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1. Imie 1 Nazwisko

Monika Biniecka (z d. Gancarczyk)

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe

Doktor nauk biologicznych: stopien uzyskany w 2005 roku, na Wydziale Biologii i Nauk o
Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,Hormonalna
regulacja aromatyzacji w komdrkach gonady meskiej in vivo i in vitro”
Promotor: Prof. dr hab. Barbara Bilinska,
Recenzenci:  Prof. dr hab. Maria Szottys (Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie)

Prof. dr hab. Marian Tischner (Uniwersytet Rolniczy w Krakowie)

Magister biologii; stopiefl uzyskany w 2001 roku, na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi
Uniwersytetu Jagielloniskiego; praca magisterska pt. Wplyw pozywki znad makrofagéw
jadrowych na obecnos¢ biatka StAR w komoérkach Leydiga nornicy rudej”

Promotor: Prof. dr hab. Barbara Bilinska

Recenzent: Prof. dr hab. Maria Szottys (Uniwersytet Jagiellonski w Krakowie)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

08.2018 - nadal - zatrudnienie w Slaskim Parku Technologii Medycznych Kardio-Med Silesia,
Zabrze na stanowisku Kierownika Projektu Naukowego

06.2006 - 05.2018 — zatrudnienie w Centrum Badan i Leczenia Choréb Reumatycznych,
Szpital Uniwersytecki im. Sw. Wincentego w Dublinie, Irlandia (Centre for Arthritis and
Rheumatic Diseases, Dublin Academic Medical Centre, St. Vincent’s University Hospital and
School of Medicine and Medical Science, University College Dublin) na stanowisku Post Doc
(Senior Post-Doctoral Scientist)

10.2001 - 09.2005 — doktorantka w Zaktadzie Endokrynologii Instytutu Zoologii na Wydziale
Biologii 1 Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagiellonskiego

4. Wskazanie osiagnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U.

2017 r. poz. 1789)
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4.a. Tytul osiggniecia naukowego:

»Angiogeneza i bioenergetyka hipoksyjnej blony maziowej w chorobach zapalnych
stawow”

4.b. Autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa, recenzenci

wydawniczy)
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with theumatoid arthritis. Arthritis Res Ther 20: 95 (* corresponding author)
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bioenergetics: a key regulator of joint inflammation. Ann Rheum Dis 75: 2192-2200
IF (2016): 12,811 punkty MNiSW: 45 Liczba cytowan: 38

3. Biniecka M, Connolly M, Gao W, Ng CT, Balogh E, Gogarty M, Santos L, Murphy E,
Brayden D, Veale DJ, Fearon U. 2014. Redox-mediated angiogenesis in the hypoxic joint
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IF (2014): 7,764 punkty MNiSW: 45 Liczba cytowan: 19
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O'Sullivan JN. 201 1b. Successful tumour necrosis factor (TNF) blocking therapy suppresses
oxidative stress and hypoxia-induced mitochondrial mutagenesis in inflammatory arthritis.
Arthritis Res Ther 13: R121

IF (2011): 4,445 punkty MNiSW: 40 Liczba cytowan: 27
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,’ 6. Biniecka M, Kennedy A, Fearon U, Ng CT, Veale DJ, O'Sullivan JN. 2010. Oxidative
damage in synovial tissue is associated with in vivo hypoxic status in the arthritic joint. Ann
Rheum Dis 69: 1172-8
IF (2010): 9,082 punkty MNiSW: 32 Liczba cytowan: 47

Sumaryczny IF prac stanowigcych podstawe habilitacji: IF = 46,237
Sumaryczna punktacja MNISW prac stanowiacych podstawe habilitacji = 252
W sumie prace te byly cytowane 174 razy (Web of Science, dane na dzien 18.04.2019)

Oswiadczenia  wspoOlautorow  prac  stanowiagcych  podstawe  postgpowania
habilitacyjnego, okreslajace ich udzial w kazdej publikacji, ktéra stanowi podstawe
postepowania habilitacyjnego (zgodnie z § 12 ust. 3 Rozporzadzenia z dnia 19 stycznia 2018
r.), sg zawarte w Zaltaczniku nr 5.

Wszystkie prace stanowigce cykl publikacji oryginalnych, powstaly po uzyskaniu
stopnia doktora nauk biologicznych i stanowig wyniki projektéw: (1) Redox regulation of
angiogenesis and innate immunity in inflammatory arthritis finansowanego przez Health
Research Board Ireland realizowanego w latach 2013 - 2017; (2) Mitochondrial oxidative
damage and dysfunction is an important mechanism which may mediate angiogenic and
migrational processes in the inflammatory arthritic joint finansowanego przez MSD Newman
Fellowship Ireland realizowanego w latach 2010 - 2013 oraz (3) The role of hypoxia and
genomic instability in rheumatoid arthritis finansowanego przez Health Research Board

Ireland realizowanego w latach 2007 - 2010.

4.c. Omoéwienie celu naukowego ww. pracy/prac i osiggnigtych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

W niniejszej czesci przedstawione zostaly gléwne tezy oraz wyniki osiggni¢cia naukowego
zatytulowanego ,,Angiogeneza i bioenergetyka hipoksyjnej blony maziowej w chorobach
zapalnych stawéw”

Pelna lista opublikowanych prac, osiggnie¢ naukowych oraz dane bibliometryczne zawarte
zostaty w Zalgczniku nr 2 (Wykaz opublikowanych prac naukowych lub tworczych prac
zawodowych oraz informacja o osiggnieciach dydaktycznych, wspdlpracy naukowej i

popularyzacji nauki).

Pozycije bibliograficzne stanowigce podstawe postepowania habilitacyjnego zaznaczono

wytluszczonym drukiem.
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Najwazniejsze wnioski osiggniecia naukowego sg nastgpujace:

1.

<

Choroby zapalne stawow charakteryzujg si¢ uszkodzong strukturg unaczynienia blony
maziowej, przez co ograniczony jest efektywny transport tlenu do stawu objetego choroba.
Wynikiem zaburzonego unaczynienia jest glebokie niedotlenienie tkanki maziowej —
hipoksja — ze spadkiem poziomu tlenu do poziomu 0.46% (3.5 mmHg). Niedobor tlenu
sprzyja uwalnianiu wolnych rodnikéw tlenowych i powstaniu stresu oksydacyjnego, ktore

to procesy dodatkowo wzmagajg stan zapalny stawu (Biniecka et al. 2010).

. Prozapalne i niedotlenione $rodowisku blony maziowej skutkuje uszkodzeniem genomu

mitochondrialnego. Wolne rodniki tlenowe uwalniane w warunkach hipoksji indukujg
mutacje mitochondrialnego DNA i zaburzajg funkcje mitochondriow. Zastosowanie
antyoksydantow i inhibitora hydroksylazy prolinowej ogranicza poziom uszkodzen
mitochondrialnych (Biniecka et al. 2011a).

Wraz ze wzrostem niedoboru tlenu w blonie maziowej obserwuje si¢ wyzszy poziom
mutacji mitochondrialnego DNA 1 stresu oksydacyjnego. Skuteczna terapia z
zastosowaniem lekéw blokujgcych TNF-0 obniZza stopien uszkodzen mitochondrialnych
(Biniecka et al. 2011b).

. Podczas hipoksji blony maziowej ma miejsce aktywacja biatka NOX-2. Z kolei, wolne

rodniki tlenowe uwalniane podczas aktywacji biatka NOX-2 nasilajg angiogeneze stawu.
Wskazuje to na wazna role stresu oksydacyjnego w regulacji funkcji komorek $rédbtonka
naczyn krwionosnych w stawie objetym procesem zapalnym (Biniecka et al. 2014).

. Wraz z pojawieniem si¢ stanu zapalnego i niedotlenia zmienia si¢ metabolizm

bioenergetyczny stawu. Komodrki blony maziowej bedace w stanu spoczynkowym
»przelaczajg” metabolizm komoérkowy na stan wysoce aktywny metabolicznie
zapewniajacy szybka produkcje ATP. Powstata w wyniku tego procesu energia przyspiesza
proliferacj¢ komorek blony maziowej oraz wzmaga proces zapalny. To sugeruje, iz poprzez
modyfikacj¢ przemian bioenergetycznych toczacy si¢ proces zapalny moze zostaé

zahamowany (Biniecka et al. 2016).

. W odpowiedzi na zwigkszone zapotrzebowanie energetyczne stawu objetego zapaleniem i

stresem oksydacyjnym obniza si¢ wydajnos¢ procesu fosforylacji oksydacyjnej, a gldwnym
zrodlem ATP dla komorek blony maziowej staje si¢ proces glikolizy. Powstaly w ten sposob
,kryzys bioenergetyczny” moze wzmagac¢ nieprawidlows angiogeneze i zapalenie stawu.
Zastosowanie inhibitoréw TNF-a obniza poziom markerow angionenezy (Balogh et al.

2018).
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Graficzne przedstawienie glé wnych wnioskow osiggnigcia naukowego
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Rycina 1. Poréwnanie zdrowego stawu i stawu zajetego przez proces zapalny

Gléwne réznice w unaczynieniu (a), zapotrzebowaniu na tlen (b), funkcjach mitochondriow
(c) 1 bioenergetyce (d) pomiedzy zdrowym stawem (strona lewa) i stawem objetym stanem
zapalnym (strona prawa).

Rycina pochodzi z publikacji McGarry T, Biniecka M, Veale DJ, Fearon U. 2018. Hypoxia,
oxidative stress and inflammation. Free Radic Biol Med 125: 15-24

Skréty: EC = endothelial cell (komdrka srédblonka), DC = dendritic cell (komoérka
dendrytyczna), PHD = prolyl hydroxylase (hydroksylaza prolinowa), VHL = von Hippel
Lindau tumor suppressor protein (biatko von Hippla-Lindaua), ROS = reactive oxygen species
(wolne rodniki tlenowe), 4-HNE = 4-hydroxynonenal, 8-ox0-dG = 8- oxo0-7,8-dihydro-2'-
deoxyguanine.
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Ogolne wprowadzenie i cel rozprawy habilitacyjnej

Podstawowym celem badan stanowigcych osiggniecie naukowe jest okreslenie roli
niedotlenienia tkanki maziowej stawu (hipoksji) w przebiegu angiogenezy, stresu
oksydacyjnego i przemian bioenergetycznych. Jako model badawczy uzytam fibroblastow i
tkanki maziowej, ktore zostaty pobrane od pacjentéw z reumatoidalnym zapaleniem stawow i
tuszczycowym zapaleniem stawow.

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) i tuszczycowe zapalenie stawow (LZS) naleza
do chordb zapalnych btony maziowej, ktérych czesto$é wystgpowania szacuje si¢ na okolo 2%.
Reumatoidalne i tuszczycowe zapalenie stawow s przewleklymi chorobami tkanki tacznej o
podiozu autoimmunologicznym, charakteryzujgcymi si¢ zapaleniem blony maziowej
(synovitis) oraz postgpujgcym procesem destrukcji chrzastki i kosci stawowej, co w
konsekwencji prowadzi do niepelnosprawnosci.

