktérych rogéwka lub jej fragment sg usuwane, tak
pobrany materiat zawsze moze by¢ wykorzystany do badan metabolomicznych, cho¢ zawsze
pozostaje problem kontroli, ktérg powinna by¢ tkanka pochodzgca od zdrowych oséb.
Opcjonalnym rozwigzaniem jest uzyskiwanie takich rogéwek z banku tkanek oka, gdzie
materialem kontrolnym moze by¢ rogéwka niekwalifikujgca sie do przeszczepu np. ze
wzgledow serologicznych. W przypadku rogowek spetniajgcych kryteria kwalifikacyjne do
transplantacji, do analizy metabolomicznej mozna wykorzystac¢ pozostatosci tkankowe po
przeszczepie. Tym niemniej, kazda taka procedura analityczna czy diagnostyczna,
wykorzystujgca pozostatosci tkankowe po zastosowaniu gtéwnej procedury medycznej, musi

opierac¢ sie o zgode Komisji Bioetycznej dla realizowanych celéw badan [2,8,9].

Spektroskopia jadrowego rezonansu magnetyczneqo

Jedng z fundamentalnych metod analitycznych stosowanych w metabolomice jest
spektroskopia jgdrowego rezonansu magnetycznego (ang. nuclear magnetic resonance,
NMR). Spektroskopia NMR polega na wzbudzaniu spinéw jgdrowych atomow znajdujgcych
sie w zewnetrznym polu magnetycznym poprzez szybkie zmiany pola magnetycznego oraz
rejestracji promieniowania elektromagnetycznego powstajgcego na skutek zjawisk relaksaciji,
gdzie przez relaksacje rozumiemy powr6t uktadu spinéw jgdrowych do stanu réwnowagi
termodynamicznej. W przypadku substancji sktadajgcej sie z bardziej zltozonych czgsteczek,
rézne atomy wodoru obecne w tej czgsteczce wysylajg promieniowanie elektromagnetyczne
0 nieco innej czestotliwosci. Wynika to z efektu ekranowego elektronéw znajdujgcych sie
wokot tych jgder. Elektrony sg rowniez w statym ruchu i takze sg obdarzone fadunkiem
elektrycznym, dlatego ich ruch generuje pole magnetyczne o innej biegunowosci niz
zewnetrzne pole magnetyczne generowane przez aparat NMR. W rezultacie jadra atomow
znajdujg sie faktycznie w nieco innym polu, niz to generowane przez aparat NMR — w polu

bedacym wypadkowa pola spektroskopu NMR i pola generowanego przez elektrony. To



wypadkowe pole jest rozne dla kazdego z jgder atomdw tworzgcych dang czgsteczke, bo
wokot kazdego z nich jest inny zbiér elektronéw, wynikajgcy z uktadu wigzan chemicznych.
W wyniku powyzszych oddziatywan powstaje widmo NMR, w ktérym poszczegdlne
komponenty chemiczne wykazujg sie specyficznym przesunieciem chemicznym (ppm, ang.
parts per million), multipletowoscig, statg sprzezenia, integracja itp. - umozliwiajgc efektywne

rozpoznawanie metabolitbw w uzyskanym widmie [10,11].

Spektroskopia NMR umozliwia detekcje jgder atoméw m.in. *H, °C, °F N, *'P, w
molekutach znajdujgcych sie w tkankach ptynnych (takich jak slina, mocz, ptyn mézgowo-
rdzeniowy czy osocze/surowica krwi), jak rowniez statych i ekstraktach tkanek. Zwigzki
chemiczne oznaczone w ten sposéb odpowiadajg calemu zakresowi biochemii i metabolizmu
cztowieka bedac koncowymi lub posrednimi sktadowymi szlakow metabolicznych.
Réznorodnos¢ oraz modyfikacje istniejgcych metod spektroskopii NMR przyczyniajg sie do
coraz sprawniejszej analizy tkanek oraz poprawy czutosci pomiaréw. Przykiadem jest
zastosowanie techniki tzw. magicznego kata (ang. magic angle spinning, MAS) w pomiarach
NMR; aby otrzymane widma miaty dobrg rozdzielczosc¢, probki sg wirowanie pod katem
54°44,1' w stosunku do pola magnetycznego magnesu. Istotng przewaga tej techniki
analitycznej nad innymi jest brak procedur ekstrakcyjnych tkanki w procedurach
pomiarowych. Tkanka przeznaczona do analizy tg metodg wymaga jedynie zamrozenia do
-80 °C po pobraniu od pacjenta lub dawcy. W tych warunkach moze by¢ przechowywana
przez dtuzszy czas i w tej postaci, jako zamrozona probka, jest wprowadzana do
spektroskopu NMR. W zwigzku z powyzszym skitad zwigzkoéw chemicznych uzyskany w

pomiarze prébki odzwierciedla rzeczywisty sktad tkanki w warunkach in vivo [11-14].

Wczeshiejsze badania nad rogéwka z uzyciem technik spektroskopii NMR

W poczatkach badan metabolomicznych w okulistyce, stosowano spektroskopie NMR opartg
o atomy fosforu *'P w celu zbadania profilu metabolitéw zawierajgcych fosfor, szczegélnie
zwigzkdw wysokoenergetycznych. W badaniach oceniano cialo szkliste oka, ciecz wodnistg
oraz ekstrakty rogowek i soczewek. W zwigzku z ograniczeniami technicznymi jakie istniaty
20-30 lat temu, w rogéwkach zwierzecych i ludzkich (te ostatnie uzyskiwano z bankéw
tkanek) tylko niewielka liczba ufosforowanych metabolitow mogta by¢ opisana. Mimo to,
spektroskopia *P NMR okazata sie byé przydatna dla $ledzenia zmian metabolicznych
zachodzgcych w rogowkach podczas ich przechowywania w bankach tkanek oka.
Poréwnanie rogéwek pochodzgcych od réznych gatunkéw (bydto, Swinie i ludzie) wykazato
znaczace roznice poziomu zwiazkéw energetycznych w zaleznosci od gatunku.

Zasygnalizowano zmiany poziomu ATP w rogdéwce w trakcie procesu gojenia oraz w trakcie
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noszenia soczewek kontaktowych. W przypadku stozka rogéwki (ang. keratoconus),
zaobserwowano zmiany metabolizmu niektérych fosforanow oraz obecnosé
niezidentyfikowanych wczesniej metabolitow, co umozliwito odréznienie rogowek
zmienionych chorobowo od rogéwek pochodzacych od zdrowych dawcéw, a
przechowywanych w banku tkanek. Za pomocg **C spektroskopii NMR badano m.in.

metabolizm glukozy i tworzenie mleczanu w rogéwkach krolikéw i ludzi [15-26].

Na przetomie wiekow (XX/XXI) wysokiej rozdzielczosci spektroskopia *H NMR byta z
powodzeniem stosowana do badan proceséw metabolicznych zachodzacych w przedniej
czesci oka. Pomiary profilu metabolicznego rogowek wykonane w potowie lat 90-tych przez
m.in. zespot Prof. Midelfart, byly czescig badan dotyczacych m.in.: (i) penetracji i
metabolizmu lekoéw steroidowych po ich miejscowym podaniu, (ii) wptywu promieniowania
UV na przednig czes¢ oka, oraz (iii) skojarzonego wptywu steroidow i UV na przednig czes¢
oka [27-31].

Wiekszos¢ powyzszych badan bylo realizowanych na materiale zwierzecym; nielicznymi
wyjatkami sg analizy przeprowadzone na tkankach ludzkich, ktére jednak ze wzgledu na
metodyke badan dotyczyly wytgcznie wybranych metabolitéw lub zwigzkéw chemicznych
wystepujacych w rogéwce. Opracowanie techniki spektroskopowej MAS NMR, a zwlaszcza
potaczenie jej z analizg widma protonowego typu High-Resolution (HR), otworzyto nowe
perspektywy dla zastosowania tej techniki analitycznej w badaniach podstawowych i
klinicznych. Niniejsze prace ujete w cykl habilitacyjny wskazujg na mozliwos¢ zastosowania

spektroskopii NMR w okulistyce klinicznej i badaniach okulistycznych [12].

Artykuty stanowigce cykl habilitacyjny zostaty podzielone na 4 gtébwne zagadnienia
tematyczne, ktére wzajemnie sie uzupetniaja, a wspolnym elementem dla wszystkich tych
publikacji jest uzycie w badaniach ludzkich rogéwek (z jednym wyjatkiem) i spektroskopii HR
MAS "HNMR jako gtéwnego narzedzia analitycznego. W omawianych pracach
przedstawiony zostat (i) wptyw hodowli tkankowej, (ii) wptyw wieku dawcy, stanu zdrowia
dawcy i czasu od smierci dawcy do pobrania rogéwki, oraz (iii) wptyw przechowywania
zimnego +4 °C, na profil metaboliczny ludzkich rogéwek. Jako uzupetnienie powyzszych
zagadnien, na przyktadzie stozka rogéwki dokonano (iv) analize profilu metabolomicznego

rogéwek zmienionych chorobowo oraz poddanych wybranej procedurze terapeutycznej.



(i) Wptyw hodowli tkankowej na charakterystyk e biochemiczn g i metaboliczn a
rogowki.

PRACA I: Kryczka T ., Ehlers N., Nielsen K., Midelfart A. Impact of organ culturing on
metabolic profile of human corneas — MAS *H NMR study. Acta Ophthalmol. 90: 761-767,
2012.

Kwalifikacja rogoéwek do przeszczepu opiera sie 0 wytyczne, opracowane przez European
Eye Bank Association (EEBA) oraz Eye Bank Association of America (EBAA). Wsrdd nich
najwieksze znaczenie majg gestos¢ komoérek endotelium (ang. endothelial cell density, ECD)
rogowki, brak znaczgcego uszkodzenia mechanicznego tkanki oraz ujemne wyniki testéw
mikrobiologicznych i serologicznych. Rogéwki od dawcow przeznaczone do transplantacji
moga by¢ przechowywane w tzw. hodowlach tkankowych (ang. organ culture, synonim warm
storage) w temperaturze 28-37 °C, w medium zawierajgcym podstawowe skitadniki odzywcze
dla komorek i tkanki jako catosci, z dodatkiem rozpuszczalnych antybiotykéw
przeciwbakteryjnych i przeciwgrzybiczych. W zalozeniach, stosunkowo wysoka temperatura
przechowywania tkanki oraz bogactwo skfadnikow odzywczych obecnych w medium
powinny przypominac warunki in vivo, co z kolei powinno zapobiec utracie integralnosci

tkanki lub Smierci komérek w rogowce [32-34].

Rezultaty dotychczasowych badan nad wptywem hodowli tkankowej na wiasciwosci fizyczne
i biochemiczne rogéwek potwierdzity przyjete zatozenie. Jednak przy okazji zaobserwowano
dodatnig korelacje gorszych parametrow wyjsciowych rogoéwek — przedhodowlanych —
(wedtug kryterii EEBA/EBAA) oraz biochemicznych tych tkanek z niektérymi chorobami
przewlektymi na ktére cierpiat dawca tkanki przed $miercig (ale niedotyczgcymi gatek
ocznych). Co wiecej, po kilkutygodniowym przechowywaniu w hodowli tkankowej — rogowki
swoimi podstawowymi parametrami morfologicznymi i energetycznymi (np. poziom ATP w
tkance) zaczynaly przypomina¢ rogéwki od dawcéw nieobcigzonych przed smiercig
chorobami przewleklymi. Warto tu nadmienic¢, ze termin ‘zdrowy dawca’ w pi$miennictwie
okulistycznym oznacza osobe, ktdrego rogéwka spetnia parametry okreslone przez EEBA
lub EBAA. W zwigzku z powyzszym dawcg rogéwki moze by¢ rowniez pacjent, ktéry zmart z
przyczyn np. sercowo-naczyniowych lub neurologicznych, lub jeszcze innych, po
wielomiesiecznej chorobie — pod warunkiem, oczywiscie, ze tkanka przeznaczona do

przeszczepu spetnia kryteria ustalone przez EEBA i/lub EBAA [32,33,35-39].

Hodowla tkankowa wptywa wigec w spos6b znaczacy na wtasciwosci fizykochemiczne i

anatomiczne rogoéwki. Problemem jest jednak szczagtkowa wiedza na temat zmian



biochemicznych i metabolicznych, ktére zachodzg w przechowywanej w ten sposéb tkance,
a ktorych efektem moga by¢ np. zmiany gestosci komaérek endotelialnych w rogéwce (ang.
endothelial cell density, ECD), co jest rowniez czynnikiem decydujgcym o przyjeciu
przeszczepu przez biorce. Celem Pracy | wigczonej do cyklu habilitacyjnego bylo wiec
ustalenie zmian biochemicznych i metabolicznych zachodzacych w rogéwce podczas jej

przechowywania w hodowli tkankowej przez okres do 3 tygodni.

Praca | jest efektem wspoitpracy miedzy osrodkami w Trondheim (Norwegian University of
Science and Technology, Department of Neuroscience oraz University Hospital in
Trondheim, Department of Ophthalmology; zesp6t Prof. Anny Midelfart) i Aarhus University
Hospital, Department of Ophthalmology w Aarhus, w Danii, ktorym kierowat Prof. Niels
Ehlers. Czes¢ wynikow analiz zostata opracowana statystycznie w Instytucie Medycyny
Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie. Wyniki badan
zawarte w tej pracy byly wczesniej prezentowane na miedzynarodowej konferencji
okulistycznej przez autora tego autoreferatu (Kryczka T., Ehlers N., Midelfart A.: Impact of
culturing on metabolic profile of human corneas. EVER 2008 Annual Meeting, 1-4

pazdziernika 2008, Portoroz, Stowenia).

