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IV.  Wskazanie osiggnigcia* wynikajacego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 ze zm.):

* w przypadku, gdy osiagnigciem tym jest praca/ prace wspolne, nalezy przedstawié¢ o$wiadczenia

wszystkich jej wspotautorow, okreslajace indywidualny wkiad kazdego z nich w jej powstanie

a) tytul osiggnigcia naukowego

Jednotematyczny cykl publikacji:

CyKkl prac stanowigcych szczegélne osiaggnig¢cie naukowe zrealizowane w obszarze
badawczym: ,,Udzial wybranych czynnikéw zapalnych w patogenezie osteoporozy

pomenopauzalnej”

Osiagnigcie  zostalo udokumentowane cyklem 7 oryginalnych prac opublikowanych
w recenzowanych czasopismach, znajdujacych si¢ w bazie Jowrnal Citation Reports (JCR).
Sumaryczny IF wynosi 10,441 (KBN/MNiSW - 122 pkt.). Wymienione prace powstaly po

uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych.
b) (autor/autorzy, tytul/tytuly publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

1. Boron D, Plewka A, Jedrusik P.. Polimorfizm 1181G/C genu OPG i jego zwiazek

z osteoporoza u kobiet po menopauzie. Ann. Acad. Med. Siles. 2014; 68: 407-414.
KBN/MNiSW - 4 pkt. (praca oryginalna)
Moj wktad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji projektu, analizie
i interpretacji wynikéw, przeglqdzie pismiennictwa, redakcji manuskryptu, zapewnieniu
integralnosci catego badania. Moj proporcjonalny udzial w realizacji pracy szacuje na
80%.

2. Boronn D, Plewka A, Jedrusik P.: Polimorfizm 575C/T genu RANK i jego zwiazek
z osteoporoza u kobiet po menopauzie. Ann. Acad. Med. Siles. 2014; 68: 192-199.
KBN/MNiSW — 4 pkt. (praca oryginalna) o
Mdj wkitad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji projektu, analizie
i interpretacji wynikow, przeglqdzie piSmiennictwa, redakcji manuskryptu, zapewnieniu
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integralnosci catego badania. M6j proporcjonalny udzial w realizacji pracy szacuje na
80%.

3. Boron D, Plewka A, Jedrusik P.: Polimorfizm -643C/T genu RANKL i jego zwiazek

z osteoporoza u kobiet po menopauzie. Ann. Acad. Med. Siles. 2014; 68: 415-423.
KBN/MNISW —4 pkt. (praca oryginalna)
Méj wktad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji projektu, analizie
i interpretacji wynikow, przeglqdzie pismiennictwa, redakcji manuskryptu, zapewnieniu
integralnosci calego badania. Mdj proporcjonalny udzial w realizacji pracy szacuje na
80%.

4. Boron D, Kaminski A, Kotrych D, Bogacz A, Uzar 1, Mrozikiewicz PM, Czerny B.:

Polymorphism of vitamin D3 receptor and its relation to mineral bone density in
perimenopausal women. Osteoporos Int. 2015, 26: 1045-1052. IF — 4,169; KBN/MNiSW —
35 pkt. (praca oryginalna)
Mdj wklad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji projektu, analizie
i interpretacji wynikéw, przeglqdzie pismiennictwa, wspdlredakcji  manuskryptu,
zapewnieniu integralnosci catego badania. MdJj proporcjonalny udzial w realizacji pracy
szacuje na 70%.

5. Boron D, Seremak-Mrozikiewicz A, Kotrych D, Bogacz A, Kaminski A.: Polymorphism of
interleukin-17 and its relation to mineral density of bones in perimenopausal women. Eur
J Med Res. 2014, 19:69 p.1-7. IF — 1,495; KBN/MNiSW - 20 pkt. (praca oryginalna)
Moj wklad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji projektu, analizie
i interpretacji wynikéw, przeglqdzie piSmiennictwa, wspdlredakcji  manuskryptu,
zapewnieniu integralnosci catego badania. Mdj proporcjonalny udzial w realizacji pracy
szacuje na 80%.