Blona maziowa jest miejscem, w ktorym inicjowana jest odpowiedz
autoimmunologiczna. W zdrowym stawie blona maziowa zawiera od 1 do 3 warstw
wyspecjalizowanych komorek zwanych synowiocytami. Tkanka blony maziowej podzielona
jest na dwie oddzielne warstwy; warstwe wysciotkowa i warstwa podwysciotkowa. Warstwa
wyscidtkowa zawiera dwa typy komorek: synowiocyty o fenotypie makrofagéw oraz
synowiocyty o fenotypie fibroblastow. Ponizej znajduje si¢ warstwa podwysciotkowa,
zawierajaca sie¢ naczyn krwionosnych osadzonych w macierzy tkanki tacznej. U chorych na
RZS i LZS obserwuje si¢ wzmozona hiperplazj¢ warstwy wysciolkowej. Z kolei w warstwie
podwysciotkowej obserwuje sie naciekanie komérek uczestniczacych w reakcjach
immunologicznych i w procesach zapalnych, takich jak limfocyty T, limfocyty B, komorki
plazmatyczne, makrofagi, neutrofile, komdrki tuczne, komérki NK i komérki dendrytyczne.

Wzmozona angiogeneza pojawia si¢ na bardzo wczesnym etapie procesu zapalnego
blony maziowej umozliwiajac cigglty naptyw komoérek ukladu immunologicznego. Skutkiem
tego jest wytworzenie inwazyjnej tuszezki stawowej, ktora penetruje chrzastke i wnika do kosci
podchrzestnej prowadzac do catkowitego uszkodzenia stawu i niepelnosprawnosci (Szekanecz
et al. 2010). Pomimo nasilonej angiogenezy, w hipertroficznej i aktywnej metabolicznie blonie
maziowej utrzymuje si¢ stan niedotlenienia. Wysokie zapotrzebowanie proliferujacych
komorek w konsekwencji prowadzi do hipoksji stawu, co w dalszym etapie skutkuje

powstaniem stresu oksydacyjnego i zaburzeniem przemian energetycznych.
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Hipoksja okresla sie stan niedoboru tlenu w stosunku do mozliwosci zaopatrzenia go
ze strony uktadu krwionosénego, skutkujacy ,kryzysem bioenergetycznym”. Pierwsze
obserwacje wskazujgce na obecnos¢ hipoksji w blonie maziowej stawu objetego procesem
zapalnym oparte byly na pomiarach poziomu tlenu w jamie maziowej lub plynie maziowym,
dowodzac podwyzszonej aktywnosci metabolicznej stawu wraz ze zwigkszonym
metabolizmem glikolitycznym. W 1970 roku Lund-Olesen wykorzystujac elektrode tlenowa
Clarka wykazal istotnie nizszy poziom tlenu w plynie maziowym pacjentéw z RZS (26,53
mmHg) w poréwnaniu do pacjentéw cierpigcych na chorobe zwyrodnieniowa stawow (42,92
mmHg) (Lund-Olesen 1970).

Stan niedotlenienia przejawia si¢ zwickszonym uwalnianiem wolnych rodnikéw
tlenowych (WRT), przyczyniajac sie do powstania stresu oksydacyjnego uwazanego za wazny
czynnikiem prozapalny w chorobach stawoéw. Zwigkszona produkcja wolnych rodnikéw
prowadzi do utleniania bioczgsteczek, w tym DNA, lipidow i bialek. Uszkodzenie DNA
spowodowane utlenieniem skutkuje powstaniem promutagennych adduktéw DNA, takich jak
8-0kso-7,8-dihydro-2'-deoksyguanina (8-okso-dG), jako wynik reakcji rodnika OH ze
strukturg guaniny w DNA. Niedobdr tlenu prowadzi takze do wytworzenia pierwotnych
produktéw peroksydacji lipidow, ktore nastgpnie ulegaja rozkiladowi tworzac reaktywne
zwigzki lipidowe, np. 4-hydroksynonenal (4-HNE) (McGarry et al. 2018).

Mitochondria to organella niezb¢dne do prawidlowego przebiegu m. in. metabolizmu
energetycznego i proces6w zwigzanych z apoptozg komorki. Obecnie wiadomo, ze wiele
ludzkich choréb zwiazanych jest z uszkodzeniem mitochondrialnego DNA (mtDNA) i
zaburzonymi funkcjami mitochondriow. W RZS wraz z podwyzszonym uwalnianiem WRT i
stresem oksydacyjnym, niedotlenienie blony maziowe] sprzyja uszkodzeniom funkeji
mitochondriow i stabilnosci mitochondrialnego genomu, wynikiem czego jest obnizona
fosforylacja oksydacyjna, spadek ATP oraz gromadzenie si¢ mutacji mitochondrialnego DNA
(Fearon et al. 2016).

Od poczatku XX wieku wiadomym bylo, ze zaburzony metabolizm komoérkowy peini
kluczowe znaczenie w rozwoju komorek nowotworowych. Jednakze dowody przemawiajace
za wazna rolg metabolizmu w regulacji procesu zapalnego pojawily si¢ dopiero w ostatniej
dekadzie. Proliferacja i szybka aktywacja komorek odpornosciowych obserwowana w trakcie
zapalenia wymaga ,,przelgczenia” metabolizmu komodrkowego ze stanu spoczynkowego na
stan wysoce aktywny metabolicznie. W warunkach normoksji (prawidlowego st¢zenia tlenu w
komorkach i tkankach) jedna czasteczka glukozy zostaje utleniana w procesie glikolizy,



Zatgcznik 3a
Autoreferat w jezyku polskim dr Monika Biniecka
wytwarzajgc dwie czgsteczki pirogronianu, ktory nastgpnie zostaje wigczony w cykl Krebsa,
aby w procesie fosforylacji oksydacyjnej (OXPHOS) wytworzy¢ 36 czasteczek ATP. W
przypadku braku tlenu pirogronian nie zostaje wlaczony w cykl Krebsa, lecz w cytoplazmie
pod wptywem dehydrogenazy mleczanowej (LDH) jest przeksztalcany w mleczan
wytwarzajac jedynie 2 czasteczki ATP. Jednak takie przemiany metaboliczne mogg rowniez
wystepowa¢ w obecnosci tlenu, a proces ten jest znany jako ,.efekt Warburga”. Pomimo ze
glikoliza jest procesem o znaczgco mniejszej wydajnosci pod wzgledem produkeji ATP w
porownaniu z fosforylacja oksydacyjna, w wyniku glikolizy ATP powstaje zdecydowanie
szybciej, zapewniajagc wymagang ilo$é energii aktywnie proliferujgcym komoérkom blony
maziowej stawu.

Podsumowujac, celem moich badan bylo okreslenie wzajemnych oddzialywan

omi stanem niedotlenienia, stresem oksydacyin zaburzong angiogeneza oraz

metabolizmem energetycznym w RZS i £.7S. Blizsze poznanie powyzszych proceséw moze

ulatwié zrozumienie mechanizmdéw odpowiedzialnych za patogeneze i leczenia chordb

zapalnych stawow.

Zalezno$é¢ pomigdzy niedotlenieniem blony maziowej a stresem oksydacyjnym w stawie
objetym stanem zapalnym

W roku 2008 zespot badawcezy, z ktérym pracowatam opracowat nowatorska metode
bezposredniego pomiaru poziomu tlenu (oxygen partial pressure = pO2) w blonie maziowej
podczas wykonywania zabiegu artroskopii kolana. Zastosowanie tej metody umozliwito
wykazanie, iz stawy pacjentow cierpiagcych na choroby zapalne sg znaczaco niedotlenione, a
$redni poziom tlenu blony maziowej wynosi 3,2% [zakres 0,46-7%]) (Ng et al 2010). Pomiaru
pO2 dokonano u 62 pacjentdéw z RZS i LZS przed rozpoczgciem leczenia farmakologicznego.
Dodatkowo na grupie 25 pacjentéw wykonano ponowny pomiar poziomu tlenu 3 miesigce po
rozpoczeciu terapii lekami blokujgcymu TNF-a. Aktywnie uczestniczytam w wigkszosci
wykonanych artroskopii, rejestrujgc pomiar pO2 stawu, wyjasniajac pacjentom potencjalne
wyniki projektu badawczego oraz sposob w jaki przetwarzany bedzie otrzymany od nich
material biologiczny, obejmujacy biopsje blony maziowej, ptyn maziowy oraz krew.

Celem moich badan bylo okreslenie poziomu uszkodzen DNA i lipidéw w surowicy,
plynie maziowym i tkance maziowej. Badalam takze zwigzek pomi¢dzy obserwowanymi
uszkodzeniami w stosunku do poziomu hipoksji, aktywnosci choroby i angiogenezy.
Wykazalam podwyzszong peroksydacje lipidéw wraz ze spadkiem utlenienia stawow, wyzszg
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aktywnoscig choroby i wzmozong ekspresjg markeréw angiogenezy (Biniecka et al. 2010).
Oznaczony stopien uszkodzen DNA wyrazony poziomem 8-okso-dG nie byt istotnie zalezny
od stanu niedotlenienia stawu (Biniecka et al. 2010), niemniej jednak 8-okso-dG moze
posredniczy¢ w patogenezie choréb zapalnych stawow.

WRT sa czgsteczkami sygnatowymi indukujgcymi peroksydacje lipidow, a zatem
posredniczacymi w procesach zapalenia stawu i degradacji chrzastki. Wzmozone utlenianie
wielonienasyconych kwasow tluszczowych wytwarza szereg pierwotnych produktow
peroksydacji lipidow, ktére ulegajg rozktadowi tworzac reaktywne zwigzki lipidowe, sposrod
ktérych 4-HNE jest uwazany za kluczowa czgsteczka sygnatows.

W swoich badaniach wykazatam obecnos$¢ 4-HNE gléwnie w cytoplazmie komoérek
warstwy wys$ciotkowej oraz podwysciotkowej tkanki maziowej. Co ciekawe, nie stwierdzitam
znaczgcych réznic w poziomie 4-HNE pomiedzy pacjentami z RZS a LZS, co wskazuje na
zblizony mechanizm powstawania stresu oksydacyjnego w obu badanych chorobach (Biniecka
et al. 2010).