Dla realizacji tych badanh rogowki zostaty pozyskane w osrodku w Danii: 12 od zmartych
zdrowych dawcow, a 4 od pacjentow ze ztosliwg zmiang nowotworowg (czerniak)
zlokalizowang w naczyniéwce oka. Rogoéwki od pacjentéw onkologicznych zostaty
natychmiast po pobraniu zamrozone w -80 °C, a pozostate — przeznaczone do transplantaciji
— zostaty wczesniej wprowadzone do hodowli tkankowej (+30 °C) opartej o0 medium Gibco
(Carlsbad, CA, USA) zawierajgcej antybiotyki i ptodowg surowicg cielecg. Dzien przed
zabiegiem przeszczepiania — rogowki byly poddane standardowej procedurze dehydratacji
majgcej zmniejszy¢ obrzek tkanki, zwtaszcza zrebu rogowki (mieszanina 5% w/v dextranu w
swiezym medium hodowlanym). W dniu zabiegu rogéwka byta przeszczepiana biorcy, a
pozostaty po przeszczepieniu brzeg tkanki rogéwkowej byt zamrazany w -80 °C. Zamrozone
tkanki byly nastepnie przekazane do osrodka w Trondheim, w Norwegii, gdzie poddane

zostaly pomiarom za pomocg spektroskopii HR MAS *HNMR.

Uzyskane widma spektroskopowe NMR rogéwek poddano nastepnie analizie gtbwnych
sktadowych (ang. principal component analysis, PCA). PCA jest jedng ze statystycznych
metod analizy wieloczynnikowej; umozliwia redukcje liczby zmiennych w zbiorze danych oraz
wykrywanie struktury/wzoru w relacjach miedzy zmiennymi lub klasyfikacje zmiennych. W

duzym uproszczeniu i od strony praktycznej — PCA zastosowana w kolejnych pracach



skladajgcych sie na cykl habilitacyjny miata na celu ustalenie i wizualizacje podobienstw oraz
réznic miedzy zmiennymi (w tym przypadku rogowki od poszczegdélnych dawcédw) poprzez
graficzne przedstawienie ich grupowania sie. Jednoczesnie PCA identyfikowata gtéwne
czynniki (w tym przypadku biochemiczne sktadniki rogéwek oznaczone w widmach NMR)

odpowiedzialne za powyzsze roznicowanie sie lub grupowanie zmiennych.

W przypadku wynikéw doswiadczenia opisanego w Pracy |, PCA ujawnito roznice miedzy
rogéwkami pobranymi i przechowywanymi w hodowli tkankowej, a rogéwkami pobranymi i
natychmiast zamrozonymi w -80 °C. W PCA wykazano réwniez istnienie znaczacych roznic
biochemicznych miedzy rogéwkami przechowywanymi w hodowli tkankowej przez rézny
okres czasu. Rogéwki w prezentacji graficznej PCA rozdzielity sie na 3 grupy: a)
przechowywane w hodowli tkankowej do 8 dni, b) przechowywane przez 9-14 dni oraz c)
przechowywane przez 15-20 dni. Mimo rozdziatu probek na 3 gtéwne grupy — w analizie
PCA nie zidentyfikowano metabolitow, ktére mogtyby w najwiekszym stopniu odpowiada¢ za
powyzsze roznice miedzy probkami. Metabolity, w liczbie 20, ktére zostaly zidentyfikowane w
widmie NMR byly substancjami o niskiej masie czgsteczkowej. Zmiany ich stezen
pojawiajgce sie w przebiegu hodowli tkankowej wskazujg na aktywne procesy metaboliczne,
ktorych efektem mogta by¢ np. — stwierdzona w innych badaniach — ‘rewitalizacja’ lub
regeneracja tkanki (np. praca Nejepinskiej i wsp. [39]). Tym niemniej pojawity sie nowe
pytania, np. dotyczace wpltywu samego medium — jego skiadu i stezehn poszczegdinych
sktadnikéw - na procesy metaboliczne w rogéwce? Komercyjnie dostepnych jest duza liczba
réznorakich ptynéw przeznaczonych do hodowli tkankowych, r6znigcych sie sktadem
biochemicznym. Natomiast do chwili obecnej nie jest znana odpowiedz na pytanie jaki sktad
biochemiczny medium — jakosciowy i ilosciowy — jest optymalny do przechowywania

rogowek przed przeszczepem?

Wyniki opisane w Pracy | dotyczg wptywu ,cieptego” przechowywania rogéwek na ich skfad
biochemiczny. Biorgc pod uwage fakt, ze gtdwng alternatywng metoda dla hodowli tkankowej
w banku tkanek oka jest tzw. ‘przechowywanie zimne (+2-8 °C)’ rogobwek (ang.: cold storage,
synonim: hypothermic storage, skrét uzywany dalej w tekscie: ‘PZ"), pojawia sie kolejne
pytanie o wptyw tej formy przechowywania rogéwek przed przeszczepem na procesy
metaboliczne i zmiany biochemiczne zachodzace w tkance? Powyzsze pytanie byto
przestankg do wykonania serii eksperymentéw, ktérych przedmiotem badan staty sie rogowki
umieszczone w warunkach przechowywania zimnego (+4 °C). Wczesniej jednak nalezato
odpowiedzie¢ na pytanie: jak bardzo rogéwki réznig sie miedzy sobg jeszcze przed
umieszczeniem ich w medium?
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(i) Wptyw wieku dawcy, stanu zdrowia dawcy i czasu od $mierci dawcy do pobrania

rogéwki na wka $ciwo $ci biochemiczne rogdéwki.

PRACA II: Kryczka T. , Szaflik J.P., Szaflik J., Midelfart A. Influence of donor age, post-
mortem time and cold storage on metabolic profile of human cornea. Acta Ophthalmol.
91:83-7, 2013.

PRACA IlI: Kryczka T. , Chrapusta S.J., Szaflik J.P., Szaflik J., Midelfart A. Impact of donor
health on corneal biochemistry - an unexpected caveat from a pilot study. Ann Transplant.
19:129-37, 2014.

Prace II-1ll sg efektem wspoétpracy miedzy osrodkami w Trondheim (Norwegian University of
Science and Technology, Department of Neuroscience oraz University Hospital in
Trondheim, Department of Ophthalmology) i osrodkami w Polsce: Warszawski Uniwersytet
Medyczny (Bank Tkanek Oka, Klinika Okulistyki Il Wydziatu Lekarskiego, Zaktad Biologii
Medycznej) oraz Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN

w Warszawie.

Jednym z bardziej dyskusyjnych zagadnien w transplantologii okulistycznej jest kwestia
wptywu wieku dawcy na jakos¢ rogowki oraz wptyw czasu od stwierdzonego zgonu do
czasu pobrania tkanki ze zwiok i umieszczenia w medium (ang. death-to-preservation
interval, DPI). Wiekszos¢ badaczy i klinicystow przychyla sie do tezy, ze im mtodszy dawca,
tym korzystniejszy stan fizjologiczny rogowki, aczkolwiek brak jest zdecydowanych
argumentow na poparcie tezy, ze wiek rzeczywiscie ma znaczenie dla jakosci rogowki.
Natomiast ogo6lnie przyjmuje sie, ze DPI powinien by¢ jak najkrétszy. Stad, istniejg osrodki, w
ktorych potencjalni dawcy muszg spetnia¢ specyficzne kryteria wiekowe (np. wiek < 60 lat) i
w ktorych maksymalny dopuszczalny czas DPI rowniez jest scisle okreslony. Jednak czesé
Kklinicystéw podwaza zasadnos¢ powyzszych norm twierdzac, ze wobec olbrzymiego
zapotrzebowania na rogéwki do przeszczepiania, tkanka od kazdego dawcy (w dowolnym
wieku) moze by¢ akceptowalna, nawet z wydtuzonym DPI, ale pod warunkiem, ze spetnia
kryteria dopuszczenia do przeszczepu ustalone przez EEBA i/lub EBAA. Swoje wnioski,
czesto przeciwstawne, naukowcy opierajg gtownie na rezultatach badan korelacji pomiedzy
powyzszymi parametrami (wiek lub DPI), a zmianami morfologicznymi zachodzgcymi w

rogéwce, zwlaszcza jej warstwie tylnej, endotelialnej. Inne podejscie metodyczne polega na
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poszukiwaniu korelacji miedzy powyzszymi parametrami (np. wiek dawcy, wiek biorcy, DPI),
a przezywalnosciag przeszczepow. Dotychczas, poza nielicznymi wyjgtkami ograniczonymi do
pojedynczych metabolitow, nie podejmowano préb kompleksowej analizy korelacji
podstawowych danych biomedycznych dawcy z wiasciwosciami biochemicznymi i
metabolicznymi rogowki przed i po umieszczeniu jej w medium w banku tkanek oka
[18,19,32,33,35,40-46].

Praca Il opiera sie na wynikach badan rogéwek uzyskanych od zdrowych dawcow w wieku
41-78 lat (15 dawcow), u ktérych DPI wynosit od 1 do 16 godzin. Rogéwki dzielono na dwie
czesci, z ktorych jedna byta natychmiast zamrazana w -80 °C, a druga byta umieszczana w
zimnej hodowli (+4 °C) na okres 8 dni. Analize skladu biochemicznego rogéwek
przeprowadzono za pomocg spektroskopii HR MAS *HNMR wedtug metodyki opisane;
wczes$niej. Dla potrzeb analizy, dawcow podzielono na (a) grupy wiekowe, gdzie kryterium
podziatu byt wiek 60 lat oraz (b) grupy ze wzgledu na czas DPI, gdzie kryterium dzielgcym

grupy byt okres 10 godzin od smierci dawcy.

W badaniu oznaczono w widmie NMR 22 skfadniki biochemiczne w rogéwce, z ktorych
zaledwie kilka miato r6zne poziomy/stezenia we wspomnianych powyzej grupach wiekowych
(60+ vs. 60-). Nalezaty do nich izoleucyna, glutamina, glukoza i maslan (ten ostatni byt
ponizej progu detekcji dla grupy 60-). R6znice zaobserwowano rowniez przy poréwnaniu
prébek réznigcych sie DPI: roznice byty znamienne statystycznie dla leucyny i glutaminy, a w

prébkach o DPI ponizej 10 godzin — poziom maslanu byt ponizej progu detekcji.

Z jednej strony mogtoby sie wydawaé, ze wykazanie raptem kilku réznic w skladzie
metabolomu rogowki nie jest w zaden sposéb istotne dla funkcjonowania komérek. Trzeba
jednak zauwazy¢, ze w widmie NMR oznaczono 22 skladniki biochemiczne i jest wysoce
prawdopodobne, ze réznice wystepujg rowniez wsréd metabolitow niewidocznych w tej
metodzie analitycznej. To sugeruje, ze rogowki rdznig sie miedzy sobg w zaleznosci od
wieku i DPI, a obydwie te zmienne przypuszczalnie stanowig istotne czynniki zaburzajgce
funkcjonowanie np. uktadéw enzymatycznych i szlakow metabolicznych w komérkach

rogowki.

Zgodnie z wytycznymi EEBA i EBAA rogowki muszg spetniac okreslone kryteria, aby zosta¢
zakwalifikowane do procedury przeszczepiania. Stad np. wiele chordb, zwtaszcza
infekcyjnych, wyklucza dawcow z procedur transplantacyjnych. Warto jednak zauwazy¢, ze

gtéwnymi dawcami tkanek i narzaddw, w tym rogéwek, sg osoby starsze, czesto obcigzone
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chorobami przewleklymi i czesto umierajgce z powodu powiktan wywotanych przez
powyzsze choroby. Statystycznie rzecz ujmujac, najwiekszg grupe dawcow rogéwek
stanowig osoby z chorobami neurologicznymi lub chorobami uktadu krgzenia. Obecnie wiec
informacja o obcigzeniu powyzszymi chorobami potencjalnych dawcéw nie stanowi zadnej
wartosci dla klinicystow planujgcych przeszczep rogowki, dopoki spetnione sg parametry

kwalifikujgce tkanke do przeszczepu [32,33,46-50].

Praca Ill zawiera wyniki poréwnania rogéwek od czterech grup dawcéw, ktorzy zmarli z
powodu: (i) zaostrzenia choroby uktadu krazenia, (ii) idiopatycznej marskosci watroby, (iii)
zmarli w sposo6b nagty z nieznanych przyczyn, lub (iv) mieli wypadek komunikacyjny,
ewentualnie popetnili samobdjstwo. Miedzy grupami dawcéw nie byto znamiennych réznic co
do wieku lub czasu DPI, zaden z dawcow nie byt tez obcigzony jakgkolwiek inng chorobg
przewlekia, nie naduzywat alkoholu i nie przyjmowat uzywek. Rogowki zostaly poddane
analizie metodg spektroskopii HR MAS *HNMR, a wyniki tych pomiaréw byly poddane
analizie statystycznej PCA. Okazato sie, ze probki od dawcow obcigzonych chorobami
krazenia oraz marskoscig watroby zdecydowanie roznity sie od pozostatych probek, a
gtébwnymi sktadnikami biochemicznymi tkanki odpowiedzialnymi za graficznie
wyeksponowane roznice miedzy probkami metodg PCA byly przede wszystkim réznice w
stezeniach ATP, choliny, mleczanu i octanu w rogéwkach poszczegolnych grup dawcéw.
Standardowe testy statystyczne (one-way ANOVA lub two-way ANOVA) wykazaty dalsze
réznice miedzy poszczegolnymi grupami rogéwek, ale nie o tak duzej wadze jak wymienione

powyzej 4 zwigzki chemiczne.

