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a) tytul osiggnigcia naukowegofartystycznegeo,
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leczenia oraz ko$ciotworczego i sposobéw wspomagania jego przebiegu.
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c) omowienie celu naukowegofartystyeznege Ww. praey/prac i osiagnigtych wynikow wraz
z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Osiagniecie naukowe zostalo udokumentowane cyklem pigciu prac oryginalnych
i jednej przegladowej, ktére zostaly opublikowane w recenzowanych czasopismach,
znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR). Osiagni¢cie naukowe zostato
wypracowane podczas realizacji czterech projektéw grantowych finansowanych przez
Komitet Badan Naukowych/Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyzszego oraz szesciu
projektow badawczych finansowanych przez Instytut Immunologii i Terapii Do$wiadczalne;j
PAN. Osiagnigcie naukowe w liczbie trzech prac dotyczacych mechanizmu indukcji
heterotopowej kos$ci zostalo nagrodzone Nagroda Zespotowa III Stopnia Rektora Akademii
Medycznej w Warszawie (2006). Osiagni¢cie naukowe bylo rOwniez prezentowane na
konferencjach krajowych i zagranicznych - czterokrotnie w formie referatu i szesciokrotnie
w formie doniesienia oraz stanowito podstawe szesciu prac magisterskich.

Cykl prac stanowigcych osiagnigcie naukowe dotyczyt dwoch aspektow metabolizmu
kosci — procesu koSciotworczego 1 kosciogubnego - w kontek$cie nieprawidlowos$ci
homeostazy kosci. Poziom masy kostnej odzwierciedla rownowage pomiedzy tworzeniem
kosci a resorpcjg, ktora na poziomie komodrkowym zalezy od aktywnosci komorek
kosciotworczych (osteoblastow) i komorek kosciogubnych (osteoklastow). Projekt opisany
przez cykl prac mial na celu opracowanie modelu eksperymentalnego pozwalajacego na
oceng skutecznos$ci leczenia lub spowolnienia procesu osteoporozy, ktory jest specyficznym
typem procesu kosciogubnego. Drugim, nie mniej waznym celem, byto wyjasnienie przyczyn
réznic w tempie gojenia si¢ kosci, ktore jest odpowiednikiem procesu koSciotworzenia.
Wiedza medyczna dotyczaca zalecanego czasu unieruchomienia ztamanej kosci w zaleznosci
od jej rodzaju jest pochodzenia empirycznego. Réznice w tempie gojenia si¢ ztaman sg znane
od dawna, ale nie zostaly wyjasnione na poziomie komorkowym ani molekularnym. Opisanie

zaleznosci czasu gojenia od zaangazowania okreslonych czasteczek regulatorowych mogtoby



da¢ podstawy do opracowania skutecznej terapii wspomagajacej leczenie trudno-gojacych si¢
ztaman jak roéwniez terapii 0Steoporozy.
* Ad Artykut 1. *

Za aktualny stan ukladu kostnego odpowiedzialne sa dwie populacje komorek,
a mianowicie komorki kosciotworcze (osteoblasty) i komoérki kosciogubne (osteoklasty),
ktore kontrolujg procesy przebudowy kosci. Prekursory obu typdw komorek znajduja sie
w szpiku. Prekursorami osteoblastow sa totipotencjalne mezenchymalne komorki pnia.
Prekursorami osteoklastow sa hematopoetyczne komorki linii monocytarno-makrofagoweyj,
ktore naptywajg do kosci z uktadu krazenia, przewaznie z sasiadujacych tkanek tgcznych.
Rozwo6j i réznicowanie obu typéw komorek kontrolowane sa przez czynniki wzrostu
i cytokiny produkowane w mikrosrodowisku kostnym, jak réwniez przez czasteczki
adhezyjne posredniczagce w oddziatywaniach komorka-komoérka oraz komdrka-macierz
kostna.