6. Boron D, Czerny B, Bartkowiak-Wieczorek J, Sieron D, Wolski H.: Omentin polymorphism
and its relations to bone mineral density in women. Arch. Med. Res. 2015; 46: 173-180. IF —
2,645; KBN/MINiSW - 25 pkt. (praca oryginalna)
Méj wktad w powstanie pracy polegal na: stworzemiu koncepcji projektu, analizie
i interpretacji wynikéw, przeglqdzie pismiennictwa, wspdlredakcji  manuskryptu,
zapewnieniu integralnosci catego badania. Moj proporcjonalny udzial w realizacji pracy
szacuje na 80%.

7. Boron D, Kotrych D, Bartkowiak-Wieczorek J, Uzar I, Bogacz A, Kaminski A.:
Polymorphisms of OPG and their relation to the mineral density of bones in pre- and
postmenopausal women. Int. Immunopharmacol. 2015; 28: 477-486. IF — 2,472;
KBN/MNiSW - 30 pkt. (praca oryginalna)

Mdj wkiad w powstanie pracy polegal na: stworzeniu koncepcji projektu, zapewnieniu
integralnosci badania, analizie i interpretacji wynikow, przeglgdzie pismiennictwa,
wspdtredakcji manuskryptu. Moj proporcjonalny udzial w realizacji pracy szacuje na 75%.

W zalgczeniu :
- kopie powyzszych prac (zatacznik nr 3)
- oswiadczenie wspotautoréw o indywidualnym wkiadzie autorskim (zatacznik nr 5)

- potwierdzenie IF z pz)éwiadczeniem przez Biblioteke Slaskiego Uniwersytetu Medycznego

w Katowicach (zatacznik nr 7)



¢) omowienie celu naukowego/artystycznego ww. pracy/prac i osiaggni¢etych wynikéw wraz

z omowieniem ich ewentualnego wykorzystania

Osteoporoza nalezy do najbardziej rozpowszechnionych choréb metabolicznych tkanki kostnej.
Biorac pod uwage lokalizacje schorzenia dzieli si¢ ja na uogélniong i miejscowa. Miejscowa postaé
osteoporozy odnosi si¢ do okreslonego fragmentu uktadu kostnego, w ktérym obserwowane sa
cechy odwapnienia. Zdecydowana wigkszo$¢ przypadkow osteoporozy miejscowej ma charakter
wtorny. Jej cechg charakterystyczng jest to, ze tatwo mozna okresli¢ przyczyne tej patologii. Drugi
typ osteoporozy obejmuje schorzenie catego szkieletu kostnego, ale jej przyczyng moze by¢
diugotrwale unieruchomienie na przyktad na skutek choroby przewlektej czy defekty metaboliczne.
W zalezno$ci od przyczyny wyr6znia si¢ wigc dwa rodzaje osteoporozy uogélnionej, tj. osteoporoze
pierwotna i osteoporoz¢ wtérna. Ta pierwotna stanowi co najmniej 75% przypadkow tego
schorzenia.

Osteoporoza jest wieloczynnikowa choroba, w ktérej biorg udzial liczne czynniki
srodowiskowe i genetyczne. Ostatnio ukazaty si¢ doniesienia, w ktdrych uwaza sie, ze czynniki
genetyczne odgrywaja istotng role w wystepowaniu osteoporozy. Do najczgstszych branych pod
uwage czynnikow genetycznych naleza geny dla kalcytoniny, receptoréw wapniowych, kolagenazy,
estrogenow, parahormonu oraz hormonu witaminy Ds. Rozlegle badania, w tym rodowodowe oraz
na bliznigtach wykazaty, ze genetyczne czynniki w ponad 80% przypadkéw warunkuja utrzymanie
wlasciwej gestosci kosci.

Brak dobrze opracowanych danych oraz wieloczynnikowy charakter osteoporozy wymaga
dalszych badan w celu =zaréwno poszukiwania jak 1 weryfikacji nowych czynnikow
etiopatogenetycznych, a takze retrospektywnej oceny istniejacych danych. Analiza wynikow
dotychczasowych badan nie pozwala jeszcze na jednoznaczne okreslenie roli badanych cytokin
w etiopatogenezie osteoporozy. Dlatego tez w niniejszej pracy postanowiono okresli¢ role powiazan
badanych cytokin z procesem osteoporozy postmenopauzalnej, gestoscia kosci i innymi
parametrami osobowymi i klinicznymi.