Rezultaty eksperymentéw zawartych w Pracy Ill podwazajg teze o podobienstwie
wihasciwosci fizyko-chemicznych rogéwek od dawcow, nawet jezeli pobrane rogéwki spetniajg
kryteria ustalone przez EEBA i/lub EBAA, a parametry morfologiczne (np. ECD) sg
identyczne. Powyzsze rezultaty badan otwierajg duzg przestrzeh do dalszej dyskusji i badan,
poniewaz rogowka w stanie fizjologicznym (niezmienionym chorobowo) nie posiada
rozbudowanych naczyn krwionosnych lub chtonnych, ktérymi metabolity penetrowatyby z
krazenia centralnego. W zwigzku z powyzszym rogéwka — marginalnie zwigzana z
procesami biochemicznymi i metabolicznymi zachodzgcymi w odlegtych strukturach
tkankowych, narzadach lub uktadach wielonarzgdowych — powinna utrzymywac¢ stabilny,
niezmienny sktad biochemiczny i aktywno$¢ metaboliczng. Z drugiej strony trzeba pamietac,
ze ciecz wodnista bedaca ‘przesgczem’ surowicy krwi, stanowi gtéwne zrodio substancji
odzywczych dla rogéwki, podobnie jak ptyn tzowy zawierajgcy substancje wydzielane przez

gruczoly zewnetrzne, zlokalizowane wokét oczodotow (w obrebie aparatu ochronnego gaiki
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ocznej i w oczodole). Mozna wiec uznag, ze istnieje posredni mechanizm oddziatywania

sktadu biochemicznego krwi na rogéwke [32,33,51-53].

Wyniki tego badania wskazujg w sposéb posredni, ze choroby uktadowe o charakterze
przewlektym mogg determinowac istotne zmiany w sktadzie surowicy krwi, ktére nie sg
obojetne dla zadnej tkanki organizmu, w tym rogéwki. Powyzsze implikuje pytania o mozliwy
wptyw tego rodzaju zmian biochemicznych na przezywalno$c przeszczepdw rogowki i czy
przechowywanie zimne (+4 °C, PZ) moze w jakims stopniu zniwelowac wyjsciowe odchylenia

od normy w skfadzie biochemicznym rogéwek?

(iii) Wptyw przechowywania zimnego (+4  °C) na wia $ciwo $ci biochemiczne i

metaboliczne rogowki.

PRACA II: Kryczka T ., Szaflik J.P., Szaflik J., Midelfart A. Influence of donor age, post-
mortem time and cold storage on metabolic profile of human cornea. Acta Ophthalmol.
91:83-7, 2013.

PRACA IlI: Kryczka T ., Chrapusta S.J., Szaflik J.P., Szaflik J., Midelfart A. Impact of donor
health on corneal biochemistry - an unexpected caveat from a pilot study. Ann Transplant.
19:129-37, 2014.

PRACA IV: Kryczka T . Cellular stress after transferring human cornea from in vivo to in vitro

milieu — a metabolomic approach. Integr Mol Med. 2: 227-233, 2015 .

PRACA V: Kryczka T ., Szaflik J.P., Szaflik J., Midelfart A. Metabolic changes in donor
corneas during cold storage — challenging stereotypes. Integr Mol Med. 2:2 34-238, 2015.

Prace IV-V s3g podobnie jak Prace Il i lll sg efektem wspotpracy miedzy osrodkami w
Trondheim (Norwegian University of Science and Technology, Department of Neuroscience
oraz University Hospital in Trondheim, Department of Ophthalmology) i osrodkami w Polsce:
Warszawski Uniwersytet Medyczny (Bank Tkanek Oka, Klinika Okulistyki 11 Wydziatu
Lekarskiego, Zaktad Biologii Medycznej) oraz Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej

im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie.

Alternatywg dla ,cieptej” hodowli tkankowej w przechowywaniu rogéwek przed procedurg

przeszczepiania jest przechowywanie ,zimne” w temperaturze +2-8 °C. W teorii, niska
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temperatura powinna powodowac obnizenie metabolizmu komérek rogowki do minimum — w
zwigzku z czym parametry fizyko-chemiczne i morfologiczne rogéwki w trakcie
przechowywania zimnego (PZ) powinny przypomina¢ wartosci wyjsciowe sprzed ekstrakcji
tkanki z gatki ocznej i powinny by¢ zachowane do momentu przeszczepiania rogowki do
biorcy. Metoda PZ jest zdecydowanie prostsza od hodowli tkankowej; wymaga oczywiscie
zastosowania odpowiednich ptynéw do przechowywania rogowek, ale sg to ptyny znacznie
prostsze w skiladzie od stosowanych w hodowli tkankowej. Ze wzgledu na samg procedure
przechowywania, nie jest konieczne uzywanie wyspecjalizowanego i drogiego sprzetu jak w
hodowli tkankowej, co zdecydowanie redukuje koszty takiego przechowywania tkanek do
przeszczepu. Minusem tej metody jest znaczne ograniczenie czasu przechowywania
rogéwek w poréwnaniu do hodowli tkankowej — do 2 tygodni (a nawet wedtug niektérych do
5-ciu dni) podczas gdy hodowla tkankowa umozliwia bezpieczne przechowywanie rogéwek

do 4 tygodni, a wedtug niektorych autorow — nawet kilku miesiecy [32-34,37,42,54-56].

W Pracy Il rogéwki pochodzace od dawcédw podzielonych na grupy wiekowe ponizej- i
powyzej 60 lat, po 8 dniach przechowywania w PZ opartym o Eusol-C wykazaty tendencje do
minimalizacji réznic w poziomach metabolitéw, ktére wykazano wczesniej przed
umieszczeniem rogowek w PZ. Z drugiej strony, pojawity sie nowe, znamienne statystycznie
réznice biochemiczne pomiedzy rogéwkami od dawcow 60+ i 60-. Na dodatek, poziomy
dwdéch metabolitéw — glutaminy i kreatyny — spadty ponizej progu detekcji w obu grupach

dawcow po osmiodniowej inkubacji w PZ.

W kolejnym eksperymencie , opisanym w Pracy Ill, poréwnano rogéwki zamrozone w

-80 °C natychmiast po ekstrakcji z gatki ocznej oraz rogéwki umieszczone w PZ przez 8 dni z
tym, ze czynnikiem réznicujgcym dawcow byto ich obcigzenie chorobami przewlektymi przed
Smiercig — wspomniane wczesniej choroby ukladu krgzenia, idiopatyczna marsko$¢ watroby.
Okazalo sie, ze w wyniku 8-dniowego przechowywania tkanek w PZ, zatarty sie réznice
biochemiczne miedzy prébkami od dawcéw z chorobami krgzenia, a prébkami od dawcow,
ktérzy zmarli nagle bez wyjasnionych przyczyn lub zgineli w wypadku komunikacyjnym czy
popehili samobodjstwo. Jedyng grupg prébek, réznigcych sie znacznie od pozostatych byly,
wedtug analizy PCA, rogowki pochodzgce od dawcow z idiopatyczng marskoscig watroby.
Rezultaty analiz opisane w Pracy Il w spos6b dobitny wskazujg na ‘pozytywny’ wptyw PZ na
rogéwki — ta procedura przywraca sktad biochemiczny (a wiec i metabolizm) rogéwek
‘dotknietych’ przez chorobe przewlekta do poziomu poréwnywalnego do metabolizmu w
rogéwkach od dawcow nieobcigzonych chorobami przewlektymi — a do takich mozemy
zaliczy¢ rogowki od 0séb, ktore zginety Smiercig nagta. Oczywiscie, przy bardziej

15



zaawansowanych i dtugotrwatych zmianach chorobowych — sktad biochemiczny rogéwki jest
prawdopodobnie bardziej utrwalony, a wiec redukcja zmian tez bedzie prawdopodobnie

bardziej utrudniona.

W Pracy lll statystyczna analiza PCA wykazata, ze grupowanie probek po 8-dniowym ich
przechowywaniu w PZ jest takze oparte o roznice w zawartosci ATP, mleczanu i octanu w
badanych tkankach, ale szczegdtowa analiza statystyczna wykazata, ze pozostate sktadniki
oznaczonego metabolomu rowniez mniej lub bardziej, r6znig sie od stanu wyjsciowego.
Trzeba jednak podkresli¢, ze obserwowane zmiany na poziomie biochemii i metabolizmu nie
miaty swojego przetozenia na zmiany morfologiczne w rogéwkach. By¢ moze hipotermia (+4
°C) hamujgca metabolizm komarek, jak rowniez relatywnie krétki czas inkubaciji (8 dni)
spowodowaly, ze zmiany morfologiczne wynikajgce ze zmian biochemicznych,

enzymatycznych i metabolicznych w rogéwkach — jeszcze nie zdgzyly sie ujawnic.

Wyniki opublikowane w obu Pracach (Ili lll) podwazajg teze o braku lub minimalnym
wplywie PZ na wlasciwosci fizyko-chemiczne przechowywanych rogéowek. Pojawia sie
jednak pytanie, czy zmiana medium (w tym przypadku byt to Eusol-C) na inny ptyn
przechowujgcy moze ograniczy¢ pojawianie sie powyzszych zmian biochemicznych w
rogowkach, czy ewentualnie je pogtebic? Czy powyzsze zmiany sg odwracalne, a jezeli tak,
to po jakim okresie czasu? Czy wykonywanie przeszczepOw rogéwek rzeczywiscie powinno

odbywac sie w ciggu kilku pierwszych dni ich przechowywania w zimnej hodowli?

Ostatnie pytanie stanowito przestanke do wykonania kolejnego eksperymentu, opisanego w
Pracy IV, w ktérym pozyskane od zdrowych dawcéw (wiek 58-67 lat, n=8) rogowki byly
przechowywane w PZ opartej o Eusol C, przez okres 3 dni. W dniu ‘0", ¥ kazdej rogéwki
(tzw. ‘kawatek pizzy’) byta umieszczana w -80 °C, a w kolejnych dniach kolejne éwiartki

tkanki byly separowane i réwniez mrozone w -80 °C.

Wsrod substancji chemicznych — drobnoczgsteczkowych metabolitow oznaczonych w
widmie spektroskopowym NMR, uwage zwrdécito sze$¢ zwigzkdw: glutamina, fenyloalanina,
metionina, maslan oraz ATP i mrowczan, ktérych stezenia réznity sie znamiennie w
poszczegodlnych dniach obserwacji. W przypadku glutaminy i phenyloalaniny — stezenie tych
substancji spadto ponizej progu detekcji spektroskopu NMR w prébkach przechowywanych
w PZ. ATP i mréwczan — stezenia tych substancji w pierwszym dniu inkubacji byty
poréwnywalne z kontrolg, natomiast w drugim i trzecim dniu PZ — stezenia tych metabolitow
wykazaly spektakularny spadek. Podobng tendencje zmian stezen, choé nie tak gwattowna,
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zaobserwowano w przypadku metioniny, gdzie wartosci stezen tego aminokwasu w sposéb
znamienny statystycznie roznity sie od wartosci wyjsciowej — kontrolnej z dnia ‘0’. Maslan
réznit sie od pozostatych metabolitow brakiem mierzalnego stezenia tej substancji w

prébkach kontrolnych.

Proba wyjasnienia obserwowanych zmian biochemicznych w opisanych powyzej probkach
nie jest jednoznaczna. Prawdopodobnie, sama procedura separacji rogowki z tkanek
otaczajgcych i przeniesienia tej tkanki z warunkdéw in vivo do warunkow ex vivo nie jest
obojetna dla metabolizmu komérek rogéwki. Co wiecej, samo medium ze wzgledu na skfad
biochemiczny znacznie odbiegajacy od warunkéw in vivo jest Srodowiskiem niefizjologicznym
(sztucznym) dla tkanki. Jezeli doda¢ do tego spadek temperatury o ok. 30 °C w bardzo
krotkim odstepie czasowym, to mozna uznaé, ze sama procedura umieszczania rogowki w
PZ jest dziataniem uszkadzajgcym, zaburzajgcym réwnowage metaboliczng zywej tkanki.
Wedtug opinii przyjetych przez ogét klinicystéw — niska temperatura powinna zahamowac
metabolizm w komérkach i zmniejszy¢ ich zapotrzebowanie na skfadniki odzywcze i
energetyczne. Najprawdopodobniej jest to stuszna teza, ale by¢ moze wilasciwa dla
kolejnych dni hodowli, poniewaz prace badawcze nad hodowlami komérkowymi i tkankowymi
juz dawno wykazaly, ze w ciggu pierwszych 24-48 godzin od wprowadzenia komdérek do
hodowli (cieptej czy zimnej), metabolizm komorek ‘przetgcza sie’ na dziatania majgce
zapewnic ich przezywalnos¢ w zmiennym/obcym srodowisku. Gwaltowny spadek poziomu
ATP w pierwszych dniach PZ mozna wiec wigzac z olbrzymim wydatkiem energetycznym
wspomagajgcym funkcjonowanie komorek w rogéwce, przewazajacym nad procesami
resyntezy tego zwigzku. Ubytek pozostatych sktadnikow metabolicznych w kolejnych dniach
zdaje sie potwierdza¢ powyzszg teze, zwlaszcza, jezeli uwzglednimy pojawienie sie wolnego
maslanu — zwigzku chemicznego, ktérego stezenie rosnie np. w wyniku degradaciji bton
komoérkowych. Rozpad bton komérkowych moze by¢ pierwszg oznakg rozpadu komaorek, np.
w drodze apoptozy [52,54,57-60].