Nadrzedng role w metabolizmie ko$ci przypisuje si¢ osteoblastom, ktére reguluja
dojrzewanie i aktywacj¢ osteoklastow albo bezposrednio przez kontakt komoérkowy, albo
posrednio przez czynniki sekrecyjne. W obu przypadkach kluczowa role odgrywa receptor na
powierzchni komorki kosciogubnej, tak zwany RANK. Wiaze si¢ z nim czgsteczka liganda
syntezowana przez komorki kosciotworcze i prezentowana na ich powierzchni, tak zwany
RANKL (RANK ligand). Utworzenie potaczenia RANK < RANKL, mozliwe tylko w czasie
kontaktu obu komdrek, inicjuje dojrzewanie osteoklasta. Jednocze$nie, komodrka
kosciotworcza syntezuje 1 wydziela rozpuszczalng form¢ RANK czyli osteoprotegeryne
(OPG), ktdra konkuruje 0 RANKL z receptorem btonowym osteoklasta, nie dopuszcza do
powstania kompleksu RANK<<~RANKL i do kontaktu osteoklasta z osteoblastem, i hamuje
w ten sposéb procesy dojrzewania badz aktywacji komorki ko$ciogubnej. Osteoprotegeryna
jest biatkiem z rodziny receptorow czynnika nekrozy nowotworoéw (TNFR — tumor necrosis
factor receptor) 1 jej sekwencja aminokwasowa cechuje si¢ wysoka homologia
miedzygatunkowg przekraczajacg niekiedy 85%. Taki konserwatyzm  sekwencji
aminokwasowe] spotykany jest czesto w przypadkach biatek o kluczowym znaczeniu
biologicznym. Osteoblast i syntezowane przez niego RANKL i OPG, to gtdéwne czynniki

regulujace dojrzewanie i aktywacje komorek kosciogubnych.

**

Komorki kosciotwoércze buduja kos¢ w odpowiedzi na sygnat jakim sa czasteczki
bialek morfogenetycznych (BMP — bone morphogenetic proteins), ktore wystepuja

W znacznej liczbie izoform i s odpowiedzialne za rozwdj, dojrzewanie i procesy regeneracjne



organizmu przez cale jego zycie. Wiele tkanek syntezuje biatka morfogenetyczne kosci.
W ukladzie kostnym sga one jednymi z gtownych czynnikéw rekrutujacych osteoblasty

i pobudzajacych je do procesu kosciotworzenia.
* Ad Artykut 2. *
Doskonatym modelem doswiadczalnym do badania procesu kosciotworzenia jest

zjawisko heterotopowej osteogenezy czyli indukcji heterotopowej kosci, tak zwanej ossicle,
ktora powstaje niezaleznie od uktadu szkieletowego. Zjawisko to zachodzi miejscowo pod
wpltywem implantu wszczepionego do organizmu biorcy poddanego lekkiej immunosupresji.
Istnieja trzy sposoby indukowania heterotopowej ossicle i polegajg one na wszczepieniu
w migsien udowy myszy (i) odwapnionej matrycy tkanki kostnej, (ii) nablonka przejsciowego
pecherza moczowego albo (iii) komorek niektérych transformowanych linii komérkowych,
a wytworzona kosteczka posiada wszelkie cechy prawidlowo uformowanej kosci, tj: tkanke
kostng, jame szpikowg ze szpikiem kostnym i otoczke z tkanki chrzestnej.

Tworzenie heterotopowej kosteczki pod wplywem przeszczepionego nabtonka
przejsciowego pecherza moczowego zachodzi w przypadku kilku gatunkow, ale mechanizm
tego procesu nie zostal jeszcze wyjasniony. Zjawisko to ma miejsce rowniez W Systemach
ksenogenicznych, ale wymaga wtedy immunosupresji gospodarza, aby zapewni¢ ochrong
implantu oraz jego osteoindukcyjnego potencjalu. ZbadaliSmy zrédlo potencjalu
osteoindukcyjnego nabtonka pecherza moczowego $winki morskiej w porownaniu
z nabtonkiem ludzkim, ktéry nie indukuje heterotopowej kosci po wszczepieniu w migsien
udowy myszy. Badania histologiczne potwierdzily pojawienie si¢ zregbow ossicle juz po 9
dniach od wszczepienia nablonka pecherza moczowego $winki morskiej, podczas gdy
wszczepienie nabtonka ludzkiego nie skutkowato kosciotworzeniem nawet po 11 dniach.
Analiza ekspresji genéw dwoch biatek morfogenetycznych kosci w nabtonkach obu gatunkow
udowodnita, ze zrddtem potencjatu osteindukcyjnego nabtonka $winki morskiej s3 BMP-3
i BMP-4. Oddziatywanie BMP $winki morskiej na tkank¢ migsniowa myszy jest mozliwe
dzigki wysokiej migdzygatunkowej homologii sekwencji aminokwasowej tych bialek, co
wykazatam poprzez sekwencjonowanie powielonych fragmentow mRNA tych bialek.
Oznaczona miedzygatunkowa homologia przekraczala 86%. W ten sposob, posrednio
udowodnione zostalo zaangazowanie bialek morfogenetycznych syntezowanych przez
komorki nabtonka pecherza moczowego swinki morskiej w indukcje procesu kosciotworzenia