Jakkolwiek  wystgpowanie i rozwdj osteopenii i osteoporozy jest zwiazany
z polimorfizmami genéw OPG, RANK i RANKL, to dodatkowo postanowiono oceni¢ wptyw
innych polimorfizméw, w tym genu VDR kodujacego receptor witaminy D, genu IL-174
kodujacego interleuking 17 oraz genu /TLNI kodujacego omentyng-1. Analizie zostal poddany

zwigzek badanych wielu wariantéw genetycznych w powiazaniu z zaawansowaniem zmian



kostnych, a takze powiazanie z parametrami obrotu kostnego oraz ocena znaczenia badanych
polimorfizméw genetycznych w etiopatogenezie osteoporozy. Parametrami klinicznymi
i osobowymi analizowanymi w niniejszej pracy byly: wiek kobiet, ich masa ciata, wzrost, BMI,
data wystapienia pierwszej i ostatniej miesigczki, ilo$¢ lat od menopauzy, masa urodzeniowa
i inne. Do oceny wybrano te parametry, bowiem istniejg sugestie, ze sa powiazane z wartoéciami
BMD oraz z ryzykiem wystgpienia osteopenii i osteoporozy.

Moje zainteresowania i badania w tej dziedzinie zainspirowaly mnie do opublikowania
uzyskanych wynikéw w kilku pracach, ktore staty si¢ podstawa rozprawy habilitacyjnej i stanowig
probe odpowiedzi na poszukiwania nowych gendéw kandydujacych w osteoporozie oraz
uzupelnienia danych Kklinicznych w tym obszarze badan. Osteoporoza inspiruje do
wieloosrodkowych badan, ktérych celem jest poszukiwanie nowych genéw kandydujacych,
umozliwiajgcych wykorzystanie ich w profilaktyce, diagnostyce i terapii tej choroby. Opublikowane
w niniejszej pracy wyniki eksperymentu oraz ich wzajemne korelacje stanows probe uzupehienia

danych kliniczych dotychczasowych badan.

Celem badan bylo zbadanie czgstosci wystgpowania polimorfizméw OPG —950T/C, OPG
—1634>G w rejonie promotorowym, oraz OPG 1181G>C w eksonie 1 genu kodujacego
osteoprotegeryne, RANK 575C/T w eksonie 7 genu kodujacego RANK oraz RANKL —643C/T ze
szlaku cytokinowego RANK/RANKL/OPG, a takze analiza polimorfizméw genu VDR kodujacego
receptor witaminy D, genu IL-174 kodujacego interleuking 17 oraz genu ITLNI Kkodujacego
omentyne-1, w grupie kobiet po menopauzie.

Badaniami zostala objeta grupa niespokrewnionych kobiet populacji kaukaskiej,
zamieszkujacych w Polsce. Badania przeprowadzono na grupie 800 kobiet, w tym 505 w wieku
postmenopauzalnym i 295 rozrodczym, z wojewddztw zachodniopomorskiego i wielkopolskiego.
Grupa kobiet w wieku pomenopauzalnym obejmowata 314 pacjentek z osteoporoza,
110 z osteopenig i 81 kobiet zdrowych. W celu uzyskania jak najwigkszej ilosci wynikow
prowadzonego eksperymentu, ktore staty si¢ podstawa redakcji maszynopiséw, majacych staé sie
baza do uruchomienia procedury uzyskania tytutu doktora habilitowanego jest fakt, ze badania te
dotyczyly nie tylko osteoporozy, ale takze oceniano tagodniejszy jej wymiar czyli osteopenie.