Uwaza sie, ze miedzy pojawieniem sie zaburzen metabolicznych w komérkach (ktére nie sg
zbyt dramatyczne aby aktywowa¢ apoptoze), a detekcjg zmian w morfologii komaérek lub
tkanek — musi by¢ pewien odstep czasowy. To sprawia, ze pomimo iz metabolizm tkanki jest
powaznie zaburzony, zjawisko to nie przekfada sie natychmiast na wizualizacje zmian
technikami mikroskopowymi. Nie oznacza to wcale, ze taka rogéwka nie moze by¢
przeszczepiana; jest wysoce prawdopodobne, ze przeszczepienie rogéwki do biorcy, czyli
przywrocenie jej naturalnego srodowiska pozwoli na odwrdcenie zaburzen metabolicznych i
energetycznych jakie pojawity sie w trakcie jej przechowywania w ‘obcym’ (sztucznym)
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srodowisku (PZ). Nie mozna jednak wykluczy¢, ze zaburzenia metaboliczne w takich
rogéwkach moga by¢ jedng z przyczyn odrzucania przeszczepow rogowki, pojawiajgcych sie

sporadycznie i z niewyjasnionych powodow.

Praca V, stanowi rozwiniecie badan omowionych powyzej: sam fakt, ze rogéwka juz w
pierwszych dniach przechowywania w PZ wykazuje zaburzenia metaboliczne determinuje
nastepne pytanie, jak zmienia sie metabolizm tkanki w kolejnych dniach takiego
przechowywania? Nalezy przy tym uwzglednic fakt, ze wiekszos¢ badaczy i klinicystow
uwaza 2 tygodnie PZ za gbérng granice czasowg dla wykonania procedury przeszczepiania

rogowki.

W badaniu uzyto 20 rogéwek od 10 zdrowych dawcow (wiek 60-71 lat) nieobcigzonych
chorobami przewleklymi. Z rogéwek wycieto 1/8 ich czesci, tzw. ‘pizza slice’, ktére
zamrozono w -80 °C natychmiast po pobraniu, a pozostate czesci tkanki umieszczono w PZ.
Rogéwki uzyskane od tego samego dawcy zostaly podzielone na 2 grupy: w pierwszej grupie
1/8 rogdwki byta codziennie separowana od pozostatej tkanki i mrozona w -80 °C, w drugiej
grupie — rogéwka byta przechowywana w zimnej hodowli do 14 dnia, a nastepnie zamrazana
w temperaturze -80 °C. Prébki byly nastepnie poddane analizie metoda spektroskopii HR
MAS 'H NMR.

Analiza PCA danych uzyskanych ze spektroskopii NMR wykazata brak znaczgcych réznic
biochemicznych pomiedzy prébkami przechowywanymi w PZ przez okres od 1 do 7 dni. PCA
réwniez wykazala, ze prébki kolekcjonowane w pierwszym tygodniu hodowli réznity sie
znaczgco pod wzgledem biochemicznym od prébek, ktére byly zamrozone natychmiast po
pobraniu ich od dawcéw (te rogowki stanowity kontrole w doswiadczeniu). Natomiast
calkowicie zaskakujgcg okazata sie obserwacja, ze rogowki przechowywane przez 2
tygodnie w PZ mialy sktad biochemiczny zblizony, wedtug analizy PCA, do probek
kontrolnych, czyli do probek, ktérych skiad biochemiczny powinien oddawac¢ wartosci in vivo,
wystepujace w rogéwce zywego cztowieka. W analizie PCA zidentyfikowano 5 gtéwnych
metabolitow odpowiedzialnych za powyzsze grupowanie sie prébek (ATP, glutamina
mrowczan, maslan oraz mleczan), ale analiza wariancji (one-way ANOVA) wszystkich
probek wykazata wiecej znamiennych statystycznie r6znic miedzy stezeniami

poszczegodlnych metabolitow, w kolejnych dniach obserwaciji.

Rezulaty badanh opisane w Pracach IV iV, podwazajg teze (przynajmniej czesciowo) o
neutralnym wplywie przechowywania rogéwek w PZ na metabolizm i wlasciwosci
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biochemiczne tych tkanek. Wzbudzajg réwniez watpliwosci co do opinii gloszonej przez
niektorych okulistow (transplantologéw) o korzystniejszym z ich punktu widzenia
dokonywaniu przeszczepu rogéwek w pierwszym tygodniu przechowywania rogowek w PZ.
Wyniki tych badan sg na tyle zaskakujgce, ze powinny by¢ zweryfikowane w wigkszym,
wieloosrodkowym badaniu, poniewaz mogg stanowi¢ podstawe do przedefiniowania

procedur transplantacyjnych w okulistyce.

(iv) Sto zek rogowki w analizie metabolomicznej

PRACA VI: Kryczka T. , Ehlers N., Nielsen K., Wylegala E., Dobrowolski D, Midelfart A.
Metabolic Profile of Keratoconic Cornea. Curr Eye Res. 38:305-9, 2013.

PRACA VII: Kryczka T ., Sel S., Wollensak G., Midelfart A. Metabolic profile of porcine

corneas after photodynamic cross-linking treatment. Acta Ophthalmol. 90:e658-9, 2012.

Praca VI jest efektem wspotpracy miedzy osrodkami w Danii (Aarhus University Hospital,
Department of Ophthalmology), Norwegii (Norwegian University of Science and Technology,
Department of Neuroscience oraz University Hospital in Trondheim, Department of
Ophthalmology) oraz oérodkami w Polsce: Slgski Uniwersytet Medyczny (Klinika Okulistyki
Szpitala Kolejowego w Katowicach), Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.

Mossakowskiego PAN w Warszawie.

Praca VIl jest efektem wspétpracy miedzy osrodkami w Niemczech (University Hospital
Erlangen w Erlangen i Augen MVZ Lausitz w Kamenz), w Norwegii (Norwegian University of
Science and Technology, Department of Neuroscience oraz University Hospital in
Trondheim, Department of Ophthalmology) i w Polsce (Warszawski Uniwersytet Medyczny,

Zaktad Biologii Medycznej).

A) Profil biochemiczny rogéwki w przebiegu przewlekiej choroby oka.

W Pracy Il opisano wyniki analiz sktadu biochemicznego rogéwek pozyskanych od dawcow
obcigzonych przed smiercig przewleklymi chorobami. Choroby te nie mialy zadnego
bezposredniego zwigzku z funkcjonowaniem organu wzroku, tymczasem analiza
biochemiczna wykazata znaczne rdznice pomiedzy rogéwkami otrzymanymi od r6znych
dawcow. Bylo to o tyle zaskakujgce, ze rogéwka wiasciwie nie posiada fizjologicznie

wystepujacych, rozbudowanych naczy¢ krwionosnych lub limfatycznych, ktérymi toksyczne
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zwigzki chemiczne lub nadmiar metabolitéw z uszkodzonych lub zmienionych chorobowo
narzgdow penetrowatyby do rogowki wptywajgc w ten sposéb na metabolizm jej komorek.
Jak wiadomo, substancje odzywcze dostarczane sg do komorek rogéwki poprzez ciecz
wodnistg, bedgca przesgczem osocza w gatce ocznej oraz ptyn {zowy zawierajgcy
substancje wydzielane przez gruczoty zewnetrzne, zlokalizowane wokot oczodotow (w
obrebie aparatu ochronnego gatki ocznej i w oczodole). Tym niemniej, okazato sie (m.in w
Pracy lll), ze tkanki nieukrwione réwniez sg podatne (cho¢ by¢ moze w mniejszym stopniu)
na zaburzenia biochemiczne zachodzgce w innych, nawet odlegtych narzgdach. Fakt ten
jednak nie stanowit wiekszego problemu przy przeszczepianiu rogéwek, jezeli tylko tkanki te
spetniaty kryteria okreslone przez EEBA i/lub EBAA. Uzyskanie danych biochemicznych o
wptywie odlegtych choréb przewlektych na rogéwke (Praca lll) byto przestankag do
postawienia pytania 0 zmiany biochemiczne zachodzace w rogéwce w przebiegu choroby
przewlektej, bezposrednio dotyczgcej tej tkanki? Powyzsze pytanie byto punktem wyjscia dla
eksperymentu, w ktérym do badan uzyto rogéwek od pacjentéw, u ktérych rozpoznano

stozek rogowki (ang. keratoconus).

Stozek rogdwki jest chorobg przewlekla, niezapalng, degeneracyjna; dziedziczng ektazjg
rogéwki prowadzacg do jej znacznego scienczenia, uwypuklenia, a w konsekwencji do
ostabienia ostrosci wzroku. Choroba dotyczy tylko i wytgcznie narzgdu wzroku (rogéwka) i
jest rozpoznawana zwykle w wieku kilkunastu-, dwudziestu kilku lat. W jej przebiegu u
pacjentéw rozwija sie krétkowzrocznosc i/lub astygmatyzm, ktére mogg by¢ korygowane
szktami korekcyjnymi lub soczewkami kontaktowymi. W zaawansowanych stadiach choroby
opcjami terapeutycznymi zapobiegajacymi Slepocie sg terapia fotodynamiczna (zabieg cross-
linking stosowany osobno lub tgczony z fotokeratektomig refrakcyjng) lub — przy znacznym
zaawansowaniu uszkodzenia rogowki — jej przeszczep (warstwowy lub drgzacy) od dawcy
[61-66].

W Pracy VI opisano eksperyment, w ktorym u pacjentdw w zaawansowanym stadium stozka
rogéwki dokonano przeszczepienia rogéwki od dawcy, a rogéwke zmieniong chorobowo
natychmiast po pobraniu zamrazano w -80 °C. Kontrolg dla tego badania byty rogéwki od
zdrowych dawcow, ktdrych nie dopuszczono do procedury przeszczepiania z powodu
niespetnienia ktérego$ z kryterii EEBA. Obie grupy badane — pacjenci ze stozkiem rogowki i
dawcy — nie byli obcigzeni innymi chorobami przewleklymi uktadowymi lub chorobami oczu.
ROznili sie natomiast wiekiem: pacjenci ze stozkiem rogéwki byli w wieku 19-27 lat (n=8), a
dawcy rogéwek — 61-75 lat (DPI: 1-8 godzin, n=11). Rogowki poddano analizie za pomoca
wysokosprawnej/wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (HPLC, w metodyce
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ustawionej na aminokwasy) i spektroskopii NMR (wedlug metodyki stosowanej w

pozostatych pracach tworzacych cykl habilitacyjny).

W badaniu, mimo zastosowania r6znych metod analitycznych, nie stwierdzono jakichkolwiek
réznic biochemicznych pomiedzy grupami probek, ktére bytyby znamienne statystycznie.
Powyzsza obserwacja wydaje sie stosunkowo zaskakujgca wobec zmian morfologicznych
zachodzgcych w rogéwce w przebiegu choroby. Z drugiej strony rezultaty tego eksperymentu
nie podwazyty zadnej z istniejgcych teorii dotyczgcych rozwoju tej jednostki chorobowej; jest
ich wiele - czes¢ z nich nawet nawzajem sie wyklucza. By¢ moze kazdy z opisanych i
proponowanych mechanizmow rozwoju tej choroby stanowi jaki$ element sktadowy
prowadzacy do zmian anatomicznych w rogéwce bedacych obrazem stozka rogéwki - do
chwili obecnej nie ustalono jednego, gtdbwnego patomechanizmu tej choroby. Wyniki tego
doswiadczenia wskazaty jednak na jeszcze jeden szczegdlny aspekt rozwoju tej choroby.
We wczesniej opisanej Pracy Il jedng z gtdbwnych obserwacji byto stwierdzenie, ze rogéwki
od dawcow réznigeych sie wiekiem — jako wartos¢ graniczng ustalono wiek 60 lat — réznig
sie miedzy sobg pod wzgledem biochemicznym. Teoretycznie, im miodszy dawca, tym
wieksza powinna by¢ réznica w sktadzie biochemicznym rogéwek w poréwnaniu do dawcy
60+. Tymczasem rogowki od pacjentéw w wieku 19-27 lat wykazaly prawie identyczny profil
biochemiczny jak rogéwki od starszych dawcéw (co zostato opisane w Pracy VI). Na
podstawie powyzszych wynikow mozna postawi¢ hipoteze, ze stozek rogowki jest chorobg w
jakis sposob skorelowang z przyspieszonym starzeniem sie tej tkanki. By¢ moze wystepuje
jakis nieznany czynnik genetyczny (genetyczne uwarunkowanie choroby byto i jest od wielu
lat dyskutowane na forach naukowych) lub sSrodowiskowy, ktory w okreslonych warunkach
ulega aktywacji i powoduje zmiany biochemiczne i morfologiczne tkanki w kierunku
chorobowym, o wkasnosciach opisanych powyzej. Z drugiej strony, zmiany biochemiczne i
metaboliczne, jakie oznaczono w zmienionych chorobowo rogéwkach, mogg by¢ efektem
diugoletniego przebiegu choroby, podczas ktérego struktury rogéwki stopniowo tracg swojg
integralnos¢ lub homeostaze wewnatrzkomorkowa. W morfologicznym ujeciu jest to
widoczne jako sciehczenie rogowki i zmiana jej ksztattu. W ujeciu biochemicznym — utrata
cech wtasciwych dla rogéwek pochodzacych od oséb (dawcow) miodych i zdrowych. Trzeba
jednak podkresli¢, ze wyniki eksperymentu opisane w Pracy VI, jak rowniez stawiane tezy sg
oparte o pomiar zaledwie kilkunastu rogéwek dwoma réznymi metodami analitycznymi i

wymagajg weryfikacji na wiekszej liczbie prébek.

Wyniki badan zawarte w Pracy VI byly przed publikacjg zaprezentowane na konferencji

naukowej w Portoroz, Stowenia (Kryczka T., Ehlers N., Midelfart A.: Comparison of
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metabolic profile of normal and keratoconus corneas using HR MAS 1HNMR spectroscopy
and HPLC. EVER 2008 Annual Meeting, 1-4 paZdziernika 2008, Portoroz, Stowenia).