w tkance biorcy, a poréwnanie z urothelium ludzkim tylko to potwierdzito.

**



W przeciwienstwie do ludzkiego nabtonka pecherza moczowego inne ludzkie komorki
posiadaja zdolno$¢ indukcji heterotopowej kosci, a sa to nowotworowe komorki sluzowki
szyjki macicy znane jako HeLa. Komorki te zostaty pierwszy raz pobrane w 1951 roku ze
Sluzowki szyjki macicy 31-etniej, czarnej kobiety — Henrietty Lacks. Badania
histopatologiczne potwierdzity, ze komorki te pochodza z niezwykle rzadkiej odmiany
nowotworu ztosliwego - gruczolaka szyjki macicy. Mialy one rzadka ceche opornosci na
radioterapi¢ I rosty w sposob nieograniczony w warunkach laboratoryjnych. Osiem miesigcy
po zdiagnozowaniu, Henrietta Lacks zmarta. Komoérki pobrane z jej ciala zostaly nazwane
HeLa od pierwszych dwach liter imienia i nazwiska.

W celu rozpoznania czynnikow regulujacych procesy koSciotworzenia u cztowieka
celowe stato si¢ wyjasnienie zrodta, notowanego juz wczesniej, potencjalu osteoindukcyjnego
ludzkich komorek HelLa.

Udziat biatek morfogenetycznych w programowanym, celowym kosciotworzeniu
w ukladzie ksenogenicznym — mysz<&>czlowiek — jest mozliwy roéwniez dzigki
konserwatyzmowi sekwencji aminokwasowej biatek morfogenetycznych. Wysoka homologia
dotyczy wszystkich znanych izoform BMP i w wigkszos$ci przypadkow przekracza 75%, co
w oddziatywaniach ligand<receptor czy antygen przeciwcialo wystarczy do 100%
aktywnosci biologiczne;j.

* Ad Artykuty 3i 4. *

Prawdopodobienstwo, ze potencjal osteoindukcyjny linii komorkowej HeLa ma swoje
zrodto w biatkach morfogenetycznych kosci zostato potwierdzone w trzech publikacjach tego
cyklu. Heterotopowa kosteczka indukowana przez te komoérki w migéniu udowym myszy
osiggata pelng forme po 19 dniach od implantacji komérek HelLa i w badaniu histologicznym
wykazywata obecno$¢ tkanki kostnej, jamy szpikowej ze szpikiem kostnym oraz otoczki
z tkanki chrzgstnej. Po tym czasie w miejscu wszczepienia nie ma juz komorek HeLa. Zostaly
one usunigte przez organizm biorcy. Immunohistochemiczna analiza ossicle przeprowadzona
7 dni po implantacji HeLa, a wigc w czasie kiedy powstaje juz zrab tkanki chrzestnej, ale
komorki HelLa wystepuja jeszcze w miejscu wszczepienia, wykazata obecnos¢ w tych
komorkach dwoch biatek morfogenetycznych kosci - BMP-4 i BMP-6. Rownoczesna
immunoenzymatyczna analiza medium po hodowli HeLa, przeprowadzona technika Western
blot, potwierdzita oznaczenia immunohistochemiczne i dowiodta sekrecji jednego z tych
biatek, tu: BMP-4, przez komorki HeLa do medium hodowlanego. Zdolno$¢ komorek Hela
do sekrecji BMP zapewnia bezposrednie oddzialywanie tych bialek na osteoblasty biorcy

przeszczepu, tu: myszy. Reasumujac: (i) sekrecja bialek morfogenetycznych kosci przez



komorki HeLa, (i1) obecnos¢ tych biatek w implantowanych komoérkach Hela na poczatku
procesu kosciotworzenia, az wreszcie (iii) zanik komodrek Hela po 19 dniach od implantacji
wskazuja, ze powstanie petnego 0ssicle nie jest reakcjg gospodarza na stan zapalny wywolany
implantacja, ale jest swoistg reakcjg komorek kosciotworczych biorcy na obecnos$¢ biatek
morfogenetycznych kosci.