Wyniki moich badan po raz pierwszy dowiodly istotng zaleznoéé pomiedzy poziomem
cytoplazmatycznego  4-HNE, prawdopodobnie = odzwierciedlajgcego  uszkodzenia
mitochondrialne, a stopniem niedotlenienia tkanki maziowej, gdzie wraz ze wzrostem hipoksji
wazrastala liczba komodrek 4-HNE pozytywnych. W dalszym etapie badan wykazalam, ze
poziom peroksydacji lipidéw w plynie maziowym stawu (ale nie w surowicy) istotnie koreluje
z poziomami niedotlenienia. To sugeruje, iz zar6wno hipoksja jak i peroksydacja lipidow moga
odbywaé sie na wczesnym etapie rozwoju choroby (Biniecka et al. 2010). Moje wnioski
znajdujg potwierdzenie w badaniach z wykorzystaniem zwierzat, w ktorych opisano obecnos¢
i zalezno$¢ pomiedzy hipoksja a stanem zapalnym blony maziowej juz na wczesnym,
przedklinicznym etapie RZS (Jeon et al. 2008).

Na podstawie moich wynikéw pokazujacych istotng zaleznos¢ miedzy 4-HNE a
hipoksjg w ptynie maziowym i tkance maziowej, wysunetam hipoteze, ze wysoki poziom WRT
i 4-HNE jest wynikiem zaburzonych funkcji mitochondrialnych komoérek stawu. 4-HNE moze
modyfikowa¢ strukture biomolekul, wsréd ktérych bialka mitochondrialne zwigzane z
metabolizmem energetycznym sg szczegdlnie podatne na inaktywacj¢ pod wpltywem 4-HNE.

W oparciu o dostepna literature wiadomo, ze WRT modulujg przebieg angiogenezy
przyspieszajgc proliferacj¢, migracje i réznicowanie komoérek srodblonka oraz tworzenie
struktur naczyniowo-podobnych (Wong 2017). Zaréwno czynnik wzrostu $roédblonka
naczyniowego (VEGF) jak i hipoksja zwigkszajg ekspresj¢ angiopoetyny 2 (Ang2) w
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komorkach $rodblonka, z kolei proces angiogenezy jest scisle zalezny od obecnosci VEGF i
Ang 2 (Lobov et al. 2002). Co ciekawe, wykazany w moich badaniach zwigzek mig¢dzy
poziomem VEGF i Ang2 a peroksydacja lipidéw, wskazuje dodatkowo na kluczowa role
hipoksji 1 stresu oksydacyjnego w regulacji angiogenezy (Biniecka et al. 2010), a zatem
mozliwe jest synergistyczne oddzialywanie pomiedzy VEGF/Ang2 a stresem oksydacyjnym
prowadzace do wytworzeniu nowych naczyn krwiono$nych.

Pomimo ze rola metabolitow powstajacych w procesie peroksydacji lipidow blony
maziowej stawu nie jest w pelni poznana, wykazano zalezno$¢ migdzy wysokim poziomem
malonyloaldehydu (MDA) w osoczu pacjentbw z RZS a spadkiem zdolnoSci
antyoksydacyjnych, jednakze obecno$é MDA nie korelowata z markerami aktywnosci choroby
(Chaturvedi et al. 1999). Z kolei, wyniki moich badan jednoznacznie pokazaty po raz pierwszy
wyzsza aktywno$¢ RZS wraz ze wzmozong peroksydacja lipidéw prowadzacg do powstania 4-
HNE (Biniecka et al. 2010). Moze to sugerowaé, iz po wplywem 4-HNE wzrasta
immunogenno$¢ bialek prowadzaca do zapoczatkowania reakcji autoimmunologicznych.

Podsumowujgc, w tej czesci badan wykazatam obecnos¢ stresu oksydacyjnego w
blonie maziowej stawow objetych procesem zapalnym. Hipoksja stawu prowadzi do
uszkodzen oksydacyjnych w warstwie wyscidtkowej i podwysciotkowej blony maziowej i
moze zaburza¢ prawidlowe funkcje mitochondriéw. Wraz ze spadkiem poziomu tlenu w blonie
maziowej ma miejsce wzmozona peroksydacja lipidow, nasilenie aktywnosci choroby oraz

wyzsze uwalnianie markerow procesu angiogenezy.

Mutacje i dysfunkcje mitochondrialne w niedotlenionym i prozapalnym Srodowisku
stawu

Obecnie wiadomo, ze niedotlenienie w istotny sposdb nasila toczacy si¢ stan zapalny,
jednakze wptyw niedoboru tlenu w odniesieniu do uszkodzen genomu mitochondrialnego w
chorobach zapalnych stawow jest mniej zrozumiaty.

DNA mitochondrialny jest niezmiernie podatny na uszkodzenia oksydacyjne. Stres
oksydacyjny indukowany WRT moze stanowié¢ gltéwne Zrodlo niestabilnosci genomu
mitochondrialnego prowadzace do uszkodzen larcucha oddechowego (Ott et al. 2007).
Podobnie, peroksydacja lipidéw moze hamowaé metabolizm mitochondriow.

W swoich badaniach prowadzitam do$wiadczenia majgce na celu ocen¢ poziomu i

spektrum mutacji mtDNA w komorkach tkanki maziowej pacjentow z RZS i LZS. W
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nast¢pnym etapie sprawdzatam, czy istnieje zwigzek pomiedzy uszkodzeniami mitochondriow,
hipoksja 1 stresem oksydacyjnym, a takze wpltyw antyoksydantow na powyzsze procesy.

Punktowe mutacje mitochondrialnego DNA to losowe zmiany pojedynczej zasady,
ktére opisane zostaly w wielu chorobach ludzkich. Wykazano, iz istnieje zwigzek miedzy
poziomem punktowymi mutacji mtDNA a spadkiem aktywnosci komplekséw taficucha
oddechowego w komdrkach macierzystych krypty okreznicy (Greaves et al. 2010). Mutacje
mtDNA wykryto rowniez u pacjentow z RZS, u ktérych stwierdzono wyzsza mutagenezg w
synowiocytach i tkance maziowej (Da Sylva et al. 2005). Jednak moje badania byly pierwszymi
ktore okreslity czesto$¢ i spektrum losowych mutacji mitochondrialnych, ktére moga byé
istotne w rozwoju chor6b zapalnych stawdow.

W celu okreslenia mutagenezy mtDNA w tkance maziowej, wykorzystatam najnowszy
test umozliwiajgcy pomiar losowych mutacji punktowych tzw. Random Mutation Capture
assay. Ta ilosciowa metoda oparta jest na wykonaniu reakcji tancuchowej polimerazy (PCR)
umozliwiajgcej wykrycie mutacji w genie kodujagcym podjednostke 12S rybosomalnego RNA
(rRNA) (pz 1215-1218). Zmiana pojedynczej z par zasad w jednym z genow kodujacych
rRNA moze uposledzaé proces translacji bialek tancucha oddechowego ktére sa kodowane
przez mtDNA (Vermulst et al. 2008).

Wyniki moich badan jednoznacznie dowiodly, iz wraz ze wzrostem hipoksji stawu
czesto$¢ wystepowania mutacji punktowych mtDNA i aktywno$¢ choroby sa wyzsze.
Okreélajac spektrum mutacji obserwowatam, ze wykryte mutacje to gtéwnie tranzycje, ktdre
naleza do mutacji zwigzanych ze stresem oksydacyjnym (Biniecka et al. 2011a). Jak wiadomo,
hipoksja wzmaga wytwarzania wolnych rodnikdéw, a moje wyniki wskazaly na istnienie
zwigzku miedzy poziomami WRT a czgstoscia wystepowania uszkodzen mtDNA. Pozostaje
to w zgodzie z innymi publikacjami, w ktorych za gtéwne Zrédto mutagenezy mitochondrialne;j
takze uznano wolne rodniki tlenowe (Shokolenko et al. 2009). Z kolei, obserwowana korelacja
pomiedzy spadkiem poziomu tlenu a wzrostem aktywnosci choroby DAS28-CRP sugeruje, ze
nagromadzenie licznych mutacji mtDNA moze w konsekwencji wzmagac proces zapalny
stawu.

Rezultaty przeprowadzonych przeze mnie badan wykazaly takze, ze wraz ze wzrostem
czestosei mutacji mtDNA proporcjonalnie zwigksza si¢ liczba komoérek 4-HNE pozytywnych
w warstwie wyscidtkowej oraz podwyscidtkowej tkanki maziowe] (Biniecka et al. 2011a), co
wskazuje na jednoczesne wystgpowanie uszkodzen genomu mitochondrialnego 1 stresu

oksydacyjnego. Powyzszy wniosek jest zgodny z innymi badaniami, w ktorych autorzy
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obserwowali pozytywna korelacj¢ pomiedzy peroksydacja lipidow a delecjami mtDNA wraz
z wiekiem komoérek oraz mutacje mtDNA w komdrkach nablonkowych siatkéwki oka
poddanych dziataniu oksydantéw (Wei et al. 1996, Mambo et al. 2003).

W kolejnym etapie oznaczalam poziom punktowych mutacji mtDNA w fibroblastach
blony maziowej, ktére hodowatam w srodowisku 1% hipoksji. Analogicznie do warunkéw in
vivo, 1% hipoksja indukowata mutagenez¢ i zaburzata funkcje mitochondriow, ktdre
wyrazitlam wykonujgc pomiar uwalnianych WRT, markerow stresu oksydacyjnego i potencjatu
blony mitochondrialnej (Biniecka et al. 2011a). Otrzymane wyniki stanowily dodatkowe
potwierdzenie moich badan na poziomie tkanki maziowej oraz umocnily hipoteze
przemawiajaca za kluczowa rola stresu oksydacyjnego w indukowaniu uszkodzen mtDNA.

W swoich badaniach sprawdzatam réwniez czy mozliwa jest naprawa uszkodzen
mtDNA i dysfunkcji mitochondrialnych powstatych na skutek stresu oksydacyjnego. W celu
obnizenia poziomu stresu oksydacyjnego wykorzystalam antyoksydanty takie jak dysmutaza
ponadtlenkowa (SOD) i N-acetylocysteina (NAC). Wiadomo, ze NAC poza dziataniem
antyoksydacyjnym moze takze modulowaé aktywacje czynnika transkrypcji jadrowej (NF-
«B), a zatem regulowaé odpowiedz zapalna. Obserwowalam istotny spadek mutagenezy, stresu
oksydacyjnego i uszkodzen funkcji mitochondrialnych w fibroblastach btony maziowej ktore
stymulowatam SOD i NAC (Biniecka et al. 2011a). Dodatkowo, fibroblasty hodowatam z
dodatkiem dimetyloksalyglicyny (DMOG) — inhibitora hydroksylazy prolinowej (PHD).
Zablokowanie enzyméw hydroksylazy prolinowej umozliwilo aktywacje czynnika
indukowanego hipoksje 1a (HIF-1a), a zatem nasladowanie stanu niedotlenienia w warunkach
in vitro. Analogicznie do SOD i NAC, DMOG obnizal uwalnianie WRT 1 uwalnianie
markerow stresu oksydacyjnego wraz ze spadkiem mutacji mtDNA (Biniecka et al. 2011a).
Uzyskane wyniki sg zgodne z innymi doniesieniami literaturowymi, w ktérych obserwowano
spadek wydzielanych cytokin i komérek prozapalnych oraz mniejszy stres oksydacyjny w
przebiegu nieswoistego zapalenia jelit (Cummins et al. 2008).