Moje wyniki sa jednymi z niewielu, gdzie w tak szerokim zakresie oceniano wplyw tak
duzej liczby polimorfizméw na status tkanki kostnej w wieku okolomenopauzalnym Kkobiet.
Badania molekularne osteoporozy sa jednym z najbardziej dynamicznie rozwijajacych si¢ obszaréw
badan zwigzanych z biologia kosci. Co roku ukazuje si¢ jednak niewiele publikacji na temat
genetyki chorob kosci. Niezbedne siaje si¢ zbieranie wszystkich danych, ktérych wynikiem sa

proby zidentyfikowania genetycznych czynnikéw oraz interakcji lezacych u podtoza tych choréb.



Istnieja juz artykuly naukowe, w ktorych okresla rolg¢ genetycznych czynnikow wplywajacych na
powstawanie 0Steoporozy.

Juz od dawna wiemy, Zze osteoporoza jest choroba zalezna od wielu czynnikow.
W przypadku takich schorzen zmiennos¢ populacyjna okreslana jest poprzez interakcje czynnikow
genetycznych ze srodowiskowymi. Osteoporoza czgsto jest dziedziczona niezgodnie z prawami
Mendla. Wynika to stad, ze na przyklad w przypadku masy kostnej, mutacja jednego genu moze
prowadzi¢ do zniesienia wptywu innych genow, ktére warunkuja wystepowanie okreslonej cechy.
Wykazano, ze czynniki genetyczne odgrywaja istotng role¢ w regulacji gestosci mineralnej kosci
(BMD). Wykazano to miedzy innymi na podstawie pomiaréw wartosci BMD w tak zwanych
punkach krytycznych. Sugeruje to wyrazny udzial czynnikéw genetycznych w realizacji stanu
fizjologicznego organizmu. Jednak wyniki jakie uzyskano pozostaja nadal dyskusyjne. Nie
pozwalaja migdzy innymi na jednoznaczne okreslenie, jaki jest wplyw polimorfizméw genu OPG
na sktonnos$¢ do wystapienia osteoporozy.

Wybér polimorfizméw, ktére badano w tej pracy oparto na danych literaturowych
wskazujacych na istnienie zwigzku pomigdzy ich obecnoscia a pojawieniem si¢ osteoporozy. Brano
tez pod uwage ich wplyw na wartosci parametrow okreslajacych stan tkanki kostnej u kobiet
w wielu okolomenopauzalnym. Jednym z elementdéw, ktdry pozwoli zrozumie¢ patomechanizm
osteoporozy jest miedzy innymi mozliwo$¢ zbadania obecnosci polimorfizméw, jak tez ich wptyw
na tkanke kostng u kobiet po menopauzie. Wptyw polimorfizmu A-163G i G1181C genu OPG na
gesto$¢ kosci pomimo osiagnigcia pewnych sukcesdw, nadal pozostaje niejasny. Na przykiad,
w przypadku polimorfizmu G1181C wiadomo, ze zmiana nukleotydu moze wigzaé sie
z zaburzeniem wydzielania peptydu osteoprotegeryny.

Osteoprotegeryna ktdérej nazwa w wolnym tlumaczeniu oznacza ,,ochraniacz kosci”, zostala
odkryta jako pierwsza z kompleksu OPG/RANK/RANKL. Potwierdzono jej zdolno$é¢ do
zahamowania rozwoju osteoklastow zaréwno in vitro jak i in vivo. Jest to sekrecyjny czynnik
hamujacy réznicowanie i aktywno$¢ osteoklastow. Osteoprotegeryna jest glikoproteing nalezaca do
rodziny TNF. W formie dojrzatej osteoprotegeryna wystepuje w postaci homodimeru, ktory stanowi
dominujaca zewnatrzkomdrkowsg postac tego bialka.

Jak wiadomo, wyniki badan w poszczegdlnych populacjach r6znig sie¢ od siebie. Jak dotad,
istnieja tylko nieliczne analizy tego typu wykonane na populacji polskiej. Zaobserwowano jak
dotychczas pewne tendencje. W przypadku polimorfizmu A-163G genu OPG zauwazono
nieznacznie cze¢stsze wystepowanie genotypu AG u kobiet ze zdiagnozowang osteoporoza
w poréwnaniu do grupy z prawidlowymi wartosciami T-score oraz poréwnujac tacznie grupe kobiet

z asteopenia/osteoporoza z grupa z prawidlowymi wartosciami T-score.