Wymienione powyzej oznaczenia zrodzily pytanie o 1ilo$¢ izoform biatek
morfogenetycznych kosci syntezowanych przez komoérki HeLa. Do badan wybrano izoformy
o najsilniejszych wiasciwosciach osteoindukcyjnych, a mianowicie - BMP-1, -2, -3, -4, -5, -6
i -7. Podczas oznaczen ekspresji tych gendéw uwidocznita si¢ zmienno$¢ fenotypu linii
komorkowej HelLa. Porownawnie ekspresji technikg poétilosciowego PCR podzielito linig
HelLa na trzy sublinie roznigce si¢ panelem ekspresjonowanych gendw. Sublinie te zostaty
przez nas nazwane HelLa-K, HelLa-F i HeLa-R. Oznaczone roznice w ekspresji genéw BMP
znalazty bezposrednie odzwierciedlenie w jako$ci indukowanej heterotopowej kosteczki.
Linia HeLa-F, ktora ekspresjonowata wszystkie izoformy, od BMP-1 do BMP-7, indukowata
petne ossicle po okoto 20 dniach od wszczepienia. Linia HelLa-K, ktora wykazata aktywno$¢
mniejszej ilosci genodw, brak byto ekspresji BMP-5 i BMP-7, po 20 dniach indukowata tkanke
chrzgstng. Linia HeLa-R natomiast, okazala si¢ najubozsza pod wzgledem ilosci aktywnych
genow i ekspresjonowala zaledwie 4 izoformy, tj.: BMP-1, -3, -4 i -6. W przypadku tej linii,
nawet 20-dniowy okres oczekiwania od implantacji nie byt wystarczajacy do indukcji ossicle
1 po tym czasie w badaniu histologicznym widoczne byly zaledwie wysepki tkanki chrzestne;.
Pomiary masy mineralnej wszystkich trzech stadiow ossicle wykazaty znaczace rdznice,
doskonale korelujace z obrazami badan histologicznych 1 pomiarami aktywnosci genow dla
oznaczanych siedmiu izoform BMP. Okazalo si¢, ze im mniej izoform BMP tym stabszy

proces ko$ciotworzenia.

*%*

Podstawa dobrego zrostu kostnego jest zapewnienie ztamanej kosci tak zwanej "ciszy
mechanicznej”. Metodami nieoperacyjnymi osigga si¢ ja poprzez prawidtowe
unieruchomienie konczyny w opatrunku gipsowym, a w przypadku metod operacyjnych
poprzez repozycje ze stabilizacja odtamow za pomocg implantéw zespalajacych.

Na zrost kosci ma wptyw wiele czynnikow: lokalizacja ztamania, czas jaki uptynat od
urazu, sposob dotychczasowego leczenia, aktualny obraz radiologiczny oraz wiek i ogdélny
stan zdrowia pacjenta. Przez lokalizacj¢ ztamania nalezy rozumie¢ rodzaj kosci i rodzaj
budujacej ja tkanki kostnej. Istnieja dwie tkanki kostne - ko$¢ korowa inaczej zbita 1 kos¢

beleczkowa inaczej gabczasta, roznigce si¢ strukturg 1 intensywnoscig procesow



metabolicznych. Ko$¢ korowa buduje trzony kosci dtugich oraz powierzchnie kosci ptaskich
1 réznoksztaltnych, a jej wplyw na przemiang materii jest stosunkowo niewielki. Ko$é
gabczasta buduje nasady kosci dhugich oraz wnetrza kosci réznoksztaltnych i niektérych
ptaskich, i cechuje si¢ znacznie wicksza zawarto$cig komorek kostnych, a przez to wigkszym
udziatem w przemianie materii.