Reasumujgc, w powyzej opisanych badaniach wykazalam wzrost uszkodzen mtDNA
wraz ze spadkiem poziomu tlenu oraz wyzszym stresem oksydacyjnym blony maziowej stawu.
Podobnie, w warunkach in vitro hipoksja prowadzi do uszkodzen funkcji mitochondrialnych,

ktore moga by¢ spowolnione poprzez zastosowanie antyoksydantéw i inhibitora hydroksylazy

prolinowe;.
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Wplyw lekéw blokujgcych TNF-o na poziom stresu oksydacyjnego i uszkodzen mtDNA
w stawie objetym procesem zapalnym

Dokladne mechanizmy regulujgce wzmozony naciek limfocytow do blony maziowej
stawu nie sg w pelni poznane, jednakze badania ostatnich lat dowodzg kluczowej role TNF-a
w patogenezie RZS i L.ZS. TNF-a jest cytoking prozapalng, ktéra poprzez aktywacje¢ szlaku
NF-xB stymuluje uwalnianie innych mediator6w prozapalnych. Wiadomo takze, ze TNF-a
moze nasila¢ uwalnianie WRT przez mitochondria, a co si¢ z tym wigze, powstawanie
metabolitow peroksydacji lipidow.

Leki ,,biologiczne” sg to przeciwciala lub rozpuszczone czgsteczki wprowadzane do
ustroju celem zwigzania i neutralizacji czynnikow uczestniczacych w odpowiedzi
immunologicznej lub w procesie zapalnym. W leczeniu RZS i LZS najczesciej stosuje si¢ leki
blokujace TNF-a, ktére stanowig grupe czynnikéw o roznej budowie i wlasciwosciach
farmakokinetycznych. =~ Wprowadzenie  lekow  blokujacych ~ TNF-a  znaczaco
zrewolucjonizowalo sposéb leczenia choréb zapalnych stawéw, powodujgc ograniczenie
zapalenia blony maziowej, zmniejszenie destrukcji chrzastki i kosci stawowe], co w
konsekwencji obnizylo niepelnosprawno$é pacjentow. Pomimo takich obiecujacych
rezultatow, dane kliniczne wskazujg na niepowodzenie leczenia u okolo 40% pacjentow
otrzymujgcych inhibitory TNF-a.

Wczesniejsze badania mojego zespolu dowiodly, ze leki blokujace TNF-a znaczaco
podnoszg poziom tlenu w blonie maziowej stawu jedynie w grupie pacjentéw klinicznie
odpowiadajgcych na leczenie (Kennedy et al. 2011). Obserwacje te sktonily mnie do
sprawdzenia czy leczenie z zastosowaniem inhibitorow TNF-o ma takze wplyw na czestosc
mutacji mtDNA i poziom stresu oksydacyjnego.

Uzyskane przeze mnie wyniki pokazaty spadek poziomu 4-HNE u pacjentéw, u ktérych
zarejestrowano wzrost tlenu w blonie maziowej po terapii blokujacej TNF-a. Z kolei, w grupie
pacjentow nie odpowiadajacych na leczenie u ktérych nie wystgpita zmiana poziomu tlenu, nie
obserwowalam zmian w poziomie 4-HNE (Biniecka et al. 2011b). Zatem nasuwa si¢ wniosek,
iz spadek hipoksji blony maziowej skutkuje obnizeniem stresu oksydacyjnego stawu. Wniosek
ten jest spdjny z rezultatami innych badan, w ktérych opisano ostabienie oksydacyjnych
uszkodzen DNA i lipidéw po terapii inhibitorami TNF-a (Kageyama et al. 2008).

Jak wspomnialam wczesniej, obserwowalam dodatnig zaleznos¢ pomiedzy poziomem 4-
HNE blony maziowej a aktywnoscig choroby (DAS28-CRP) u pacjentéw, ktorzy nie stosowali
inhibitor6w TNF-a (Biniecka et al. 2011a). Dlatego w kolejnych etapie badan oceniatam czy

14



Zatagcznik 3a

Autoreferat w jezyku polskim dr Monika Biniecka
inhibitory TNF-a zmieniajg poziom 4-HNE. To pozwolito mi wykazaé pozytywna korelacje
miedzy powstalym metabolitem peroksydacji lipidow a klinicznymi wskaznikami aktywnosci
choroby po podaniu lekow blokujgcych TNF-a (Biniecka et al. 2011b).

Ponadto, w swoich badaniach sprawdzatam wzajemne oddziatywania pomig¢dzy stresem
oksydacyjnym, procesem zapalnym i angiogenezg u pacjentéw poddanych terapii inhibitorami
TNF-0. Wraz ze spadkiem poziomu hipoksji i stresu oksydacyjnego blony maziowej
obserwowatam mniejszy naciek limfocytéw T, limfocytow B, makrofagéw oraz liczbe
tworzacych si¢ nowych naczyn krwionosnych (Biniecka et al. 2011b). PowyzZsze rezultaty
potwierdzajg badania innych opisujgce podniesiong ekspresje cyklooksygenazy-2 (COX-2) i
uwalnianie prostaglandyny E przez ludzkie chondrocyty stymulowane 4-HNE (Shi et al. 2006).
Z kolei, 4-HNE stymulowato uwalnianie VEGF w komoérkach migsni gladkich naczyn
krwionosnych (Ruef et al. 1997).

Jak wspomniatam powyzej, zwigkszone uwalnianie WRT w miejscu przebiegajacego
procesu zapalnego moze wzmagaé czestos¢ mutacji mtDNA. Zjawisko to jest szczegdlnie
widoczne w blonie maziowej stawéw pacjentow z RZS i L.ZS na skutek przewleklego stanu
zapalnego. Wezesniej wyniki moich badan przeprowadzone na grupie pacjentow nie leczonych
inhibitorami TNF-o0, wskazaly, iz stan hipoksji blony maziowe]j znaczaco wplywa na poziom
mutagenezy mitochondrialnego genomu, stres oksydacyjny oraz aktywnosc¢ choroby (Biniecka
et al. 2011a). W zwiazku z tym, kolejny etap badan stanowito ustalenie wplywu lekow
blokujacych TNF-a na czestosé mutacji mtDNA i wskaznik aktywnosci choroby DAS28-CRP.
Na podstawie uzyskanych danych wykazalam znaczny spadek uszkodzen mtDNA oraz
wskaznika aktywno$ci choroby jedynie u pacjentow, u ktérych terapia obnizala niedotlenienie
stawu. Przeciwnie, niepowodzenie leczenia i zwigzany z tym wzrost niedotlenienia, nie
zmienialy poziomu oznaczanych parametréw (Biniecka et al. 2011b), co pozostaje w zgodzie
z badaniami opisujgcymi spadek integralnosci mtDNA w Srodowisku stresu oksydacyjnego
(Kim et al. 2010).

Podsumowujac, wyniki moich badan po raz pierwszy wskazaly, iz obnizenie poziomu
TNF-0. zmienia stopiefi uszkodzen genomu mitochondrialnego i warto$¢ wskaznika
aktywnosci choroby w stawie objetym stanem zapalnym. Moze to sugerowaé kluczowg role
mitochondriéw w regulacji mechanizméw warunkujacych pozytywna lub negatywna

odpowiedz na leki biologiczne, a to z kolei moze w przysztosci mie¢ duze znaczenie kliniczne.
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Hipoksja regulatorem NOX-2 i angiogenezy w prozapalnym Srodowisku stawdéw

Badania ostatnich lat wskazuja, iZ procesy zapalne oraz angiogenezy przebiegajgce w
stawie chorych na RAZ i L.ZS s3 ze sobg $cisle powigzane (Kennedy et al. 2010, Ng et al.
2010). Zaburzenie angiogenezy uwidaczniajace si¢ na bardzo wczesnym etapie zapalenia
stawéw, umozliwia nieprzerwany naptyw makrofagéw, limfocytow T, limfocytow B i
komorek plazmatycznych do blony maziowej. Dodatkowo, hipoksja i stres oksydacyjny moga
posredniczy¢ w tworzeniu nowych naczyn krwionosnych, co zostalo poparte badaniami
pokazujacymi regulacje przebiegu angiogenezy przez WRT w sposob zalezny oraz niezalezny
od VEGF (Colavitti et al. 2002, West et al. 2010).

Mitochondrialny fancuch oddechowy jest gléwnym miejscem produkcji WRT w
komérce. W duzo mniejszym stopniu WRT sa produkowane w pozamitochondrialnych
strukturach, np. przy udziale enzymu z rodziny oksydazy NADPH (NOX). Enzym ten sklada
si¢ z dwoch elementow potaczonych z blong (gp91phox i p22phox) i trzech elementow w
cytosolu (p47phox, p67phox, p40phox). Dodatkowo, w sktad oksydazy wchodzg mate biatka
racl lub rac2. Zidentyfikowano siedem réznych izoform tego enzymu, z czego cztery (NOX1,
NOX2, NOX4 i NOXS5) sa powszechnie obecne w komoérkach $ciany naczynia, a uwalniane
przez nie WRT indukujg proliferacje, r6znicowania i migracj¢ komorek srédblonka, przez co
stymulujg angiogenezg¢ (Frey et al. 2009).

W moich badaniach skupilam si¢ nad okreSleniem roli izoformy NOX2, ktéra
wystepuje glownie w komorkach fagocytujgcych, gdzie odpowiada za wybuch tlenowy.
Ponadto wystepuje w srodbtonku, komorkach miesni gladkich i fibroblastach. Wysoka
aktywnos¢ NOX-2 przyczyniajacg sie do powstania stresu oksydacyjnego wykazano wcze$niej
w stawie chorych na RZS, jednak nie ustalono zwigzku pomigdzy NOX-2 a hipoksja,
angiogenezg i stosowaniem inhibitorow TNF-a.

Wykorzystujac mysi model imitujacy RZS [(CIA collagen induced arthritis (CIA)]
obserwowatam wyzszy poziom NOX-2 w blonie maziowej myszy CIA w poréwnaniu z blong
maziowg pochodzacg od myszy dzikich. Co ciekawe, wysoka obecnoéé NOX-2 zwigzana byla
z nasilong waskularyzacjg 1 zapaleniem stawdw, a wykazanie w obrgbie tych samych komorek
obecnosci NOX-2, markeréw angiogenezy (VEGF, Ang-2, czynnikiem von Willebranda) i NF-
kB znaczaco wzmocnito mojg hipoteze sugerujacg istotng role stresu oksydacyjnego w
przebiegu angiogenezy w RZS (Biniecka et al. 2014). Moje obserwacje sa takze zgodne z

badaniami, w ktorych zanotowano spadek tworzacych si¢ nowych naczyn krwionosnych u
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myszy typu dzikiego po podaniu antyoksydantow oraz u myszy z podwdjnym nokautem genu
NOX-2 (NOX-27/) (Colavitti et al. 2002).