B) Wplyw terapii fotodynamicznej na profil metaboliczny rogowek

Zaawansowana postac stozka rogowki jest wskazaniem do wykonania przeszczepienia
rogowki, ale skuteczng alternatywg moze by¢ zastosowanie tzw. terapii fotodynamicznej. W
tej metodzie wykorzystuje sie nietoksyczny zwigzek swiattoczuty (np. riboflawine), ktory po
ekspozycji na promieniowanie UV ulega aktywacji oddziatywujgc na inne zwigzki chemiczne i
struktury otaczajgce. W okulistyce riboflawina naniesiona jest na powierzchnie rogéwki, a w
wyniku ekspozycji tkanki na okreslong dawke promieniowania ultrafioletowego UV-A,
dochodzi do wytworzenia dodatkowych widkien interfibrylarnych, tworzgcych wigzania
kowalencyjne w istocie whasciwej rogowki i tym samym zmniejszajgcych
prawdopodobiehAstwo progresji stozka. Dodatkowe potaczenia miedzykolagenowe w zrebie
rogéwki mogg réwniez powodowaé pogrubienie i czesciowe odtworzenie wlasciwego ksztattu
tkanki. Metoda zostata szczeg6towo opracowana m.in. przez Prof. Wollensaka kilkanascie lat
wstecz i jest w niektérych krajach uznang i standardowg opcijg terapetyczng w leczeniu tego
schorzenia. Trzeba jednak doda¢, ze naukowcy i lekarze klinicy$ci nie ustajg w staraniach,
aby metode rozwija¢ i dopracowywac; wcigz prowadzone sg badania dotyczace zmian, jakie

zachodzg w rogéwce pod wptywem tak zastosowanego leczenia [67,68].

Wiekszos¢ badan dotyczgcych efektywnosci i bezpieczenstwa tej metody terapeutycznej jest
obecnie prowadzona na pacjentach z uzyciem procedur nieinwazyjnych, obrazowych. Stgd
wiadomo w jaki sposob terapia fotodynamiczna zmienia wiasciwosci fizyczne i anatomiczne
rogowki. Natomiast brak jest danych (lub sg one ograniczone) na temat zmian
biochemicznych i metabolicznych jakie zachodzg w tkance, w wyniku zastosowania tej
techniki terapeutycznej. Powyzsze jest uwarunkowane specyfikg budowy gatki ocznej —
naruszenie jakiejkolwiek struktury oka w mniejszym lub wiekszym stopniu uposledza
funkcjonowanie tego narzadu. A to z kolei wyklucza ze wzgledéw etycznych jakiekolwiek
procedury diagnostyczne i analityczne oparte o inwazyjne pozyskanie tkanki oka do badan

biochemicznych od zyjgcego pacjenta [23,61,65,66,69,70].

Rozwigzaniem dla wielu problemow okulistycznych w badaniach medycznych i
diagnostycznych, jest przeprowadzanie eksperymentdéw na zwierzetach. Jednak modele
zwierzece nie zawsze odzwierciedlajg w petni naturalny przebieg choréb u ludzi. Jest to

Zwigzane z rozng fizjologig i budowg narzgdu wzroku u cztowieka i zwierzat. W zwiazku z
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powyzszym, kazdy wynik takiego eksperymentu jest jedynie aproksymacijg zmian, jakie
wystgpityby in vivo u cztowieka. Jest to na pewno ograniczenie dla dyskutowania wynikow
takich badan, ale w niektorych przypadkach sg one podstawg do wprowadzania danej

procedury diagnostycznej lub terapeutycznej do praktyki medyczne;.

Nawigzujgc do Pracy VI, w ktérej analizowano zmiany biochemiczne w tkance ludzkiej w
przebiegu stozka rogowki, w Pracy VIl prezentowany jest opis doswiadczenia, ktérego celem
byto ustalenie zmian biochemicznych zachodzacych w rogéwce pod wptywem w/w metody
terapeutycznej. W doswiadczeniu tym terapii fotodynamicznej poddano swieze rogowki
pozyskane od zdrowych swin. Sposéb, w jaki przeprowadzono procedure terapeutyczng byt
identyczny do warunkéw w jakich przeprowadza sie taki zabieg u ludzi. Rogéwki poddane
procedurze leczniczej byly natychmiast zamrazane po jej zakohczeniu w -80 °C; identycznie
postgpiono z rogéwkami kontrolnymi, czyli niepoddawanymi procedurze terapeutycznej —
rogéwki byly zamrazane w -80 °C natychmiast po ich odseparowaniu od gatki ocznej. W tej
postaci obie grupy probek zostaly przekazane do dalszych analiz, ktére wykonano za

pomocg spektroskopii NMR, wedtug metodyki opisanej w pozostatych pracach.

W analizie metabolomu za pomocg spektroskopii HR MAS *HNMR okazato sie, ze jedynie
poziomy glutationu, mréwczanu oraz leucyny byly obnizone znaczgco statystycznie w
rogéwkach poddanych procedurze fotodynamicznej. Nie byto to zaskoczeniem, poniewaz
wiadomo od lat, ze efektem ubocznym terapii fotodynamicznej sg wolne rodniki generowane
w eksponowanej tkance. Stad i poziomy dwdch substanciji bedgcych wymiataczami wolnych
rodnikéw — glutation i mréwczan — ulegly nieznacznemu, ale znaczgcemu statystycznie
obnizeniu, prawdopodobnie w mechanizmie zuzycia podczas wymiatania wolnych rodnikow.
I mimo, ze mozna polemizowag, iz rogéwka zwierzeca nie jest catkowicie identyczna z
rogéwka ludzka (aczkolwiek jakiekolwiek réznice anatomiczne i histologiczne sg minimalne),
a liczba metabolitéw oznaczonych za pomocg spektroskopii NMR tez byta ograniczona —
brak znaczgcych zmian w dos¢ szerokim spektrum metabolitow sugeruje, ze metoda jest

stosunkowo bezpieczna do stosowania u ludzi [68,71-73].

Nalezy jednak zwrdéci¢ uwage na fakt, ze w tym badaniu obserwowano nieodlegte,
bezposrednie skutki zastosowania terapii fotodynamicznej na rogéwke. Dlatego mozna
postawi¢ pytanie, jakie sg odlegte biochemiczne skutki zastosowania terapii fotodynamicznej
na te tkanke, oraz jaka jest dynamika zmian metabolicznych zachodzgcych w tkance w ciggu
pierwszych godzin od zastosowania procedury? Dalsze badania dotyczgce tych zagadnien
powinny da¢ odpowiedz na wyzej postawione pytania.
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Rezultaty powyzszego eksperymentu zostaty wczesniej przedstawione na konferenciji
okulistycznej w USA (Kryczka T., Wollensak G., Sel S., Midelfart A.: Metabolic profile of
porcine corneas after photodynamic cross-linking treatment. ARVO 2009 Annual Meeting,
2009, Fort Lauderdale, USA).

Perspektywy badawcze i wnioski

Perspektywy badawcze zastosowania spektroskopii NMR w okulistyce

Uwaza sie, ze przysztos¢ spektroskopii NMR lezy w aplikacjach in vivo, ktore jako metody
nieinwazyjne moga réwniez stanowic alternatywe dla metod inwazyjnych i uzupetnienie dla
innych metod nieinwazyjnych w diagnostyce cztowieka. Jednak w metodach in vivo
spektroskopii NMR stosuje sie znacznie nizsze moce pola magnetycznego, aby zapobiec
ewentualnym efektom ubocznym (np. wplyw promieniowania elektromagnetycznego na
zdrowie cztowieka), co odbija sie na czutosci pomiarow. W okulistyce dodatkowym
ograniczeniem jest wielko$¢ tkanki badanej w galce ocznej oraz — wobec nawet ‘solidnego’
ustabilizowania pacjenta w trakcie badania, trudno jest zapobiec mimowolnym ruchom gaiki
ocznej, ktore sprawiaja, ze wynik analizy nie zawsze odzwierciedla profil metaboliczny

wiasciwy dla tkanki badanej.

Na podstawie prezentowanych powyzej wynikow badan zawartych w pracach wchodzgcych
w cykl habilitacyjny, mozna wnioskowac, ze spektroskopia NMR zastosowana in vitro lub ex
vivo, a w szczegdinoéci jej odmiana — HR MAS *HNMR — jest obiecujgcg metodg do
obrazowania zmian biochemicznych zachodzgcych w rogéwce. Technika ta znana od prawie
trzech dekad dopiero w ostatnich latach przezywa swdj rozkwit w zwigzku z pojawieniem sie
nowych rozwigzan technicznych, statej poprawy jakosci oprogramowania i pojawiania sie
nowych mozliwosci kojarzenia tej metodyki z innymi narzedziami analitycznymi. Uwaza sie,
ze w niedalekiej przysztosci metabolomika jako metoda fenotypowego obrazowania stanéw
patologicznych cziowieka zdominuje diagnostyke kliniczng, pozwalajgc na indywidualne

dopasowanie procedur leczniczych do pacjenta.

W przypadku okulistyki klinicznej wzgledy etyczne, estetyczne i zdrowotne pacjentéw (bo nie
mozna usungé¢ czesci tkanki oka w celach diagnostycznych bez szkody dla funkcjonowania

calego organu) jak réwniez niewielkie rozmiary i ztozonos¢ budowy oka stanowig gtéwne
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czynniki ograniczajgce zastosowanie tej metody analizy in vitro/ex vivo w badaniach i
diagnostyce chordb oka. Tym niemniej, sa dziedziny okulistyki, w ktorych spektroskopia
NMR, a zwlaszcza jej odmiana HR MAS "HNMR, moze sta¢ sie jednym z kluczowych

narzedzi diagnostycznych i analitycznych.

Zdecydowanie nalezy do nich transplantologia; wyniki badan zawarte w omowionych
powyzej publikacjach wskazujg na znaczace réznice biochemiczne miedzy rogdéwkami
pobranymi od dawcéw, a rogéwkami pobranymi od dawcéw i przechowywanych w medium w
bankach tkanek oka. Co wiecej, z biochemicznego punktu widzenia duze znaczenie majg
rowniez stan zdrowia dawcow przed $miercig i czas pobrania tkanek od zmartych, oraz
rodzaj systemu przechowywania tkanki (ciepty czy zimny), w ktérym umieszczone zostaty
rogéwki. Te dane moga by¢ gtéwnym argumentem przemawiajgcym za wprowadzeniem
spektroskopii HR MAS *HNMR do standardéw postepowania przy przeszczepianiu rogoéwek
— z zastrzezeniem, ze powyzsza metoda stuzytaby wytgcznie do analizy
biochemicznej/metabolomicznej pozostatosci tkankowych po przeszczepie (np. rgbek

rogéwki).

Nalezy jednak podkresli¢, ze na chwile obecng zaproponowanie analizy metabolomicznej z
uzyciem spektroskopii HR MAS *HNMR miatoby na celu tylko i wytgcznie ustalenie profilu
biochemicznego/metabolicznego rogowki, przy ktérym wystepuje zwiekszone ryzyko
odrzucenia przeszczepu. Takie badanie (na duzej liczbie prébek) bytoby wiec powigzane z
obserwacjg biorcéw (pod katem epizodoéw odrzucania przeszczepow) i analizg danych
biomedycznych dawcow. Dopiero po ustaleniu takiego ‘negatywnego’ (lub ‘podejrzanego’)
wzorca/profilu biochemicznego tkanki (skorelowanego ze zwiekszonym odsetkiem
odrzucania przeszczepow), spektroskopia NMR mogtaby sie sta¢ standardowym elementem
diagnostyki klinicznej w okulistyce. W tym kolejnym etapie, metoda ta stuzytaby weryfikacji
ryzyka wystgpienia zjawiska odrzucenia przeszczepu rogowki u biorcy, poniewaz ze
wzgleddéw proceduralnych analiza tkanki miataby miejsce dopiero po wykonaniu zabiegu
przeszczepienia rogowki. Po transplantacji — poniewaz do wykonania analizy NMR powinny
by¢ uzywane pozostatosci po przeszczepie, aby wczesniej nie naruszagé integralnosci tkanki
przeznaczonej do zabiegu. Stad, analiza metoda spektroskopii NMR nie moze by¢ wigczona
do procedur weryfikacji tkanki (by¢ dodatkowym kryterium EEBA lub EBAA) stosowanych
przed przeszczepianiem. Natomiast jej wykonanie po przeszczepieniu i uzyskanie
‘niepokojacych’ wynikow analizy profilu biochemicznego tkanki (wskazujgcych na
podwyzszone ryzyko wystgpienia odrzucenia przeszczepu) moze byé wskazaniem do

doktadniejszego nadzoru medycznego i farmakologicznego nad pacjentem-biorcg. To z kolei
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mogtoby zapewnic¢ bardziej skuteczne dziatania prewencyjne/profilaktyczne ograniczajgce

liczbe epizodow odrzucania przeszczepu rogowki.

Spektroskopia HR MAS "HNMR moze byé réwniez z powodzeniem wykorzystana w
badaniach podstawowych w okulistyce. Czes$¢ z obiecujgcych kierunkéw badan zostata
zasygnalizowana w pracach prezentowanych powyzej; nalezg do nich m.in. takie
zagadnienia jak opracowanie optymalnych warunkéw przechowywania rogoéwek w banku
tkanek oka, weryfikacja czasow przechowywania rogéwek przed przeszczepianiem — czyli
ustalenie tzw. optymalnych okienek czasowych dla wykonania zabiegu dla rogéwek

pobranych z systemow przechowywania cieptego lub zimnego.