W niniejszych badaniach dotyczacych czestosci rozkladu polimorficznych genotypow
T-950C, A-163G oraz G1181C genu OPG nie wykazano znamiennie statystycznych réznic
w badanych grupach kobiet z osteoporoza, osteopenia i z prawidtowa wartoscia T-score. Jedynie
w przypadku polimorfizmu A—163G zaobserwowano niewielkg przewage heterozygot AG w grupie
kobiet z osteoporoza. Te wyniki sg jednymi z pierwszych, ktore uzyskano badajac populacje kobiet
polskich. Jest wigc oczywistym, ze mozna je obecnie porownywaé tylko z danymi uzyskanymi
w innych krajach. Na przyktad, w badaniach przeprowadzone na populacji kobiet dunskich
wykazano statystyczng znamiennos¢ czgstszego wystgpowania zmutowanych homozygot GG
w grupie kobiet z osteoporoza w poréwnaniu z grupa kontrolng [242]. W osrodku tym wykazano
rowniez nizsze wartosci BMD L2-L4 u kobiet z osteoporoza z allelem G w poréwnaniu z grupa
kontrolng 1 nizsza czgsto$¢ wystgpowania zmutowanego genotypu CC polimorfizmu G1181C
W grupie pacjentow z osteoporoza i ztamaniami kosci.

Prezentowane wyniki wskazuja na brak wptywu polimorfizmu genotypu G1181C w eksonie
pierwszym i przypuszczalnie staby wplyw polimorfizmu A-163G w promotorze genu OPG na
rozwoj osteoporozy. Jednoczesnie czestos¢ wystgpowania genotypow polimorfizmu A-163G
1 G1181C w grupie z prawidtowym T-score nie rozni si¢ zasadniczo od czgstosci tych genotypow
w innych populacjach populacji kaukaskiej. Na podstawie danych literaturowych mozna sadzi¢, ze
niewielkie réznice moga pojawi¢ si¢ w pordwnaniu z populacja azjatycka.

Brak korelacji miedzy polimorfizmem T-950C a osteoporoza wykazano rowniez
w badaniach przeprowadzonych w Sltowenii, ktére dotyczyly populacji kobiet w wieku
pomenopauzalnym. Autorzy tych badan réwniez nie zaobserwowali zwigzku miedzy badanym
polimorfizmem a warto$ciami BMD mierzonymi w segmencie lgdzwiowym rdzenia kregowego
oraz szyjce kosci udowej. Ponadto, nie zaobserwowano réznic w czestosci genotypdw
polimorfizmu T—950C u pacjentéw w poréwnaniu ze zdrowa kontrola w populacji dunskiej.
Podobnych obserwacji dokonano na populacji kobiet irlandzkich w wieku pomenopauzalnym.
W badanej grupie nie wykazano zadnych zwigzkdéw miedzy polimorfizmem T—950C a warto$ciami
BMD. W ramach tych rozwazan nalezy zacytowa¢ badania, w ktoérzy przebadano populacje kobiet
australijskich w podesztym wieku. Nie stwierdzono zasadniczych korelacji miedzy polimorfizmem
T-950C a wartoscia BMD, biochemicznymi parametrami obrotu kostnego czy czestoscia zlaman
kosci. Brak takich powigzan migdzy polimorfizmem T—-950C a wartoscia BMD jak réwniez
zlamaniami kosci potwierdzili rOwniez w analizie w populacji kobiet w starszym wieku ze Szwecji.

W przypadku polimorfizmu G1181C zaobserwowano nieznacznie czgstsze wystepowanie
genotypu CC u kobiet z prawidlowymi warto$ciami T-score zaréwno poréwnujac grupe ta z grupa
kobiet z osteoporoza/osteopenig tacznie, jak i w poréwnaniu tylko do grupy z osteopsroza. Genotyp

GC wykazywal nieznacznie wigksza czgsto$¢ wystepowania u kobiet z osteopenia oraz



osteopenia/osteoporozag w poréwnaniu do grupy kobiet z prawidlowymi warto$ciami T-score.
Poréwnujac ten sam genotyp w grupie kobiet z osteoporoza/osteopenia z grupa kobiet przed
menopauza zaobserwowano nieznacznie wyzsza cz¢sto$¢ wystgpowania heterozygot w grupie
kobiet przed menopauza. Poréwnujac  badane polimorfizmy w  grupie  kobiet
z osteopenia/osteoporoza do grupy kontrolnej kobiet przed menopauza zaobserwowano nieznacznie
czgstsze wystgpowanie homozygot recesywnych CC oraz allelu C, ale takze homozygot
dominujacych GG w grupie kobiet z osteoporoza czy osteopenia.