W dalszym etapie badan wykazalam wzrost aktywnosci NOX-2 w komorkach
monojadrzastych krwi obwodowe] wraz ze spadkiem poziomu tlenu blony maziowej
pacjentow z RZS (Binmiecka et al. 2014). Na postawie dostgpnej literatury nie mozna
jednoznacznie okresli¢ czy odnotowane nasilenie aktywnosci NOX-2 jest wynikiem lokalnej
hipoksji stawu czy tez ogdlnoustrojowego procesu zapalnego. Wiadomo jednak, ze komorki
jednojadrzaste krwi nieustannie krazg po organizmie docierajgc do tkanek objetych stanem
zapalny 1 hipoksjg, jak to ma miejsce w RZS. Niektore z tych komorek mogg pozosta¢ w blonie
maziowej, za$§ inne naczyniami ukfadu limfatycznego mogg powrodci¢ do krgzenia
obwodowego.

Analizujgc  regulacje NOX-2 u pacjentéw leczonych inhibitorami TNF-a
zaobserwowatam malejacg aktywnos¢ tego enzymu wraz ze wzostem stezenia tlenu oraz
spadkiem waskularyzacji blony maziowej u chorych pozytywnie odpowiadajacych na terapig
(Biniecka et al. 2014). Podobna zaleznos¢ pomiedzy hipoksja a NOX-2 zostala
udokumentowana w ludzkich synowiocytach izolowanych od pacjentow z RZS (Chenevier-
Gobeaux et al. 2012).

W kolejnym etapie badan nad rolg NOX-2 w regulacji angiogenezy wykorzystatam
komorki $rodblonka i eksplanty blony maziowej, ktore hodowatam z dodatkiem czynnikéw
aktywujacych NOX-2 (4-HNE i TNF-a) oraz blokujagcych NOX-2 (DPI i siRNA). Zastosowane
warunki hodowlane wykazaly, iz wyzszej aktywnosci NOX-2 towarzyszy nasilona migracja
komorek $rodbtonka i wydzielanie czynnikdw angiogennych oraz wzrost liczby powstajacych
struktur naczyniowo-podobnych, zdarzenia, ktére zostaly spowolnione pod wplywem DPI i
siRNA (Biniecka et al. 2014). Dodatkowo, ocenialam role hypoksji w regulacji aktywnosci
NOX-2 w warunkach in vitro. Zgodnie z moimi wynikami in vivo, obnizony poziom tlenu
wzmagat aktywnos¢ angiogenng komoérek $rédbtonka (Biniecka et al. 2014).

Podsumowujgc, wykazalam zwigkszong aktywno$¢ NOX-2 w ludzkiej i mysiej blonie
maziowej stawdéw objetych procesem zapalnym. Co ciekawe, poziom NOX-2 byl istotnie
wyzszy u pacjentéw, u ktérych zanotowano znaczacg hipoksje (pO2 <3%) i spadal w grupie
chorych pozytywnie odpowiadajagcych na leczenie lekami blokujagcymi TNF-a. W
zastosowanych warunkach in vitro 4-HNE, TNF-a i hipoksja podnosily aktywnos¢ NOX-2
stymulujgc proangiogenng odpowiedz komdrek srodblonka.
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Metabolizm energetyczny regulatorem procesu zapalnego i angiogenezy komoérek blony
maziowej w reumatoidalnym zapaleniu stawow

Od dawna wiadomym bylo, ze wspdlng cechg wielu nowotwordéw jest zdolnosé
wytwarzania duzych iloéci mleczanu w warunkach dostepnosei tlenu - zjawisko nazywane
efektem Warburga. Badania ostatnich kilku lat wskazuja, iz zjawisko to wystepuje takze w
komorkach uczestniczgcych w odpowiedzi immunologicznej (McGarry i Fearon 2019).
Zwiekszona proliferacja i gwattowna aktywacja komérek odporno$ciowych wymaga zmiany
stanu metabolizmu energetycznego ze spoczynkowego na wysoce aktywny metabolicznie, aby
umozliwi¢ komdrkom przezycie, wzrost czy proliferacj¢ w warunkach réznej dostgpnosci tlenu
i sktadnikéw odzywczych.

W obecnosci tlenu, powstajacy w procesie glikolizy pirogronian jest transportowany
do mitochondrium, gdzie ulega dalszym przemianom. Powstaje octan, ktéry lgczy si¢ z
koenzymem A, tworzac acetylo-CoA, wchodzagcy w cykl skomplikowanych reakcji
enzymatycznych cyklu Krebsa. Z kolei, w warunkach hipoksji ma miejsce stabilizacja
aktywnosci czynnika transkrypcyjnego HIF-1, ktéry pobudza glikoliz¢ przez aktywacje
transkrypcji genéw transporteréw glukozy (GLUTS) i enzymoéw glikolizy, z jednoczesnym
hamowaniem mitochondrialnego metabolizmu pirogronianu w zamian za przeksztalcenie
pirogronianu w mleczan przy udziale dehydrogenazy mleczanowej A. Dodatkowo, stan
hipoksja sprzyja powstawaniu WRT, ktoérych obecnos¢ uszkadza funkcje lancucha
oddechowego mitochondréw (Rycina 2).

Pomimo Ze glikoliza jest niewydajna energetycznie, gdyz prowadzi do powstania
jedynie dwoch czgsteczek ATP z jednej czasteczki glukozy (dla poréwnania w przypadku
mitochondrialnej fosforylacji oksydacyjnej zysk wynosi 36 czasteczek ATP), komorki uktadu
immunologicznego preferujg glikolize jako glowne Zrodlo energii. Przyczyna rezygnacji z
oddychania mitochondrialnego na korzys¢ glikolizy wcigz jest nieznana, jednak wydaje si¢, ze
glikoliza jest znacznie efektywniejsza, poniewaz produkcja ATP tg droga jest szybsza niz w
przypadku fosforylacji oksydacyjnej. Obecne badania nad metabolizmem komorek
immunologicznych sugeruja, ze zysk ,.efektu Warburga” nie ogranicza si¢ jedynie do produkcji
ATP, lecz umozliwia dostarczenie metabolitow, ktére mogg by¢é wykorzystane do reakcji
biosyntetycznych, podtrzymania funkcji zyciowych oraz zmiany sygnalizacji komorkowe;.

Proces przeprogramowania metabolicznego z energii uzyskiwanej drogg fosforylacji
oksydacyjnej na S$ciezk¢ glikolizy zostal udokumentowany w licznych chorobach
immunologicznych (Fearon et al. 2016, McGarry et al. 2018). U pacjentoéw z RZS wykazano
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zwickszong aktywnos$¢ dehydrogenazy mleczanowej w blonie maziowej, a podwyzszona
zawarto$¢ mleczanu byla zwigzana ze spadkiem poziomu glukozy w plynie maziowym.
Ponadto, stopien kwasicy mleczanowej byt wyzszy wraz z nasileniem stanu zapalnego stawu.
Co ciekawe, kwasica mleczanowa moze indukowa¢ mutacje jednoczesnie ostabiajgc
mechanizmy naprawcze DNA, prowadzac do genetycznych zaburzen komdrek wraz z

uposledzeniem ich apoptozy.
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Rycina 2. Hipoksja i dysfunkcje mitochondrialne
Rycina pochodzi z publikacji Fearon U, Canavan M, Biniecka M, Veale DJ. 2016. Hypoxia,
mitochondrial dysfunction and synovial invasiveness in rheumatoid arthritis. Nat Rev Rheumatol 12:

385-97

Uwaza si¢ takze, ze w RZS proces przeprogramowania metabolicznego i wysoka kwasica
mleczanowa moga sprzyja¢ powstaniu inwazyjnego fenotypu fibroblastow blony maziowej i
zaburzeniu ekspresji p53 (Fearon et al. 2016).

W oparciu o dane literaturowe przemawiajagce za wazng rolg przemian
bioenergetycznych w regulacji odpowiedzi immunologicznej komérek blony maziowej w
srodowisku stanu zapalnego, w kolejnym etapie moich badan oceniatlam zmiany metabolizmu

energetycznego komorek stawu pod wplywem lokalnego niedotlenienia.
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W celu odwzorowania stanu hipoksji w warunkach in vitro, fibroblasty blony maziowej
uzyskane od pacjentéw z RZS stymulowalam dimetyloksaliloglicyng (DMOG), co pozwolilo
na aktywacje HIF-la. DMOG zwigkszal czgstos¢ punktowych mutacji mtDNA i zaburzat
funkcje mitochondrialne (Biniecka et al. 2016), co potwierdzaja inne badania z
wykorzystaniem komdrek jednojadrzastych krwi obwodowej i tkanki maziowej (Kennedy et
al. 2010, Harty et al. 2012).

Aby wykazaé, czy obserwowane dysfunkcje mitochondriow moga mie¢ zwiazek ze
zmianami bioenergetycznymi, wykorzystatam analizator metaboliczny XF Seahorse, przy
pomocy ktorego okreslitam wartosci gtéwnych szlakow energetycznych - fosforylacji
oksydacyjnej i glikolizy. Otrzymane rezultaty wykazaly znaczacg zmiang¢ metabolizmu
energetycznego przejawiajacg si¢ spadkiem uwalnianego ATP na korzys$¢ wyzszej produkceji
mleczanu, gdzie wyzszej glikolizie towarzyszylo ostabienie oddychania mitochondrialnego. Z
kolei, stymulujgc fibroblasty kwasem mlekowym obserwowalam wzmozong inwazyjnos¢ tych
komorek z jednoczesnie zwickszonym wydzielaniem czynnika wzrostu fibroblastéw FGF
(Biniecka et al. 2016). Uzyskane wyniki mogg sugerowaé, ze przeprogramowanie
fibroblastow na korzys$é glikolizy zapewnia szybkie wytwarzanie ATP, a wraz z tym
inwazyjno$¢ komorek.

Zalezno$¢ pomiedzy hipoksja a bioenergetyka badatlam réwniez na poziomie tkanki
maziowej, wykazujac mniej komorek pozytywnych na obecno$é biatka ATP5B u pacjentow z
poziomem tlenu pO2< 3% w poréwnaniu do tych z poziomem tlenu > 3%. Réwnoczesnie,
wiecej komorek pozytywnych na obecnos$¢ markeréw glikolizy GAPDH, PKM2 i GLUT1
pojawilo si¢ przy wigkszym niedotlenieniu stawu, co dodatkowo potwierdzito preferowang
przez komorki blony maziowej droge glikolizy w warunkach hipoksji (Biniecka et al. 2016).