Spektroskopia HR MAS *HNMR moze tez byé z powodzeniem wykorzystana w badaniach
nad chorobami powigzanymi ze zmianami w rogéwce lub innych tkankach oka. Jednak
analizy bylyby tutaj ograniczone do tkanek uzyskanych od pacjentéw — biorcéw, dla ktérych
choroba rogéwki byta wskazaniem do przeszczepu. Opcjonalne jest wykorzystanie techniki
spektroskopii NMR do analizy wptywu procedur medycznych na profil metaboliczny tkanek
oka, choc to ostatnie byloby najbardziej wlasciwe do zastosowania na modelach zwierzecych

choréb oka.

Podsumowuijgc, spektroskopia HR MAS *HNMR prezentowana w tym cyklu prac stanowi
narzedzie analityczne o ogromnym potencjale diagnostycznym i badawczym do
wykorzystania w okulistyce. | cho¢ wykonanie samej analizy wymaga umiejetnosci
zwigzanych z obstugg zaawansowanego technologicznie urzgdzenia, to technika ta ma
olbrzymig przewage nad innymi — klinicysta lub badacz musi jedynie zamrozi¢ probke
natychmiast po pobraniu (przed przekazaniem do laboratorium NMR), a do wykonania
analizy nie sg konieczne Zzadne dodatkowe procedury ekstrakcyjne lub oczyszczajgce

probke.
Whioski
1. Hodowla tkankowa/ciepty system przechowywania rogowek, znaczaco wptywa na sktad

biochemiczny i metabolizm rogdéwek, przy czym profil tych zmian zalezy od czasu

przechowywania tkanki w medium hodowlanym.
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2. Wiek dawcy, czas jaki uptynat od smierci dawcy do pobrania rogéwki oraz obcigzenie
dawcy niektérymi nie-okulistycznymi chorobami przewlektymi przed $miercig — sg czynnikami

réznicujgcymi rogowki pod wzgledem biochemicznym.

3. Transfer rogowek ze srodowiska naturalnego (gatka oczna) do warunkéw in vitro
przechowywania zimnego (np. medium: Eusol-C, +4 °C) znaczaco zmienia profil
biochemiczny rogéwek, co oznacza, ze ogoélnie przyjete zatozenie o wolnym tempie
komaorkowego metabolizmu w rogéwkach w tych warunkach przechowywania, wymaga

weryfikacji.

4. Przechowywanie zimne (medium: Eusol-C, +4 °C) przez okres 8 dni znaczgco zmniejsza
réznice biochemiczne pomiedzy rogéwkami pobranymi w réznych odstepach czasowych od

Smierci dawcy.

5. Przechowywanie zimne (medium: Eusol-C, +4 °C) przez okres 8 dni znaczgco
minimalizuje réznice biochemiczne pomiedzy rogéwkami, ktérych dawcy byli obcigzeni przed

Smiercig niektdrymi nie-okulistycznymi chorobami przewlekiymi.

6. Rogowki przechowywane przez okres 2 tygodni w medium Eusol-C (+4 °C) majg sktad
biochemiczny najbardziej zblizony do wartosci wyjsciowych sprzed pobrania od zdrowych

dawcow.

7. Stozek rogéwki jest chorobg, w ktorej profil biochemiczny rogéwek miodych pacjentow
przypomina profil biochemiczny rogéwek od dawcéw 60+, co sugeruje, ze w przebiegu tej

choroby dochodzi do przyspieszonego starzenia sie rogowki.

8. Terapia fotodynamiczna stosowana w leczeniu stozka rogowki jest procedurg stosunkowo
bezpieczng, na co wskazuje brak znaczgcych zmian biochemicznych w tkankach pobranych

bezposrednio po zabiegu.

9. Spektroskopia NMR in vitro/ex vivo, a w szczegélnosci jej odmiana — HR MAS *HNMR —
jest obiecujgcg metodg do obrazowania zmian biochemicznych zachodzacych w rogéwkach,
ktéra moze mie¢ zastosowanie w badaniach podstawowych dotyczacych biochemii/zmian
metabolicznych zachodzgcych w rogéwce lub innych tkankach oka w warunkach

fizjologicznych lub w stanach patologicznych oraz w przynajmniej w pewnym zakresie w
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praktyce klinicznej.
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5. Omowienie pozostatych osi ggni e¢ naukowo-badawczych oraz dydaktyczno-

popularyzatorskich

5.1. Dzialalnos¢ naukowo-badawcza.

Ukonczenie studiow medycznych i uzyskanie tytutu lekarza medycyny w sposéb naturalny
wigzalo sie z mojej strony z rozpoczeciem stazu podyplomowego w Szpitalu Brodnowskim w
Warszawie i podjecie przeze mnie dzialalnosci leczniczej w osrodkach panstwowych i
prywatnych (Telekardiomed SA, Biorenix SA, NZOZ CMB w Warszawie). Przetomem dla
mojej aktywnosci zawodowej byto nawigzanie w 1999 roku wspoétpracy naukowej z panem
Prof. Pawtem Griebem z Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN (CMDiK PAN)
w Warszawie (obecnie: Instytut Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M.
Mossakowskiego PAN, IMDIK PAN), a nastepnie podjecie pracy rok pozniej na stanowisku
asystenta w Pracowni Farmakologii Doswiadczalnej w wyzej wymienionym centrum
badawczym. Zakres moich zainteresowan naukowych ulegat zmianom i poszerzat sie w
miare pojawiania sie nowych celéw badawczych realizowanych w zespole, w ktérym

pracowatem.

Ponizej, w chronologicznym ujeciu moje zainteresowania i realizowane tematy badawcze

sprzed i po uzyskaniu stopnia naukowego doktora nauk medycznych.

a) Realizacja projektu w ramach grantu KBN Nr 405F02412, ktérego gtdwnym celem byto

opracowanie nosnika polimerowego zawierajgcego lek cytotoksyczny lub cytostatyczny. W
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zalozeniu lek powinien byt uwalnia¢ sie w sposadb ciggly w stezeniach terapetycznych z wiw
biodegradowalnego polimeru. Posrednim celem projektu byto uzyskanie takiej kompozyciji
biodegradowalnego polimeru z lekiem przeciwnowotworowym, aby uzyskac produkt o
najwiekszym potencjale terapeutycznym dla leczenia pacjentow ze ztosliwymi glejakami
mdbzgu. Prace byly prowadzone we wspétpracy miedzy macierzystg jednostkg (CMDIK PAN,
Prof. Grieb), a zespotem Prof. Bero z Centrum Chemii Polimerow Polskiej Akademii Nauk w
Zabrzu oraz Prof. Marciniec z Uniwersytetu Medycznego w Poznaniu. W trakcie realizacji
tego projektu opracowano szereg biodegradowalnych polimeréw o r6znym skfadzie
chemicznym zawierajgcych pochodne nukleozydowe bedgce uznanymi lekami

przeciwnowotworowymi (np. 5-fluorouracyl, 5FU; kladrybina, 2CdA).

Pierwsze moje naukowe doniesienia konferencyjne byly zwigzane z wynikami badan, w
ktérych prezentowane byly biodegradowalnosc¢ i uwalnianie substancji aktywnych z
badanych konstruktéw polimerowych (Kryczka T., Grieb P., Bero M., Kasperczyk J.,
Dobrzynski P.: Kinetics of a nucleoside release from lactide- caprolactone and lactide-
glycolide polymers in vitro. VIl International Symposium on Molecular Aspects of
Chemotherapy,1999, Gdarisk, Polska); prezentowany byt wptyw réznych metod sterylizacji
na (i) wkasciwosci fizyko-chemiczne badanych materiatdw polimerowych oraz (ii)
farmakokinetyke uwalniania substancji aktywnych z konstruktéw polimerowych (Kryczka T.,
Bero M., Kasperczyk J., Dobrzynski P., Marciniec B., Popielarz-Brzezinska M., Grieb P.: In
vitro release of cytotoxic nucleoside analogs from lactide-caprolactone and lactide-glycolide
polymers after sterilization with different methods. VIl International Symposium on Molecular

Aspects of Chemotherapy, 2001, Gdarsk, Polska).

Doskonate efekty uwalniania kladrybiny z biodegradowalnych polimerow staty sie przestankg
do zawezenia badan do analizy efektéw sterylizacji radiacyjnej powyzszych konstruktow, co
zostato zaprezentowane na kolejnej konferencji (Kryczka T., Bero M., Kasperczyk J.,
Dobrzynski P., Marciniec B., Popielarz-Brzezinska M., Kazimierczuk Z., Grieb P.: Effect of
sterilization of cladribine and cladribine-containing biodegradable copolymers with different
doses of gamma radiation. Third Multidisciplinary Conference on Drug Research, MKNOL
2002, Pita, Polska).
Efektem badan zrealizowanych w ramach tego projektu sg prace oryginalne:
- Kryczka T ., Grieb P., Bero M., Kasperczyk J., Dobrzynski P. Kinetics of a nucleoside
release from lactide-caprolactone and lactide-glycolide polymers in vitro. Acta Biochim Pol
47:59-64, 2000;
IF-0,779; KBN/MNiSW-8; cytowania-4
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- Bero M., Dobrzyhski P., Kasperczyk J., Grieb P., Kryczka T ., Ryba M., Walski M.
Copolymers based on lactide, glycolide and e-caprolactone without heavy metals. Synthesis,
properties and application in processes of nucleoside analogs’controlled release.
Engineering Biomater 5:21-2, 2002;

KBN/MNiSW-2

- Kryczka T ., Bero M., Kasperczyk J., Dobrzynski P., Marciniec B., Popielarz-Brzezinska M.,
Grieb P. In vitro release of cytotoxic nucleoside analogs from lactide-caprolactone and
lactide-glycolide polymers after sterilization with different methods. Acta Biochim Pol 49:205-
10, 2002;

IF-0,600; KBN/MNiSW-8; cytowania-9

- Kryczka T ., Marciniec B., Popielarz-Brzezinska M., Bero M., Kasperczyk J., Dobrzynski P.,
Kazimierczuk Z., Grieb P. Effect of gamma-irradiation on cladribine and cladribine-containing
biodegradable copolymers. J Control Release 89:447-56, 2003;

IF-3,298; KBN/MNiSW-13; cytowania-7

- Bero M., Kasperczyk J., Dobrzynski P., Grieb P., Kryczka T ., Ryba M., Buntner B., Nowak
M. Synthesis of biocompatible copolymers and their application in processes of steroid and

nucleoside analogs’ controlled release Chemik 57:49-54, 2004,

oraz jedna praca przegladowa traktujgca o perspektywach wykorzystania
biodegradowalnych polimeréw i pochodnych nukleozydowych w leczeniu ztosliwych

nowotworéw moézgu:

- Kryczka T ., Grieb P. Nucleoside analogs in the treatment of primary malignant brain
tumors Neurol Neurochir Pol 37:687-701, 2003).
KBN/MNiSW-5

b) Prawie rownoczesnie z badaniami nad polimerowymi nosnikami dla lekow
przeciwnowotworowych zaangazowany bylem w realizacje projektu wspieranego przez
Fundacje Rozwoju Diagnostyki i Terapii w Warszawie, ktérego celem byto opracowanie

nowego zwigzku chemicznego o potencjale leku przeciwnowotworowego.
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Koncepcyjnie nowy zwigzek chemiczny miat opiera¢ sie na idei tzw. ‘proleku’, w ktérym jedng
ze skfadowych (lub obie sktadowe) miatyby by¢ uznanymi i stosowanymi w chemioterapii
lekami przeciwnowotworowymi potgczonymi ze sobg wigzaniem estrowym. Zastosowanie
powyzszego wigzania estrowego miato unieczynnic obie sktadowe proleku, ograniczajgc w
ten sposéb dziatania niepozgdane zwigzkow na komoérki i tkanki zdrowe, ale takze umozliwi¢
poprzez odpowiednie dobranie sktadowych chemicznych preparatu wybiorczg penetracje
konstruktu do docelowych komérek nowotworowych. Nastepnie enzymatyczna hydroliza
wigzania estrowego w komérkach nowotworowych miata aktywowac jedng lub obie skiadowe
komponenty proleku doprowadzajgc do cytotoksycznego oddziatywania sktadnikéw proleku

na komorki docelowe.

Projekt byt realizowany przez instytut macierzysty (CMDiK PAN) we wspoétpracy z zespotami
krajowymi: Prof. Kazimierczuka (Szkota Gtéwna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie),
Prof. Kawiaka (Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego i Instytut Lekow w
Warszawie), Prof. Jedlinskiego (Centrum Chemii Polimerow PAN w Zabrzu) oraz
zagranicznymi kierowanymi przez Prof. Vilpo i Prof. Hovinena (odpowiednio: University of
Tampere Medical School and Laboratory Center of Tampere University Hospital,
PerkinElmer Life and Analytical Sciences, wszystkie w/w zlokalizowane w Finlandii).
Badaniami objeto kilka pochodnych nukleozydowych i kwasdéw organicznych bedgcych
uznanymi lekami przeciwnowotworowymi stosowanymi np. w leczeniu nowotworow
krwiopochodnych (np. kladrybina lub chlorambucyl), ale rowniez konstrukty powyzszych
zwigzkow z nieaktywnymi przeciwnowotworowo kwasami organicznymi lub nukleozydami

(np. kwas B-hydroksymastowy, a-kwas liponowy, 2’-dezoksyadenozyna).