* Ad Artykut 5. *

Istnieje praktyczna, obiegowa wiedza na temat wymaganego czasu unieruchomienia
ztamanej ko$ci. Czas ten jest on rézny dla roznych kosci i zwykle wynosi: 4-8 miesiecy
w przypadku tkanki kostnej korowej i 3-6 miesi¢gcy w przypadku tkanki kostnej beleczkowe;j.
Poréwnanie roznych kosci wskazuje, ze do ich zagojenia potrzeba rdéznego czasu:

1 kosci czaszki - od kilku tygodni do 2-3 lat (5 lat w przypadkach ci¢zkich ztaman);
2 zuchwa - 4-6 tygodni;

3 kosci miedniczne - od kilku tygodni do kilkunastu miesigcy;

4. ko$¢ ramienna - 6-8 tygodni;

5 kos¢ udowa - 3-6 miesiecy;

6 kosci piszczelowej - kilka miesiecy.

Oceny zrostu dokonuje si¢ nie czesciej niz co miesige na podstawie RTG.

Dotychczasowa wiedza na temat réznic w czasie gojenia si¢ roznych tkanek kostnych,
jakkolwiek dobrze opisana w literaturze jako obserwacja, jest niepetna pod wzgledem
poznania przyczyn tego zjawiska.

Rezultaty przedstawione w artykule 4 wskazujace bezposrednig zalezno$¢ procesu
kosciotworzenia od ilosci uczestniczacych w nim izoform BMP oraz kliniczne obserwacje
zmienno$ci czasu zrastania si¢ kosci daty podstawe do podjecia proby wyjasnienia tego
zjawiska na poziomie molekularnym.

Badania przeprowadzono na siedmiu probkach kosci ludzkich pobranych post mortem
od ofiar wypadkow komunikacyjnych. Probki reprezentowaty wszystkie typy kosci oraz oba
rodzaje tkanki kostnej.

Za podstawe do oceny zaangazowania BMP w proces gojenia si¢ ztamania przyjety
zostal poziom ekspresji genow wybranych izoform biatek morfogenetycznych kosci. Do
badan wybrano izoformy BMP -2, -4 i -6 jako najbardziej typowe dla tkanki kostnej.
Ekspresje ich gendow mierzono za pomoca PCR w czasie rzeczywistym (Real Time PCR).
Stwierdzono, ze ekspresja mMRNA dla BMP-2 i BMP-4 jest wyzsza w tkance kostnej
beleczkowej kosci dlugich, ptaskich kosciach czaszki i trzonie zuchwy anizeli w tkance

kostnej korowej trzonu kosci dhugiej. We wszystkich zbadanych probkach ekspresja mRNA



dla BMP-4 byta wyzsza niz dla BMP-2. Ekspresji genu BMP-6 nie wykazano, ale obiektem
badan byly kosci pochodzace od oséb zdrowych, u ktérych gen ten moégh nie wykazywac
konstytutywnej aktywnosci w przeciwienstwie do BMP-2 i BMP-4, ktorych obecnos$¢ jest
stale oznaczana we wszystkich tkankach organizmu. BMP-2 i BMP-4 s3a najbardziej
aktywnymi biatkami morfogenetycznymi kos$ci, a heterodimery ich podjednostek, a2/p4
i 04/B2, wykazuja si¢ wyzszg aktywnoS$cig biologiczng niz czasteczki wyjsciowe (a2/B2,
a4/B4). Uzyskane rezultaty pozwalaja sadzi¢, ze roznice w poziomie aktywacji genow
réznych BMP mogg by¢ jednymi z najwazniejszych czynnikOw determinujgcych roznice

w czasie potrzebnym do zagojenia si¢ réznych kosci.

*%

Uszkodzenie szkieletu u 0s6b zdrowych prowadzi do uwolnienia dwoch aktywujacych
osteoblasty czynnik6w — biatek morfogenetycznych kosci oraz prostaglandyny 2.