Ponadto, polimorfizm genu OPG jest zwiazany z zachowang masa kostng w kregostupie
ledzwiowym u osobnikéw homozygotycznych 1181CC, podczas gdy jednostki homozygotyczne
1181GG 1 heterozygotyczne 1181GC wystgpowaly czgsciej u chorych ze zdiagnozowana
osteoporoza. Jednakze, kilku autoré6w nie zglosilo istotnego zwiazku miedzy genotypem OPG
G1181C i BMD. To sugeruje, ze przewaga genotypu polimorfizmu OPG G1181C i jego wplywu
genotypowego na mas¢ kostng moze rézni¢ si¢ miedzy grupami etnicznymi lub réznymi krajami
o tej samej etniczno$ci. Niestety, mechanizm oddziatywania polimorfizmu OPG G1181C na BMD
jest nieznany, aczkolwiek zmiana trzeciego aminokwasu OPG z podstawowej lizyny na asparagine
moze wplyna¢ na kinetyke wydzielnicza OPG.

Jak opisano to wczesniej w tej pracy, regulacja uktadu RANKL/RANK/OPG jest zwigzana
z czynnikami zapalnymi, wzrostowymi oraz uktadem hormonalnym. Efektem tej regulacji w tkance
kostnej jest nadmiar RANKL w stosunku do OPG, co zwykle prowadzi do zwigkszonej aktywnosci
osteoklastéw. Oczywiscie, nadmiar OPG z kolei hamuje resorpcje kosci. Tak wiec cytokiny te
wplywajac na szlak RANKL/RANK/OPG zmieniaja wzajemne relacje tych biatek i moduluja w ten
sposob resorpcje kosci. Wykazano réwniez zwigkszong ekspresj¢ genu OPG i w konsekwencji
biosyntezg biatka OPG uzyskano pod wplywem estrogenéow w doswiadczeniach in vitro u ludzi i na
osteoblastach szczuréw (te i inne obserwacje zostaty opisane w publikacjach nr 1 i 7).

Regulacja cyklu zyciowego osteoklastow jest obecnie dobrze poznana. Proces
osteoklastogenezy z prekursorow hematopoetycznych, wymaga czynnika stymulujacego, lecz
kluczowymi czasteczkami kontrolujacymi réznicowanie, aktywacje i przezycie osteoklastow jest
RANK 1 jego swoisty ligand nazywany ligandem RANKL oraz osteoprotegeryna (OPG),
produkowane i uwalniane przez komorki zrebu szpiku kostnego i osteoblasty.

RANKL zlokalizowany jest na powierzchni komorki i wigze si¢ ze swoistym receptorem
RANK na powierzchni prekursoréw osteoklastow. Jest to istotny proces w mechanizmie
wytwarzania nowych osteoklastow. Ponadto, wigzanie RANKL do RANK na dojrzalych
osteoklastach wspomaga ich przyleganie do kosci i hamuje ich apoptoze. OPG jest fizjologicznym
receptorem putapkowym dla RANKL, ktéry wigze zar6wno rozpuszczalne, jak i zwigzane z btong

czasteczki RANKL, przez co kompetycyjnie hamuje wigzanie RANKL z RANK na osteoklastach



i ich prekursorach. Wigzanie OPG z RANKL powoduje hamowanie réznicowania osteoklastow,
blokuje aktywacje dojrzalych osteoklastow i pozwala na apoptoze osteoklastow. RANKL i jego
receptor, tj. RANK stanowia wigc istotne determinanty resorpcji kosci za posrednictwem
osteoklastow, a wigc przemiany kostnej i remodelowania catego szkieletu.