Rezultatem tych badan sg doniesienia konferencyjne, podczas ktérych prezentowana byta
koncepcja pochodnej nukleozydowej jako proleku o wiasciwosciach przeciwnowotworowych
(Grieb P., Wojtowicz R., Kawiak J., Kryczka T., Kazimierczuk Z.: 5-Esters of 2’-deoxy- and
2-chloro-2'-deoxyadenosine as prodrugs for differentiating agents. MKNOL 2000, Cieplice,
Polska, komunikat ustny), przedstawiane byly wkasciwosci fizyko-chemiczne i biologiczne
zsyntetyzowanych zwigzkow (Grieb P., Kryczka T., Wojtowicz R., Kawiak J., Kazimierczuk
Z.. 5'-Esters of 2’-deoxyadenosine and 2-chloro-2’-deoxyadenosine with differentiating
agents. VIl International Symposium on Molecular Aspects of Chemotherapy, 2001, Gdarsk,
Polska) oraz wskazywane mozliwe warianty potgczenia wigzaniem estrowym pochodnej
nukleozydowej o wtasciwosciach cytotoksycznych (kladrybina) z polimerowymi formami
kwasu B-hydroksymastowego (Jedlinski Z., Juzwa M., Kurek A., Zawidlak B., Kawiak J.,
Kryczka T., Grieb P.: Poly(3-hydroxybutyrate) (PHB) — a new carrier for controlled drug
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release: synthesis and in vitro properties of PHB esters of cytotoxic nucleoside cladribine (2-
CdA). VIl International Symposium on Molecular Aspects of Chemotherapy, 2001, Gdarsk,
Polska). Podsumowaniem tych badan byta prezentacja najbardziej obiecujgcych estréw o
wiasciwosciach przeciwnowotworowych na konferencji poswieconej nowym koncepcjom i
konstruktom prolekowym w Berlinie (Grieb P., Kryczka T., Andrzejewska M., Stachnik K.,
Kazimierczuk Z.: Are 2’-deoxyadenosine esters potential antileukemic drugs? World
Conference on Magic Bullets Celebrating Paul Ehrlich’s 150" Birthday, 2004, Nurnberg,
Niemcy).

Oprécz doniesien zjazdowych rezultatem powyzszych badan sg prace oryginalne:

- Grieb P., Kryczka T ., Wojtowicz R., Kawiak J., Kazimierczuk Z. 5’-Esters of 2’-
deoxyadenosine and 2-chloro-2’-deoxyadenosine with differentiating agents. Acta Biochim
Pol 49:129-37, 2002;

IF-0,600; KBN/MNiSW-8; cytowania-2

- Kryczka T ., Stachnik K., Kozlowska M., Kazimierczuk Z., Hovinen J., Chrapusta S.J., Grieb
P. Acta Pol Pharm 62:411-415, 2005;
KBN/MNiSW-6; cytowania-1

- Kryczka T ., Kazimierczuk Z., Koztowska M., Chrapusta S.J., Vilpo L., Vilpo J., Stachnik K.,
Janisz M., Grieb P. Two novel nucleoside ester derivatives of chlorambucil as potential
antileukemic prodrugs - a preliminary study. AntiCancer Drugs, 18: 301-310, 2007;
IF-2,357; KBN/MNiSW-27, cytowania-3

oraz dwa zgloszenia patentowe:
- Jedlinski Z., Grieb P., Kawiak J., Kryczka T ., Luczyk-Juzwa M., Matuszowicz A., Lenz R.
Novel esters of 3-hydroxybutyric oligomers and method of obtaining them. Patent application
No. PL344778, 2002;
- Grieb P., Vilpo J., Kazimierczuk Z., Andrzejewska M., Kryczka T . New esters of adenosine
nucleosides and carboxylic acid. Patent application No. PL368093; 2004).

Czes¢ wynikow uzyskanych w trakcie prac badawczych realizowanych w ramach tego

projektu stanowito przedmiot mojej dyzertacji doktorskiej w 2006 roku.

¢) Realizacja projektu wspieranego grantem KBN Nr 4P05A04117 zwigzana byta z
poszukiwaniem zmian biochemicznych i morfologicznych zachodzgcych w mézgu w wyniku
jego glukodeprywacji po dokomorowym (domdzgowym) podaniu substancji wywotujgcych
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tego rodzaju efekt. Projekt byt realizowany we wspétpracy miedzy macierzystg jednostkg
(CMDIK PAN), a zespotem Prof. Jasihskiego z Instytutu Fizyki Jgdrowej PAN w Krakowie. W
realizowanych doswiadczeniach wykazano istotne zaburzenia metaboliczne i energetyczne
zachodzgce w mdzgu szczura po podaniu dokomorowym streptozotocyny lub 2-
deoksyglukozy. Na dodatek, niektore obserwowane zmiany histochemiczne i morfologiczne
zachodzgce w tkance mozgowej szczura okazaly sie podobne do zmian zachodzgcych w
chorobie Alzheimera u ludzi, cho¢ pozostate z wykonanych analiz nie potwierdzaty
powyzszej zaleznosci. Dokonane obserwacje sugerujg wystepowanie korelacji miedzy
zaburzeniami metabolicznymi w m6zgu a rozwojem tej choroby u ludzi, aczkolwiek

prawdopodobnie nie stanowig gtdwnego czynnika wywotujgcego to schorzenie.

Wyniki powyzszych badanh zostaty opublikowane w kilku pracach oryginalnych:

- Grieb P., Frontczak-Baniewicz M., Walski M., Kryczka T ., Fiedorowicz M., Jasinski A.
Administration of 2-deoxyglucose affects brain ultrastructure without concomitant changes in
brain energetic. J Neurochem 87 (Suppl. 1): 89, 2003;

- Grieb P., Kryczka T ., Fiedorowicz M., Frontczak-Baniewicz M., Walski M. Expansion of the
Golgi apparatus in rat cerebral cortex following intracerebroventricular injections of
streptozotocin Acta Neurobiol Exp 64:481-9, 2004;

IF-1,075; KBN/MNiSW-9; cytowania-10

- Grieb P., Gordon-Krajcer W., Frontczak-Baniewicz M., Walski M., Ryba M.S., Kryczka T .,
Fiedorowicz M., Kulinowski P., Sulek Z., Majcher K., Jasinski A. 2-deoxyglucose induces
beta-APP overexpression, tau hyperphosphorylation and expansion of the trans-part of the
Golgi complex in rat cerebral cortex. Acta Neurobiol Exp 64:491-502, 2004.

IF-1,075; KBN/MNiSW-9; cytowania-4

d) Moje zainteresowania chorobami nowotworowymi, a zwlaszcza nowotworami rzadkimi
wieku dzieciecego byto podstawg do nawigzania wspotpracy z zespotem pediatréw z
Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku. W szczegdlnosci wspotpraca dotyczyta analizy
wystepowania rzadkich choréb naczyniowych i nowotworowych w Polsce. Jej efektem jest
wspdlna publikacja bedgca opisem przypadku i przegladem literatury swiatowej na temat
wystepowania i leczenia naczyniakOw oraz zespotow rozsianej naczyniakowatosci u dzieci:
- Kryczka T ., Nowakowska J., Cynkier D., Ermusz K. Haemangiomas and diffuse neonatal
haemangiomatosis Med Wieku Rozwoj 8:209-16, 2004.

KBN/MNiSW-5
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e) Pobyt w Norwegii na uniwersytecie w Trondheim (Norwegian University of Science and
Technology, NTNU), w latach 2007-2010 na stanowisku Post-Doc, byt okazjg do poznania
technik spektroskopii rezonansu magnetycznego NMR oraz ich zastosowanie w badaniach
metabolomicznych struktur tkankowych ludzkiego oka. Cze$¢ z wynikow uzyskanych w
trakcie tych badan, a ktore byty kontynuowane po powrocie do Polski stanowig podstawe
wniosku o nadanie stopnia doktora habilitowanego i sg omowione w punkcie powyzej (punkt
4 autorefereratu). Dostep do zaawansowanego zaplecza naukowo-badawczego umozliwit mi
poszerzenie prowadzonych badan o elementy wykraczajgce rowniez poza gtowny temat
badawczy realizowany w ramach grantu Research Council of Norway No. 170768 oraz Inger
Holms Minnefond, Aase Bye og Trygve J.B. Hoffs fond i Mobility Stipend 2009, uzyskanych
przeze mnie w trakcie pobytu w Norwegii. We wspotpracy z zespotem Prof. Cejkovej z
Institute of Experimental Medicine Academy of Sciences of the Czech Republic w Pradze,
badany byt wptyw promieniowania UV na zmiany stezenia kluczowych substancji w przednigj
czesci oka bedacych antyoksydantami lub majgcymi dziatanie cytoprotekcyjne. Wyniki tych
badan zaprezentowano na konferencji w Pekinie (Midelfart A., Cejkova J., Kryczka T., Fris
M.: Effect of UV radiation on taurine and hypotaurine level in anterior segment of the eye.

International Congress of Eye Research (ISER), 2008, Pekin, Chiny).

f) W trakcie mojej pracy naukowej na NTNU uczestniczylem w licznych kursach i szkoleniach
przeznaczonych dla studentéw medycyny lub doktorantéw. W szczegdlnosci interesujgca
byta tematyka dt. najnowszych trendéw diagnostycznych i terapeutycznych chordb cziowieka
z pogranicza nanomedycyny i biologii molekularnej. Moje doswiadczenie zawodowe, wiedza
oraz zainteresowania skionity mnie do aplikowania na studia magisterskie na NTNU w
ramach International MSc Programm in Molecular Medicine. Przyjecie mnie na powyzsze
studia traktuje jako olbrzymie wyrdznienie wobec faktu, ze kierunek ten studiéw nalezy do
najbardziej wymagajacych na NTNU — uczelni bedgcej szczegdlnie wysoko w rankingu
europejskich uczelni technicznych — i gdzie liczba studentéw na tym kierunku jest
ograniczona (15 osob z krajow skandynawskich + 15 oséb z innych krajéw), a kazdy z
kandydatow jest doktadnie weryfikowany w trakcie rekrutacji pod wzgledem kompetencji i
dotychczasowych osiggnie¢ naukowych, a wyktadowcami sg naukowcy nalezacy do
Swiatowej czotowki (np. laureaci nagrody Nobla z 2014 roku - May-Britt i Edvard

Mozerowie).

W programie studiow znalazly sie m.in. takie przedmioty jak: Animal Cell Culturing,

Biobanking, Course in laboratory animal science for researchers, Experts in Teamwork,
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Functional Genomics, Immunology, Introduction to Molecular Medicine, Microarrays and data
analysis without laboratory training, Microarray Technology and Data Analysis,
Nanomedicine — Diagnostics, Nanomedicine |l — Therapy, Receptor Signalling and

Trafficking.

Poniewaz musiatem pogodzi¢ prace naukowo-badawczg w ramach zatrudnienia na NTNU z
podjetymi studiami, wiekszo$¢ przedmiotow (wyktady i ¢wiczenia) zostata przeze mnie
zaliczona w ciggu dwoch ostatnich lat pobytu w Trondheim; koncowy egzamin i obrona pracy
magisterskiej konczace studia odbyly sie we wrzesniu 2013 roku. Przyznano mi tytut/stopien
magistra medycyny molekularnej (MSc in molecular medicine). Cze$¢ wynikow
przedstawionych w pracy magisterskiej zostata opublikowana w nastepnym roku:

- Kryczka T ., Wylegala E, Dobrowolski D, Midelfart A. NMR Spectroscopy of Human Eye
Tissues: A New Insight into Ocular Biochemistry. The Sci World J. 2014, ID: 546192, doi:
10.1155/2014/546192.

KBN/MNiSW-30

g) Powr6t do kraju z Norwegii zwigzany byt z podjeciem pracy naukowo-dydaktycznej na
Warszawskim Uniwersytecie Medycznym w Zaktadzie Biologii Medycznej. Ze wzgledu na
profil badawczy w/w jednostki uczelnianej moja dziatalno$é naukowa w duzej czesci
zwigzana byta z badaniami nad chorobami przenoszonymi przez stawonogi lub
wywolywanymi przez pasozyty. Efektem tych badan byly komunikaty zjazdowe (Chomicz L.,
Starosciak B., Chruscikowska A., Kryczka T., lwariczyk B., Oledzka G. Microorganisms
transmitted by pests from genus Plodia /Insecta: Lepidoptera, Pyralidae/ as a risk for human
health. XIII Miedzynarodowe Sympozjum “Stawonogi pasozytnicze, alergogenne i jadowite —
znaczenie medyczne i sanitarne”, 2011, Kazimierz Dolny) i oryginalne prace, ktorych jestem
wspotautorem:

- Chomicz L., Starosciak B., Chruscikowska A., Kryczka T ., Iwahczyk B., Oledzka G.
Arthropods - Human and animal parasites. Microorganisms transmitted by pests genus
Plodia (Insecta: Lepidoptera, Pyralidae) as a risk for human health. Red.: A. Buczek, Cz.
Bfaszak. Akapit, Lublin 2011, 157-165;

- Chomicz L., Chruscikowska A., Kryczka T ., Oledzka G. Drobnoustroje transmitowane
przez mole spozywcze- zagrozenie dla ludzkiego zdrowia. Roczniki Warszawskiej Szkoty
Zdrowia XI, Warszawa 2011, 109-114;
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- Chomicz L., Padzik M., Szaflik J.P., Nahorski W.L., Kryczka T ., Szaflik J. Monitoring of in
vitro dynamics of Acanthamoeba strains isolated from infected eyes as a useful tool in
keratitis management. Exp Parasitol. 145 Suppl:S73-7, 2014.