Osteoporoza to choroba charakteryzujaca si¢ niska masg kostng i strukturalnym
uszkodzeniem tkanki kostnej, co prowadzi do kruchos$ci kosci 1 zwiekszonego ryzyka ztaman.
Paradoksalnie, najwigkszym znieksztalceniom podczas zmian osteoporotycznych ulega
tkanka kostna beleczkowa charakteryzujaca si¢ wyzszym zaangazowaniem W procesy
metaboliczne niz tkanka kostna korowa. Powstato zatem pytanie czy wigksza sprawnos¢
metaboliczna tej tkanki kostnej moglaby zosta¢ wykorzystana do zapobiegania rozwojowi
osteoporozy i czy leczenie nie powinno by¢ skierowane na zmniejszenie procesu aktywacji

osteoklastow.
* Ad Artykut 6. *
Badania kinetyki przebudowy indukowanej heterotopowej tkanki kostnej wykazaty, ze

ossicle osiagga najwigkszy rozmiar po okoto 20 dniach od przeszczepu. Po tym czasie nie ma
juz komorek stymulujacego implantu, a po usuni¢ciu immunosupresji zaczyna si¢ proces
resorpcji ossicle, ktéry swoim przebiegiem przypomina proces obserwowany w 0steoporozie,
gdzie resorpcja przewaza nad kosciotworzeniem.

Podawanie osteoprotegeryny (OPG), biatka przeciwdzialajacego rdznicowaniu,
dojrzewaniu 1 aktywacji osteoklastow, skutkowato spowolnieniem procesu resorpcji kosci, co
zostato sprawdzone histologicznie i zmierzone ilosciowo. Osteoprotegeryng stosowano od 9
do 11 dnia procesu kosciotworzenia w dawce 50 pg na mysz co drugi dzien. Fragmenty
mie$ni zawierajgce 0ssicle trawione byly mieszaning proteaz, a zmineralizowang tkanke
wazono z wysoka doktadnoscig. Dzieki podawaniu OPG ponad 340-540% mineratu kostnego

zostatlo zachowane w badanych ossicle, w poréwnaniu z grupg kontrolng zwierzat



nieleczonych osteoprotegeryng. Ocena histologiczna objeta analize struktury indukowanej

ossicle i wykazata jej prawidlowosc.

*%

Przedstawione badania dotyczyly dwoch kluczowych czynnikow sprzyjajacych
wytworzeniu 1 zachowaniu prawidlowego szkieletu. Oba te czynniki, rodzina biatek
morfogenetycznych kosci jak i1 osteoprotegeryna, wigza si¢ z aktywnoscig i funkcjg komorki
ko$ciotworczej. Opracowany i scharakteryzowany model do$wiadczalny wykazal swoja
przydatno$¢ do studiow nad regulacja procesow obrotu kostnego ze szczegdlnym
uwzglednieniem roli zaangazowanych komorek kostnych — osteoblastéw i osteoklastow.

Przedstawione osiagnigcie uzyskano w trzech etapach realizujacych postawione cele.
W powyzszym opisie zawartam koncepcyjny warsztat wytyczania celow.

Osiagnicte cele/etapy:

| - Okreslenie biatek morfogenetycznych kos$ci jako zrodta potencjatu osteoindukcyjnego
§luzowki pecherza moczowego $winki morskiej oraz linii ludzkich komorek epitelialnych
Hela;

Il — Wskazanie biatek morfogenetycznych kosci jako potencjalnych przyczyn réznic
w tempie gojenia si¢ kosci;

Il — Zbadanie kinetyki indukcji i resorpcji heterotopowej ossicle oraz wykazanie
ochronnego wptywu OPG na ossicle poprzez hamowanie jej resorpcji.

Opracowany model doswiadczalny nie tylko umozliwia prognozowanie przydatno$ci
osteoprotegeryny do leczenia lub hamowania zmian osteoporotycznych, ale takze opisuje
zalezno$ci pomiedzy procesem ko$ciotworzenia a obecnoscia izoform BMP.

Przedstawiona wiedza moze znalez¢ =zastosowanie w praktyce klinicznej,
a w szczegolnosci w leczeniu cigzkich przypadkoéw osteopenii czy wspomaganiu leczenia
lokalnych trudno gojacych si¢ ztaman i stawow rzekomych. Mogtaby by¢ réwniez
pomocna w medycynie regeneracyjnej, implantoprotetyce, przy wspomaganiu adaptacji
biokompatybilnych, nieorganicznych implantow (wszczepow) wewnatrzkostnych.
Szczegblnie przydatna moze okaza¢ si¢ przy wspomaganiu adaptacji implantow
hybrydowych organiczno-nieorganicznych czy organicznych pochodzenia zwierzgcego

stosowanych w augmentacji znacznych ubytkéw kostnych.