Interesujacym wydato mi si¢ sprawdzenie, czy zablokowanie przemian glikolitycznych
oslabi prozapalne mechanizmy stawu. W tym celu fibroblasty i komorki $rédblonka
hodowatam z dodatkiem 3PO — zwiazku, ktéry przenika przez blong komérkowa i zmniejszajac
ekspresje fosfofruktokinazy 1 (PFK1) zmniejsza proces glikolizy. Obserwowatam, ze wraz ze
spadkiem glikolizy ostabity si¢ zdolnosci migracyjne i inwazyjne fibroblastow, angiogeneza
komorek $rodblonka, a poziomy uwalnianych cytokin prozapalnych byly istotnie nizsze. Co
ciekawe, 3PO obnizal takze aktywnos¢ kluczowych czynnikow transkrypcyjnych - HIF1a,
pSTAT3 i Notch-1IC, ktoére posrednicza w prozapalnej odpowiedzi stawu na warunkach
hipoksji (Biniecka et al. 2016).
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Na podstawie uzyskanych przeze mnie wynikow mozliwa wydaje si¢ hipoteza, Ze
oslabienie glikolizy poprzez wykorzystanie 3PO moze zmniejszy¢ akumulacj¢ metabolitow
potrzebnych do reakcji biosyntetycznych i poziom niedotlenienia, a takze zablokowa¢
aktywacje prozapalnych szlakow sygnatowych, czego wynikiem moze by¢ lagodniejszy
przebieg choroby.

W dalszym etapie moich badan nad rolg metabolizmu mitochondrialnego w chorobach
zapalnych stawéw sprawdzatam wplyw stresu oksydacyjnego na profil bioenergetyczny
fibroblastow blony maziowej i komorek srodblonka. Obserwowatam, ze w warunkach stresu
oksydacyjnego, podobnie jak w hipoksji, komorki pozyskiwaly energi¢ glownie w wyniku
przemian glikolitycznych z jednoczesnym ostabieniem szlaku fosforylacji oksydacyjnej
(Balogh et al. 2018). Przeprogramowaniu bioenergetycznemu towarzyszyla wzmozona
produkcja WRT, mutageneza mtDNA oraz spadek aktywnoéci enzymatycznej kompleksow I11
i IV laincucha oddechowego (Balogh et al. 2018). Moje wyniki sg zgodne z wczesniejszymi
badaniami wykazujgcymi spadek oddychania mitochondrialnego w komoérkach nablonka serca
i drog oddechowych pod wplywem stresu oksydacyjnego (Hill et al. 2009, Galam et al. 2015).
Obserwowany spadek fosforylacji oksydacyjnej w warunkach utleniajacych moze by¢
spowodowany tworzeniem adduktow pomiedzy produktami peroksydacji lipidow a biatkami
bedgcymi sktadowymi laficucha oddechowego czy syntazy ATP, przez co uposledzone zostajg
oddechowe funkcje mitochondriéw.

Nalezy réwniez podkresli¢, ze wraz z nasilong glikoliza w $rodowisku stresu
oksydacyjnego wzrastalo wydzielanie mediatoréw proangiogennych i prozapalnych przez
fibroblasty i komorki $rodblonka. Ponadto, hodowla komoérek $rédblonka z dodatkiem
pozywki hodowlanej zebranej znad fibroblastow nasilata proliferacje, migracj¢, inwazyjnos¢ i
tworzenie struktur naczyniowo-podobnych (Balogh et al. 2018).

Analizowany przez mnie wpltyw lekow blokujagcymi TNF-a na obecnos¢ markerow
angiogenezy (VEGF, Ang 2 i Tie-2) w blonie maziowej stawu wykazal spadek poziomow
badanych biatek po zastosowane;j terapii (Balogh et al. 2018), co potwierdzajg badania innych
zespolow (Paleolog et al. 1996). Pozytywny wplyw inhibitoréw TNF-a u pacjentéw z RZS byl
réwniez zwigzany ze spadkiem oksydacyjnych uszkodzen DNA i lipidéw w surowicy i moczu,
z jednoczesnym obnizeniem wskaznikdéw aktywnosci choroby DAS28-CRP (Kageyama et al.
2008).

Reasumujae, moje badania dowiodly, ze w srodowisku hipoksji i stresu oksydacyjnego

zmienia si¢ bioenergetyka stawow. Przeprogramowaniu komoérek blony maziowej z drogi
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fosforylacji oksydacyjnej na glikolityczng towarzyszy uszkodzenie mitochondrialnego
genomu i funkcji oraz wzmozona odpowiedZ prozapalna i proangiogenna fibroblastow 1
komorek $rédblonka. W badaniach in vivo, zwigkszony poziom markeréw glikolizy zwigzany
byt ze spadkiem poziomu tlenu w tkance maziowej. Zastosowanie inhibitora glikolizy obnizyto
aktywacje kluczowych czynnikow transkrypeyjnych posredniczacych w procesie zapalnym

stawow.

5. Oméwienie pozostalych osiagni¢é naukowo-badawczych

Ponizej opisatam wybrane osiagniecia zawarte w publikacjach nie wchodzacych w sklad
cyklu prac stanowigcych podstawe postgpowania habilitacyjnego. Publikacje te s3 wynikiem
mojego udzialu w projektach badawczych prowadzonych we wspdlpracy z wieloma
naukowcami i grupami badawczymi. Wszystkie ponizsze prace zostaly opublikowane po

uzyskaniu stopnia doktora.

Temat badawezy 1: Wplyw niedotlenienia stawu na przebieg angiogenezy i stanu
zapalnego w RZS i L.ZS

Angiogeneza stanowi istotng sktadowg patogenezy zmian zachodzacych w stawie juz
na bardzo wczesnych etapach rozwoju RZS i L.ZS. Obecnie wiadomo, Ze przebieg angiogenezy
w stawie zajetym przez proces zapalny jest wysoce zaburzony i wynika z nieprawidlowych
interakcji pomiedzy komdrkami $rédbtonka a perycytami. Powoduje to, iz tworzace si¢ nowe
naczynia krwionosne sg niedojrzate i niestabilne.

Badania przeprowadzone przez Kennedy et al. (2010) po raz pierwszy wykazaty
obecno$é zardwno dojrzatych jak i niedojrzatych naczyn krwionosnych w hipoksyjnej blonie
maziowej stawu. W okoto 50% naczyn krwionosnych obserwowali$my obecnos¢ czasteczek
adhezyjnych komoérek nerwowych (NCAM), wskazujacych na nienaruszone oddziatywania
miedzy komodrkami $rodblonka a perycytami. Dodatkowo, wykazaliSmy obecnosé
oksydacyjnych uszkodzen DNA w jadrze i cytoplazmie komorek znajdujacych si¢ w okoto-
naczyniowej warstwie blony maziowej, co moze potwierdza¢ niestabilnos¢ srodowiska
naczyniowego. W kolejnym etapie obserwowalismy bezposredni zwigzek migdzy niskim
poziomem tlenu w stawie a stopniem jego unaczynienia, mikroskopowa oceng liczby naczyn,
obecnoscig perycytow i ekspresjia NCAM. Nasuneta si¢ zatem hipoteza, ze w warunkach
hipoksji, w naczyniach krwionosnych btony maziowej ma miejsce ciagly remodeling i pomimo

obecnosci licznych perycytow, naczynia wykazujg wysokg niestabilnos¢.
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Wykorzystujac jako model badawczy hipoksyjna tkanke maziowa, analizowali$my
takze zalezno$¢ migdzy stopniem niedotlenienia a poziomem stanu zapalnego. Dowiedli$my,
ze niedotlenienie btony maziowej wzmaga naciek limfocytow T i makrofagdéw oraz ekspresje
prozapalnych cytokin i chemokin (TNFa, IL13, IFNy, MIP3a) w miejsce zapalne, a zatem
hipoksja moze by¢ waznym czynnikiem inicjujacym proces zapalny stawu.

Oceniali$my réwniez wptyw lekéw blokujgcych TNF-o na zmiane stopnia hipoksji 1
poziomu markerdw prozapalnych. Otrzymane wyniki pozwolity jednoznacznie wysunaé
wniosek, iz hypoksja jest kluczowym czynnikiem mikro$rodowiska sprzyjajacym i
regulujgcym procesy prozapalne i proangiogenne blony maziowej. Jednak najwazniejszym
wyzwaniem badan nad hipoksja i stanem zapalnym moze by¢ okreslenie, ktory z tych procesow
pojawia si¢ jako pierwszy w patogenezie choréb zapalnych stawow. By¢é moze badania na
grupie pacjentéw, u ktorych proces chorobowy jest na bardzo wczesnym etapie utatwi
uzyskanie odpowiedzi na powyzsze pytanie.

Rezultaty tego tematu badawczego zostaly przedstawione przeze mnie lub
wspotwykonaweow na wielu miedzynarodowych spotkaniach naukowych, takich jak
American College of Rheumatology (ACR) i European League Against Rheumatism
(EULAR).

Publikacje powstale jako wynik tematu badawczego nr 1:

1. Ng CT, Biniecka M, Kennedy A, McCormick J, Fitzgerald O, Bresnihan B, Buggy D,
Taylor CT, O'Sullivan J, Fearon U, Veale DJ. 2010. Synovial tissue hypoxia and
inflammation in vivo. Ann Rheum Dis 69: 1389-95

2. Kennedy A, Ng CT, Biniecka M, Saber T, Taylor C, O'Sullivan J, Veale DJ, Fearon
U. 2010. Angiogenesis and blood vessel stability in inflammatory arthritis. Arthritis
Rheum 62: 711-21

3. Kennedy A, Ng CT, Chang TC, Biniecka M, O'Sullivan JN, Heffernan E, Fearon U,
Veale DJ. 2011. Tumor necrosis factor blocking therapy alters joint inflammation and
hypoxia. Arthritis Rheum 63: 923-32

Temat badawczy 2: Blokowanie szlakow svgnalowych JAK-STAT i TNF-a zmienia
bioenergetyke, funkcje mitochondriéw i prozapalne §rodowisko blony maziowej stawow

Aktywacja szlakow sygnatowych JAK-STAT i TNF-a sprzyja odpowiedzi prozapalnej
w licznych chorobach autoimmunologicznych, w tym chorobom zapalnym stawow.
Tofacytynib, doustny inhibitor kinazy tyrozynowej Janusa, zostal zatwierdzonym do

dhugotrwalego stosowania m. in. w RZS i1 LZS, przynoszac znaczng skutecznos$¢ leczenia
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pacjentow. Podobnie, wprowadzenie do leczenia inhibitoréw TNF-a spowodowato znaczacy
postep w praktyce klinicznej, przejawiajacy si¢ ostabieniem choroby lub jej remisja.