IF-1,638

h) Ze wzgledu na aktywnos¢ zawodowg (praca w zawodzie lekarza), posiadajgc na bazie
whasnych doswiadczen aktualng wiedze na temat roznic w podejsciu do badan klinicznych na
terenie Norwegii, Unii Europejskiej i Polski, w 2013 roku przygotowatem i opublikowatem
prace poglgdowg dotyczgca réznic w przepisach traktujgcych o wykonywaniu eksperymentu
medycznego w stanach nagtych:

- Kryczka T . Eksperyment medyczny w stanach nagtych. Med Rodz. 3:112-5, 2013.
KBN/MNiSW-5

i) Zainteresowanie wykorzystaniem spektroskopii jgdrowego rezonansu magnetycznego
NMR w badaniach nad chorobami zakaznymi, zwtaszcza chorobami watroby, zaowocowato
nawigzaniem przeze mnie blizszej wspotpracy z osrodkami w Kielcach (Klinika Choréb
Zakaznych Wojewoddzkiego Szpitala Zespolonego oraz Uniwersytet Jana Kochanowskiego) i
Warszawie (Zaktad Pielegniarstwa Chirurgicznego i Transplantacyjnego WUM). Realizujgc
wspélny projekt badawczy, do chwili obecnej przygotowano i opublikowano 2 prace
pogladowe: pierwsza traktujgca o zastosowaniu technik rezonansowych w diagnostyce i
monitorowaniu leczenia pacjentéw z wirusowymi chorobami watroby; druga — bedaca
omowieniem dostepnych technik metabolomicznych majgcych zastosowanie w hepatologii:
- Kryczka T ., Matkowski P., Zarebska-Michaluk D., Kryczka W. The perspectives of the use
of metabolomics measures in viral hepatitis. New Medicine 18:57-62, 2014;

KBN/MNiSW-6

- Kryczka T ., Zarebska-Michaluk D., Matkowski P., Kryczka W. Narzedzia metabolomiczne w
hepatologii. Hepatologia 15:176-181, 2015 doi: 10.5114/hepatologia.2015.51799).

j) Jednym z istotnych aspektéw mojej pracy badawczej zawsze bylo poszukiwanie prostych
zwiazkdw chemicznych, majgcych potencjat terapeutyczny w réznych stanach chorobowych.
Jedng z takich modelowych substancji jest karnozyna, znana od dziesiecioleci, ktorej
dziatanie w wielu schorzeniach cziowieka zostato bardzo dobrze opisane, a w innych — wcigz
odkrywane. Praktyczne aspekty wykorzystania karnozyny jako suplementu diety w leczeniu
pacjentow (np. z odlezynami) sg przedmiotem aktualnie prowadzonych badan, ktérych

koordynatorem jest Prof. Grieb (IMDiIK PAN), we wspdtpracy z Hospicjum Onkologicznym
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sw. Krzysztofa w Warszawie. Dotychczasowym efektem tych badan jest praca poglgdowa
omawiajgca wptyw suplemetacji diety karnozyng na skutecznosc leczenia odlezyn:

- Kryczka T ., Grieb P. Supportive treatment of pressure ulcers with dietary supplementation
Clin Pharmacol Biopharm 4:1-3, 2015; doi: 10.4172/2167-065X.1000130).

k) Dziatalno$¢ organizacyjna.
- w latach 2006-2010 — cztonek Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i
Klinicznej PAN im. Mirostawa Mossakowskiego w Warszawie;
- od roku 2012 — czionek Rady Programowej dla kierunku Pielegniarstwo Wydziatu Nauk

0 Zdrowiu Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego;

[) Kursy, szkolenia i warsztaty nieb edace czescig studiow magisterskich i dyplomowych
wymienionych powyzej w podpunkcie f):

Szkolenie medyczne z zakresu pediatrii “Elective program in pediatrics” at the University of
Glasgow; Dept. of Child Health, Royal Hospital for Sick Children, lipiec-sierpien, 1994,
Yorkhill, Glasgow, Szkocja

‘IBRO course in neuroscience’, IBRO i Akademia Medyczna we Wroctawiu, 10-18 lipca 2002,
Wroctaw

‘Boosting Baltic Framework Programme 6. Getting funding for life science projects, part I’,
Instytut Podstawowych Probleméw Techniki PAN i Narodowy Punkt Kontaktowy, 19-20
maja 2005, Warszawa

‘Kurs biologii molekularnej — sekwencjonowanie DNA’, Instytut Biochemii i Biofizyki PAN, 26-
28 wrzesnia 2005, Warszawa

‘Intellectual property & innovation workshop’, zorganizowany przez EC Directorate General
Joint Research Centre, 28-29 wrze$nia 2005, Ispra, Wiochy

‘Boosting Baltic Framework Programme 6. Getting funding for life science projects, part II’,
Instytut Podstawowych Probleméw Techniki PAN i Narodowy Punkt Kontaktowy, 3-4
pazdziernika 2005, Warszawa

‘Mechanizmy finansowe dla nauki’, Uniwersytet Jagielonski, 19 pazdziernika 2005, Krakow

‘Immunogenetyczne podstawy doboru dawcéw komorek i narzgdéw’, Centrum Medyczne
Ksztatcenia Podyplomowego, 3-4 listopada 2005, Warszawa

‘Charakteryzacja biatek: elektroforeza i Western blotting’, Centrum Medyczne Ksztatcenia
Podyplomowego, 7-9 listopada 2005, Warszawa

‘Requirements for boron neutron capture therapy at a nuclear research reactor’
zorganizowany przez EC Directorate General Joint Research Centre i Nuclear Research
Institute Rez, 11-12 listopada 2005, Praga, Czechy

‘Marie Curie Actions. Human Resources and Mobility’, Narodowy Punkt Kontaktowy, 15
listopada 2005, Warszawa
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‘Podstawy onkologii klinicznej’, Polska Unia Onkologii Klinicznej, 21-25 listopada 2005,
Warszawa

‘Synthesis and characterization of biological/non biological interfaces’, zorganizowany przez
EC Directorate General Joint Research Centre, 29-30 listopada 2005, Ispra, Wiochy
(komunikat ustny: “The importance of research on bio-interfaces for biological and medical
sciences”)

‘Podstawy biologii molekularnej’, Centrum Medyczne Ksztalcenia Podyplomowego, 23
pazdziernika — 20 listopada 2006, Warszawa

‘BIO and HEALTH in FP7’, Instytut Podstawowych Problemow Techniki PAN i Narodowy
Punkt Kontaktowy, 28 listopada 2006, Warszawa

‘Innovative treatment concepts for liver metastases’, zorganizowany przez EC Directorate
General Joint Research Centre w Petten (Holandia) i University Hospital w Essen
(Niemcy), 7-9 grudnia 2006, Essen, Niemcy

‘Przygotowanie wnioskoéw do 7. Programu Ramowego’, Narodowy Punkt Kontaktowy, 8-10
stycznia 2007, Warszawa

‘Cell culture methods in Neurotoxicology’, Norwegian University of Science and Technology,
24 wrzesnia — 12 pazdziernika 2007, Trondheim, Norwegia

‘Course in laboratory animal science for researchers’, Veterinary School in Oslo, 22-26
pazdziernika 2007, Trondheim, Norwegia; uzyskano dyplom FELASA C

‘Bio-interfaces’, zorganizowany przez EC Directorate General Joint Research Centre, 5-7
grudnia 2007, Ispra, Wiochy

‘“10th National Norwegian NMR Meeting’, 16-18 stycznia 2008, Oppdal, Norwegia

‘Magnetic Resonance Spectroscopy in clinics’, Norwegian University of Science and
Technology, 1- 6 kwietnia 2008, Trondheim, Norwegia

XIlI Hepatology Workshop, 28-31 maja 2008, Biata Rawska/k. Rawy Mazowieckiej,
(komunikat ustny: ,Heat Shock Proteins in Hepatitis C")

‘Brain Metabolism Studied by 13C Nuclear Magnet Resonance Spectroscopy and Other
Methods’, Norwegian University of Science and Technology, jesien 2008, Trondheim,
Norwegia

‘Magnetic Resonance Imaging (MRI)’, Norwegian University of Science and Technology,
jesien 2008, Trondheim, Norwegia

‘The 2™ International Meeting on NMR and Quantitative Analysis’, 21-22 kwietnia 2009,
Sztokholm, Szwecja

‘How to optimise your chances for success in EU Framework Programme FP7’ szkolenie

zorganizowane przez Norwegian University of Science and Technology i SINTEF, 24
kwietnia 2009, Trondheim, Norwegia
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‘46-th annual meeting of the European Association for the Study of the Liver’, European
Accreditation Council for Continuing Medical Education, 30 marca-3 kwietnia 2011, Berlin,
Niemcy

‘Diagnostyka obrazowa nowotworéw watroby i kwalifikacji do leczenia chorych z
nowotworami watroby’, 18-22 wrze$nia 2011, Warszawski Uniwersytet Medyczny,
Warszawa

‘Niwelowanie roznic — od nauki do praktyki’, 21 maja 2012, Warszawski Uniwersytet
Medyczny, Warszawa

‘Dni Kliniczne Buska-Zdroju’, 17-18 maja 2013, Busko-Zdrgj
‘Postepy w diagnostyce i terapii schorzen rogéwki. VII Miedzynarodowe Sympozjum

Okulistyczne’ 5-7 marca 2015, Wista (komunikat ustny: ,Perspektywy zastosowania
narzedzi metabolomicznych w badaniach nad chorobami oka”)

5.2. Dzialalnos¢ dydaktyczno-popularyzatorska.

Od momentu zatrudnienia w Zaktadzie Biologii Medycznej Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego w 2010 roku moja aktywnos¢ zawodowa wzbogacita sie o dziatalnosé

dydaktyczna.

a) Od 2010 roku prowadze lub prowadzitem zajecia (wyktady, éwiczenia i seminaria) ze
studentami 1-go i 2-go stopnia Wydziatu Nauki o Zdrowiu Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego. Nalezg do nich zajecia dydaktyczne przeznaczone dla studentéw
pielegniarstwa (Genetyka, Parazytologia, Epidemiologia), potoznictwa (Ksztatcenie w
zakresie embriologii i genetyki, Parazytologia), ratownictwa medycznego (Ksztalcenie w
zakresie biologii medycznej), dietetyki (Genetyka, Kliniczny zarys chordb, Podstawy dietetyki

klinicznej).

b) Dodatkowo prowadze zajecia dydaktyczne na wydziale anglojezycznym (English Division)
Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego dla studentéw medycyny w ramach programu

studidw cztero- i szescioletnich. Przedmiotem nauczania jest Medical Parasitology.
c) Obecnie pehnie funkcje koordynatora trzech przedmiotéw dydaktycznych: Epidemiologia,

Epidemiologia Spoteczna i Zarys Epidemiologii Katastrof; jestem autorem sylabuséw do tych

przedmiotow.
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d) Moja dziatalnos¢ dydaktyczna byta i jest stosunkowo wysoko oceniana przez studentéw
wszystkich kierunkéw wymienionych powyzej: Srednie oceny z ankiet studenckich za lata
2012/2013: 4,48; 2013/2014: 4,54.

e) 29 pazdziernika 2012 roku zostalem uhonorowany wraz z zespotem Zaktadu Biologii
Medycznej WNoZ Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego nagrodg JM Rektora dla
nauczycieli akademickich za osiggniecia naukowe i dydaktyczne pierwszego stopnia, a w
szczegolnosci ‘za wspotautorstwo wyrdzniajgcych sie kompendiéw i opracowan, dotyczgcych
patogenicznych, oportunistycznych, genetycznych i srodowiskowych czynnikow -
mechanizmow zagrozenia ludzkiego zdrowia, istotnie poprawiajgcych efekty ksztatcenia oraz

przygotowanie zawodowe studentéw nauk o zdrowiu i medycyny’.

f) Obecnie nadzoruje prace badawcze realizowane w Zaktadzie Biologii Medycznej przez
studentow — jestem opiekunem 7 prac magisterskich studentéw pielegniarstwa (w ramach
studiow stacjonarnych lub niestacjonarnych). Dotychczas dwoje studentow obronito swoje

prace magisterskie pod moim kierownictwem.

g) Réwnolegle, od kilku lat prowadze wyklady i éwiczenia na Uniwersytecie Warszawskim z
przedmiotoéw Podstawy medycyny molekularnej oraz Historia medycyny molekularnej dla
studentow biologii, biofizyki, biotechnologii oraz kierunkéw specjalistycznych Wydziatu Fizyki
UW (‘Zastosowania fizyki w biologii i medycynie’, ‘Biofizyka molekularna’, ‘Projektowanie
molekularne i bioinformatyka’) i kierunku interdyscyplinarnego studiow miedzywydziatlowych

(Wydziat Biologii i Fizyki UW, ‘Bioinformatyka i biologia systeméw’).

h) Jako wykfadowca bratem udziat w szkoleniach i programach edukacyjnych
przeprowadzanych w latach 2011-2013 dla farmaceutow. Szkolenia dotyczyly zmian
zachodzgcych w przepisach refundacyjnych lekéw oraz nowych preparatéw medycznych

pojawiajgcych sie na rynku krajowym i europejskim.

i) Jestem aktywnym czionkiem towarzystw naukowych polskich i miedzynarodowych.
-Polskie Towarzystwo Lekarskie,
-Polskie Towarzystwo Hepatologiczne,
-Polskie Towarzystwo Genetyki Cztowieka,
-Polskie Towarzystwo Parazytologiczne,

-Metabolomics Association.
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Podsumowanie osi agni e¢ naukowo-badawczych

Wyniki badan, w ktérych uczestniczytem, zaprezentowano w postaci kilkunastu doniesien i
streszczen prezentowanych na krajowych i miedzynarodowych konferencjach i
sympozjach naukowych. Ponadto zostaly przedstawione w formie 22 publikacji
oryginalnych, ktérych tgczny wspotczynnik oddziatywania (impact factor, IF) wynosi 21,518
(w tym 1,638 w suplemencie czasopisma) i 6 publikacji poglgdowych.

Jestem pierwszym autorem w 19 z wymienionych pozyciji.
Pozostate parametry oceny bibliometrycznej przedstawiajg sie nastepujgco:
liczba punktow KBN/MNiSW - 290; IC — 113,95;

liczba cytowan 44, bez autocytowan wedtug bazy Web of Science z dn. 11.06.2015 — 36;

index Hirscha z bazy Web of Science h= 4.

Podpis Wnioskodawcy

Toman I
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