5. Omoéwienie pozostatych osiggnig¢ naukowo-badawczych (artystyezayeh).
W 1989 roku wzietam wudzial w opracowaniu szybkiego i swoistego testu

immunofiltracyjnego do oznaczania ludzkiej gonadotropiny kosméwkowej (hCG — human



chorionic gonadotropin) w moczu, w warunkach domowych i klinicznych. Test zostat
wdrozony do produkcji jako zestaw diagnostyczny do wczesnego wykrywania oraz
monitorowania cigzy. Produkowany byt przez POCh w Gliwicach 1 sprzedawany w
aptekach pod nazwg GRAVIPOL.

W latach 1989-1998 opracowywatam techniki immunoenzymatyczne do uzytku
laboratoryjnego, klinicznego oraz domowego, stuzace do oznaczania markerow cigzy,
plodnosci, zawalu serca i chordb nerek. Rezultaty tych opracowan zostaty opublikowane.
Diagnostyka i1 monitorowanie cigzy oraz niektérych nowotworow trofoblastycznych
prowadzona byla na podstawie pomiaréw stezenia hCG obecnego w surowicy i moczu,
a syntezowanego przez komorki tozyska lub nowotworowe. Diagnostyke ptodnosci
zenskiej prowadzono na podstawie oznaczen hormonu luteinizujgcego (hLH - human
luteinizing hormone), hormonu glikoproteinowego syntezowanego przez przysadke,
obecnego w surowicy i moczu. Wczesna diagnostyka zawatu serca mozliwa byta dzieki
oznaczeniom mioglobiny, hemoproteiny wystepujacej gtownie w migsniach sercowym
I szkieletowych, ktorej stezenie we krwi wzrasta gwaltownie w ciggu pierwszej godziny od
wystapienia bolu w klatce piersiowej. Transferryna, albumina, immunoglobulina G
oznaczane byly w moczu chorego w diagnostyce choréb nerek. Podczas opracowywania
wymienionych technik immunoenzymatycznych prowadzitam badania struktury
i antygenowos$ci wymienionych biatek z zastosowaniem syntetycznych polipeptydow.

W okresie 1998-2001 uczestniczytam w badaniach wewnatrzkomorkowych szlakow
przekazywania sygnatu mediowanych przez cAMP i cGMP. Opisana metoda oznaczania
tych czasteczek zostala opatentowana. Na realizacje prac uzyskaliSmy dofinansowanie
KBN w ramach projektu naukowego.

W latach 2000-2011 zaangazowatam si¢ w badania metabolizmu ko$ci. Prace nad
komoérkami odpowiedzialnymi za kosciotworzenie i1 resorpcje¢ kosci oraz nad czynnikami
regulujagcymi te procesy byly realizowane w ramach 4 projektow KBN/MNiSW, ktdre
uzyskatam wspolnie z zespotem.

Réwnoczesnie z badaniami homeostazy kosci rozpoczetam opracowywanie metody
izolacji mitochondrialnego DNA z antycznych (neolitycznych) kosci ludzkich. Celem byta
identyfikacja haplotypu mitochondrialnego DNA populacji Nuraghi’ch, antycznych
Sardoéw i proba wyjasnienia przyczyn wyginiecia tej populacji. Mitochondrialne DNA,
dzigki swojej wysokiej konserwatywnos$ci, umozliwia okreslenie loséw nosiciela mutacji

1 rozstrzygnigcie czy na przestrzeni wiekow doszlo do eksterminacji czy do asymilacji
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populacji obdarzonej ta mutacja. Badania prowadzono réwniez na prébkach kosei z Neolitu
pochodzgcych z rejonu Europy, Azji, Afryki i Australii.

W latach 2012-2016 zajmowatam si¢ w ramach 2 projektéow zleconych oraz jednego
projektu rozwojowego NCBiR badaniami biozgodnosci materiatéw stosowanych do
konstrukcji lub pokrywania implantow.

Od 2016 do chwili obecnej uczestnicze w wieloosrodkowych badaniach
charakteryzujacych potencjat biologiczny nowych substancji chemicznych syntezowanych
w celu uzyskania pozadanych i zdefiniowanych efektow, dziatajacych jako stymulatory

badz inhibitory komdrek immunokompetentych.
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