Odpowiedz chorego na zastosowang terapi¢ jest okreslana za pomoca zdefiniowanych
wskaznikow klinicznych, takich jak liczba stawéw objetych zapaleniem czy postgp erozji
powierzchni stawowych o obrazie radiograficznym. Z kolei, w obrazie mikroskopowym
skuteczno$¢ terapii wyraza si¢ poprzez spadek liczby aktywowanych makrofagow i
limfocytow T. Pomimo pozytywnych wynikéw licznych prob klinicznych i zastosowanego
leczenia, niektérzy pacjenci nie wykazujg odpowiedzi na terapi¢ inhibitorami TNF-a 1 JAK-
STAT. W zwigzku z tym, blizsze zrozumienie mechanizmu dzialania Tofacitinibu 1
inhibitord6w TNF-0, na funkcje mitochondriow i procesy metaboliczne w tkance maziowej oraz
czynnikow regulujacych odpowiedZ na leczenie moze ulatwi¢ wybor najbardziej skutecznej
terapii oraz utatwic¢ prognoze wynikow zaproponowanej terapii.

Nasze badania wykazaly wplyw inhibitora szlaku sygnalowego JAK-STAT na
metabolizm energetyczny stawow pacjentow z RZS. Tofacitinib zmieniat profil metabolizmu
komoérkowego wyrazajacy sie spadkiem ATP, efektem czego moze by¢ spadek zdolnosci
proliferacyjnych i inwazyjnych komorek blony maziowej. Co wazne, Tofacitinib hamowat
aktywno$¢ kluczowych enzymoéw glikolitycznych PFKFB3, PDK1, HK2, GSK3A i Glut-1, a
temu towarzyszyla ostabiona odpowiedZ prozapalna, proangiogenna i inwazyjna komorek.

W dalszych badaniach ustalili$my, iz cz¢sto$¢ mutacji mtDNA w tkance maziowej
pacjentow w RZS znaczaco przewyzsza wartosci otrzymane od oséb kontrolnych. Wysoka
mutageneza w RZS korelowala z nasilonym stanem zapalnym obserwowanym na poziomie
blony maziowej oraz lokalnym wydzielaniem mediatorow prozapalnych. Ponadto,

wykazalismy wzrost uszkodzen mtDNA i funkeji mitochondrialnych pod wptywem TNF-a.

Publikacje powstale jako wynik tematu badawczego nr 2:

1. Harty LC, Biniecka M, O'Sullivan J, Fox E, Mulhall K, Veale DJ, Fearon U. 2012.
Mitochondrial mutagenesis correlates with the local inflammatory environment in
arthritis. Ann Rheum Dis 71: 582-8

2. McGarry T, Orr C, Wade S, Biniecka M, Wade S, Gallagher L, Low C, Veale DJ,
Fearon U. 2018. JAK/STAT Blockade Alters Synovial Bioenergetics, Mitochondrial
Function, and Proinflammatory Mediators in Rheumatoid Arthritis. Arthritis

Rheumatol 70: 1959-70
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Temat badawczy 3: Syegnalizacja TLR2 i Notch-1 w bioenergetyce i angiogenezie
chorobow immunologicznych

Podczas stanu zapalnego komarki odpornosciowe aktywowane przez receptory toll-like
(TLR) maja zdolnos$¢ przeprogramowania bioenergetycznego w kierunku glikolizy. Chociaz
TLR sg zaangazowane w patogenezg RZS, ich rola w regulacji metabolizmu w komorkach
blony maziowej jest nieznana. Dlatego w tym badaniu analizowaliémy wptyw aktywacji TLR2
na funkcje mitochondriéw i bioenergetyke. Wykazalismy, ze aktywacja TLR2 zwigksza
dysfunkcje mitochondrialne, mutageneze, stres oksydacyjny i ekspresj¢ wybranych gendéw
mitochondrialnych. Towarzyszylo temu obnizenie fosforylacji oksydacyjnej na korzysc
zwiekszonej glikolizy 1 translokacji enzymu glikolitycznego PKM2 z cytoplazmy do jadra.
Otrzymane wyniki sg dalszym potwierdzeniem koncepcji przemawiajacej za zlozonym
wspotdzialaniem pomiedzy uktadem immunologicznym, stresem oksydacyjnym i
metabolizmem energetycznym w stawie zajetym przez proces zapalny.

Szlak sygnalowy Notch odgrywa kluczowg role w rozwoju naczyn poprzez
oddzialywania receptor-ligand, komunikacje komorka-komoérka i wpltyw na dalsze losy
komorek. Notch jest takze waznym szlakiem w interakcji pomiedzy komorkami srodbtonka a
perycytami oraz w remodelingu sieci naczyniowej. Analizowalismy role szlaku sygnatowego
Notch-1 w skorze objetej tuszczyca oraz w ludzkich komorkach $rodblonka. Dodatkowo,
sprawdzaliSmy czy zablokowanie aktywnosci Notch-1 zmieni przebieg angiogenezy i
inwazyjno$¢ komorek srodblonka. Wykazalismy wazng role badanego szlaku sygnalowego w
regulacji dysfunkcji naczyn i mechanizmow prozapalnych zaangazowanych w patogeneze
huszezycy, a zablokowanie Notch-1moze mie¢ wazne implikacje terapeutyczne.

Publikacje powstale jako wynik tematu badawczego nr 3:
1. McGarry T, Biniecka M, Gao W, Cluxton D, Canavan M, Wade S, Wade S, Gallagher

L, Orr C, Veale DJ, Fearon U. 2017. Resolution of TLR2-induced inflammation
through manipulation of metabolic pathways in Rheumatoid Arthritis. Sci Rep 7: 43165

2. Rooney P, Connolly M, Gao W, McCormick J, Biniecka M, Sullivan O, Kirby B,
Sweeney C, Molloy E, Markham T, Fearon U, Veale DJ. 2014. Notch-1 mediates
endothelial cell activation and invasion in psoriasis. Exp Dermatol 23: 113-8

Temat badawczy 4: Rola komorek dendrytycznych CD141+ w patogenezie zapalenia
stawow

Wecezesniejsze badania dowiodly potencjalnej roli komérek dendrytycznych (DC) w
patogenezie zapalenia stawow, jednak dotychczas subpopulacja CD141+DC nie zostata
opisana. Dlatego w tym badaniu okreslilismy rolg CD141+DC RZS, stosujgc analizg
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funkcjonalng i transkryptomiczng, ze szczegdlnym naciskiem na funkcje CD141+DC
izolowanych lokalnie z blony maziowej oraz z monojgdrzastych komoérek krwi obwodowej
(PB). Wykazalismy, ze CD141+DC obecne w blonie maziowej sa bardziej dojrzale i
transkrypcyjnie odmienne od PB CD141+DC. CD141+DC blony maziowej posiadaly wyzsza
ekspresje wielu szlakéw prozapalnych w porownaniu z ich odpowiednikami we krwi. Wysoki
stopien dojrzatosci stawowych CD141+DC moze prowadzié do intensywniejszej prozapalnych
odpowiedzi ze strony limfocytow T wraz z nasileniem mechanizmow inwazyjnych

fibroblastow.

Publikacje powstale jako wynik tematu badawczego nr 4:

Canavan M, Walsh AM, Bhargava V, Wade SM, McGarry T, Marzaioli V, Moran B, Biniecka
M, Convery H, Wade S, Orr C, Mullan R, Fletcher JM, Nagpal S, Veale DJ, Fearon U. 2018.
Enriched Cd141+ DCs in the joint are transcriptionally distinct, activated, and contribute to
joint pathogenesis. JCI Insight 3 [Epub ahead of print]

Temat badawczy 5: Korelacja obrazu histologicznych zmian zapalnych w_biopsjach
blony maziowej z ultrasonografia, wskaznikami aktywno$ci choroby i obecnoscia

przeciwcial przeciwko cytrulinowanym peptydom w surowicy (ACPA)

Ultrasonografia (US) jest szybkim, tatwo dostepnym i tanim narzedziem obrazowania
stosowanym do wykrywania zapalenia blony maziowej stawu kolanowego. Naszym celem
byla ocena zwigzku miedzy wynikami badan US a oznaczeniami histologicznymi w ocenie
poziomu zapalenia i unaczynienia stawu kolanowym u os6b z artropatiami zapalnymi.
Otrzymane wyniki badan US i histologicznych pokrywaly si¢ w ocenie stanu zapalnego i
unaczynienia, a zatem US dokladnie opisuje poziom zapalenia blony maziowej stawu
kolanowego.

Identyfikacja i ilosciowe okreslenie wskaznika aktywnosci choroby w reumatoidalnym
zapaleniu stawOw pozostaje wyzwaniem, poniewaz duza czg¢sé pacjentow moze mie¢ aktywne
zapalenie, ale normalne markery zapalne. Chociaz stosowane sg rdzne sposoby oceny
aktywnosci choroby, wigkszo$¢ metod opiera si¢ na oznaczeniach biatka C-reaktywnego
(CRP) i odczynu Biernackiego (ESR). W tym badaniu sprawdzaliSmy uzyteczno$é i
ograniczenia powyzszych biomarkeréw, oraz DAS28-CRP w ocenie aktywnosci choroby w
RZS. Wykazali$my, Ze istnieje wyrazna pozytywna korelacja miedzy CRP, ESR i DAS28-CRP

a histologicznymi zmianami zapalnymi na poziomie tkanki maziowej.
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Przeciwciala przeciwko cytrulinowanemu peptydowi obecne w surowicy (ACPA)

mogg pojawic si¢ przed rozwojem reumatoidalnego zapalenia stawdw i prognozowac cigzszy

przebieg choroby. Celem naszego badania byla ocena immunofenotypu tkanki maziowej

zgodnie ze statusem ACPA u pacjentow z RZS. Rezultaty badan wykazaly istotne wyzsza

liczbe limfocytéw B oraz tworzgcych si¢ naciekoéw zapalnych limfocytow w blonie maziowej

pacjentow z pozytywnym statusem ACPA.

Publikacje powstale jako wynik tematu badawczego nr 5:

1. Najm A, Orr C, Gallagher L, Biniecka M, Gaigneux E, Le Goff B, Fearon U, Veale
DJ. 2018. Knee joint synovitis: study of correlations and diagnostic performances of
ultrasonography compared with histopathology. RMD Open 4: e000616

2. Orr CK, Najm A, Young F, McGarry T, Biniecka M, Fearon U, Veale DJ. 2018. The
Utility and Limitations of CRP, ESR and DAS28-CRP in Appraising Disease Activity
in Rheumatoid Arthritis. Front Med (Lausanne) 5: 185

3. Orr C, Najm A, Biniecka M, McGarry T, Ng CT, Young F, Fearon U, Veale DJ. 2017.
Synovial Immunophenotype and Anti-Citrullinated Peptide Antibodies in Rheumatoid
Arthritis Patients: Relationship to Treatment Response and Radiologic Prognosis.
Arthritis Rheumatol 69: 2114-23

Temat badawczy 6: Badania nad angiogeneza, zapaleniem i niestabilnoscia

mitochondrialng w raku jelita grubego i chorobie przelyku Barretta

Moje zainteresowania naukowe nie ograniczaly si¢ jedynie do badan w dziedzinie
choréb immunologicznych takich jak PZS, LZS czy luszczyca. Uczestniczylam takze w
badaniach z zakresu gastroenterologii, w szczeg6lnosci schorzeniach obejmujacych raka jelita
grubego i chorobe przetyku Barretta.

Pomimo skojarzonego leczenia pacjentéw z przerzutowym rakiem jelita grubego,
odsetek 0sob, u ktérych obserwuje si¢ pozytywna odpowiedz jest niewielki i brak jest
markeréw mogacych przewidzie¢ skutecznos¢ terapii. Dlatego w badaniach oceniali$my, czy
markery angiogenezy, zapalenia i stresu oksydacyjnego, moglyby ulatwi¢ wybor
najskuteczniejszej metody leczenia do indywidualnego pacjenta. Nasze obserwacje wykazaty,
iz jednoczesne zdefiniowany wysoki poziom markeréw potwierdzajacych obecnosé
nieprawidlowo wyksztalconych naczyn krwionosnych, wysoki poziom markeréw
oksydacyjnego uszkodzenia DNA oraz niski ogélnoustrojowy poziom cytokin prozapalnych

mogg utatwié selekcje pacjentéw o najwyzszej skutecznosci leczenia.
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W innym badaniu wykazalismy, ze czynniki wydzielane do mikrosrodowiska guza u
pacjentéw z rakiem jelita grubego znaczgco hamujg dojrzewanie komoérek dendrytycznych i
wydzielanie cytokin, Z kolei, lek biologiczny bewacizumab, nie znosi zahamowania
dojrzewania komorek dendrytycznych. Moze to wskazywac¢ na obecno$¢ innych niz VEGF
czynnikoéw wzrostu w mikrosrodowisko guza, ktore odgrywa wazng rol¢ w modulacji funkcji
komorek odpornosciowych.

W chorobie przelyku Barretta wykazaliSmy, Ze niestabilno$¢ mitochondrialna, stres
oksydacyjny oraz wzrost produkcji biatek mitochondrialnych i zapalnych sg aktywowane na
wczesnym etapie rozwoju choroby. Chociaz nie jest jasne, czy dysfunkcje mitochondriéw sa
przyczyna lub skutkiem tych zdarzen, zmiana blony sluzowej zolgdka w blong sluzows jelita
na skutek przewleklego zapalenia (tzw. metaplazja jelitowa) pojawia si¢ w Srodowisku

zwiekszonego stresu oksydacyjnego i niestabilnoéci mitochondrialnej.

Publikacje powstale jako wynik tematu badawczego nr 6:

1. Noonan SA, Morrissey ME, Martin P, Biniecka M, O'Meachair S, Maguire A, Tosetto
M, Nolan B, Hyland J, Sheahan K, O'Donoghue D, Mulcahy H, Fennelly D, O'Sullivan
J. 2018. Tumour vasculature immaturity, oxidative damage and systemic inflammation
stratify survival of colorectal cancer patients on bevacizumab treatment. Oncotarget 9:
10536-48

2. O'Farrell NJ, Feighery R, Picardo SL, Lynam-Lennon N, Biniecka M, McGarrigle SA,
Phelan JJ, MacCarthy F, O'Toole D, Fox EJ, Ravi N, Reynolds JV, O'Sullivan J. 2016.
Changes in mitochondrial stability during the progression of the Barrett's esophagus
disease sequence.

3. Michielsen AJ, Noonan S, Martin P, Tosetto M, Marry J, Biniecka M, Maguire AA,
Hyland JM, Sheahan KD, O'Donoghue DP, Mulcahy HE, Fennelly D, Ryan EJ,
O'Sullivan JN. 2012. Inhibition of dendritic cell maturation by the tumor
microenvironment correlates with the survival of colorectal cancer patients following
bevacizumab treatment. Mol Cancer Ther 11: 1829-37

Poza moim udziatem w wymienionych pracach oryginalnych, jestem wspolautorka
trzech publikacji przegladowych. W przedstawionych ponizej publikacjach napisalam
rozdzialy podsumowujace aktualny stan wiedzy na temat hipoksji, stresu oksydacyjnego,
uszkodzen mitochondrialnych i angiogenezy w reumatoidalnym zapaleniu stawow i

miazdzycy.
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Publikacje przegladowe:
1. McGarry T, Biniecka M, Veale DJ, Fearon U. 2018. Hypoxia, oxidative stress and
inflammation. Free Radic Biol Med 125: 15-24

2. Balogh E, Pusztai A, Hamar A, Vegh E, Szamosi S, Kerekes G, McCormick J, Biniecka
M, Szanto S, Szucs G, Nagy Z, Fearon U, Veale DJ, Szekanecz Z. 2018. Autoimmune
and angiogenic biomarkers in autoimmune atherosclerosis. Clin Immunol [Epub ahead

of print]

3. Fearon U, Canavan M, Biniecka M, Veale DJ. 2016. Hypoxia, mitochondrial
dysfunction and synovial invasiveness in rheumatoid arthritis. Nat Rev Rheumatol 12:

385-97

Przyszle plany badawcze

Wyniki moich badan dowiodly, iz hipoksja blony maziowej jest kluczowym
regulatorem stresu oksydacyjnego, angiogenezy i metabolizmu energetycznego w chorobach
zapalnych stawoéw na przykladzie RZS i LZS. Blizsze poznanie wzajemnych oddzialywan
pomiedzy tymi procesami moze ulatwic¢ zrozumienie mechanizméw sprzyjajacych powstaniu
stanu zapalnego w stawie, a by¢ moze zwigkszy¢ skuteczno$¢ obecnych strategii
terapeutycznych.

Proces zapalny stanowi bardzo istotny element w rozwoju choréb kardiologicznych.
Wiadomo, ze w przypadku choréb immunologicznych takich jak RZS czy tuszczyca, proces
zapalny nie ma charakteru lokalnego ograniczonego do blony maziowej stawow czy skory,
lecz zwigzany jest takze ze zmianami pozastawowymi i powiklaniami uktadowymi. Jednak
prowadzone w ostatnich latach liczne badania naukowe 1 kliniczne nie thumacza jednoznacznie
w jaki sposOb proces zapalny zapoczatkowany lokalnie moze zaburza¢ funkcjonowanie
komorek migsniowych serca.

Moje przyszte plany badawcze sg zwigzane z blizszym poznaniem i wyjasnieniem
molekularnych mechanizmoéow, ktére moga przyczynia¢ si¢ do rozwoju chordéb serca u
pacjentow z RZS i tuszczycg. Jednym z mozliwych mechanizméw lezacych u podstaw
nieprawidtowe] pracy serca w chorobach immunologicznych moze by¢ uszkodzenie funkcji
oddechowych mitochondriow i zaburzona gospodarka energetyczna kardiomiocytow i
komorek $rédblonka.

W badaniach wykorzystam nowoczesng technologie reprogramowania komorek

somatycznych do indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych, ktore w
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kolejnym etapie bedg réznicowane do kardiomiocytéw i komorek $rédblonka o cechach

indywidualnych dla kazdego chorego.

Powyzsze plany badawcze sa finansowane przez Narodowe Centrum Nauki w ramach
konkursow OPUS 13 i SONATA-BIS 8 oraz Komisje Europejska - program w zakresie badan
naukowych i innowacji ,Horyzont 2020” - stypendium indywidualne w ramach dziatan
"Maria Skltodowska-Curie". We wszystkich wymienionych grantach pelnie funkcje kierownika
projektu.
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Podsumowanie osiggni¢é naukowych

Powyzej zebralam najwazniejsze osiggnigcia mojej pracy naukowej, stanowigce
podstawe postepowania habilitacyjnego i podsumowalam realizacj¢ bylych oraz obecnych
projektéw badawczych, w ktorych biore udzial jako kierownik projektu lub wykonawca.

Reasumujgc, mdj dorobek naukowy obejmuje lacznie 32 publikacje naukowe (23 po
uzyskaniu doktoratu). Sumaryczny impact factor wedtug listy Journal Citation Reports (JCR),
wynosi 159.049 (984 punktow MNISW). Wedlug bazy Web of Science na dzien 18/04/2019
opublikowane prace byly cytowane 501 razy (446 bez autocytowan). Mdj aktualny indeks
Hirscha jest rowny 17 (Web of Science na dzien 18/04/2019).

Wielokrotnie bratam udziat w miedzynarodowych konferencjach naukowych takich jak
American College of Rheumatology (ACR), European League Against Rheumatism
(EULAR), European Workshop for Rheumatology Research (EWRR), Irish Society for
Rheumatology (ISR), na ktérych wyglositam 9 prezentacji ustnych i 18 prezentacji
posterowych. Dodatkowo, bylam wspélautorem plakatéw prezentowanych przez innych
czlonkow zespotu.

W latach 2007-2017 bytam wspétwykonawcg w 3 projektach badawczych
finansowanych przez Health Research Board Ireland i MSD Newman Fellowship Ireland.
Obecnie peknie role kierownika 2 projektow finansowanych przez Narodowe Centrum Nauki
(konkurs OPUS 13 i SONATA-BIS 8) oraz 1 projektu finansowanego przez Komisj¢
Europejska ,,Horyzont 2020” - stypendium indywidualne w ramach dzialan "Maria
Sktodowska-Curie".

Poza praca naukowa prowadzitlam dziatalno$¢ dydaktyczna. Dla studentéw kierunku
Master in Translational Oncology, Trinity College Dublin, przygotowatam i wyglositam cykl
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wykladéw omawiajgcych molekularny mechanizm dysfunkcji mitochondrialnych w chorobach
immunologicznych pt: “Mitochondrial damage and repair”, “Mitochondrial instability in
inflammation”, “Cellular instability and treatment resistance”, “Therapeutic implications:
mitochondria as a target”. Ponadto, opieka naukowg obj¢tam tgcznie 9 studentow i lekarzy w
toku specjalizacji, ktorzy badania wykonywali w Education and Research Centre, St. Vincent’s
University Hospital, Dublin, Irlandia — wszystkie projekty zostaly zakonczone napisaniem 1
zlozeniem pracy magisterskiej lub doktorskiej. Obecnie pelnig rol¢ opiekuna pomocniczego w

jednym przewodzie doktorskim.

Szczegolowg liste mojej aktywnosci zawodowej, publikacjii i dane bibliometryczne
przedstawitam w Zatgczniku nr 2 (Wykaz opublikowanych prac naukowych lub twérczych prac
zawodowych oraz informacja o osiggnigciach dydaktycznych, wspolpracy naukowej i

popularyzacji nauki).

Monika Biniecka
Zabrze, 16/04/2019
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