M-CSF indukuje ekspresj¢ receptora dla RANKL w osteoblastach i ekspresje RANK
w prekursorach osteoklastu, inicjujac w ten sposéb réznicowanie tych komorek w osteoklasty
w obecnosci RANKL. RANKL eksponowany na powierzchni komorek preosteoblastycznych wiaze
si¢ z RANK na komoérkach prekursora osteoblastéw. Ligand RANK jest niezmiernie wazny dla
réznicowania, a nastgpnie fuzji do komorek wielojadrzastych, a takze do aktywacji i przezycia
komorek osteoblastycznych.

Analizujac polimorfizm RANK C575T we wszystkich badanych grupach kobiet w wieku
pomenopauzalnym, stwierdzono czgstsze wystepowanie homozygoty CC oraz wyzsza czestos$é
wystepowania heterozygoty CT w grupie kobiet ze zdiagnozowana osteoporoza. W sumarycznej
grupie kobiet obejmujacej chorych na osteopenig¢ i osteoporoze z grupg pacjentek o prawidtowych
wartos$ciach T-score, ujawniono podobng obserwacj¢. Porownanie czgstosci genotypow CC i CT
w grupie kobiet z osteopenia z ich czg¢stosciami w grupie kobiet w wieku rozrodczym nie wykazalo
opisanych powyzej zaleznosci.

Nalezy pami¢tac¢, ze dane literaturowe sa niejednoznaczne odno$nie wptywu polimorfizmu
RANK C575T na parametry kostne. Wyniki badan tej pracy dotyczacej populacji polskiej raczej
potwierdzaja inne wyniki, na podstawie ktérych wykazano, ze polimorfizm RANK C575T nie
wydaje si¢ by¢ czynnikiem genetycznym zwiazanym z gestoscia mineralng kosci odcinka
ledzwiowego kregostupa kobiet w wieku pomenopauzalnym. Biorac pod uwage wyniki
przedstawionych badan mozna przyjac tezg, ze genetyczne zrdznicowanie w obrebie genu RANK
moze mie¢ wplyw na obrét kostny.

Zaobserwowano zwigzek jednego z polimorfizméw RANK z BMD odcinka ledzwiowego
kregostupa oraz stawu biodrowego. Mozna sadzi¢, ze geny RANK i RANKL wykazuja zwiazek
z wiekiem wystapienia pierwszej miesigczki 1 wiekiem wystapienia naturalnej menopauzy.

Mozna réwniez wnioskowaé, ze homozygota mutant TT polimorfizmu genu receptora
RANK nie jest czynnikiem zwigkszonego ryzyka wystapienia osteoporozy i jest powiazany
z nizszymi wartosciami opisujacymi gesto$¢ kostng u kobiet z osteoporoza i osteopenia, co
sugeruje, ze polimorfizm ten moze wplywa¢ modulujaco na stopien nasilenia utraty masy kostnej
po wystapieniu choroby. Obserwacje te zostaly opisane w publikacji nr 2.

Ligand RANK (RANKL), kluczowy mediator resorpcji kosci w stanach normalnych
1 patologicznych; ulega ekspresji, jako zwiazany z blong lub rozpuszczalna forma w rdéznych

tkankach, w tym w kosci. W normalnej przemianie kostnej i w przerzutach kostnych RANKL



stymuluje tworzenie i aktywnos$¢ komoérek usuwajacych kosé, czyli osteoklastow przez wiazanie sie
z jego swoistym receptorem RANK na osteoklastach i ich komérkach progenitorowych. Procesy te
sq czasami zaburzane przez wigzanie RANKL z OPG, bedaca rozpuszczalnym receptorem
pulapkowym. Synteza tych substancji jest uwarunkowana réwniez genetycznie a odpowiadajace za
nig geny wykazuja polimorfizm.

Osteoblasty réznia si¢ migdzy soba we wzglednej ekspresji RANKL w kwestii regulacji
tworzenia osteoklastow i ich funkcji. Nadmiar RANKL wigze si¢ z RANK na prekursorach
osteoklastow, umozliwiajac niektérym czynnikom zwigzanym z receptorem czynnika martwicy
guza (TRAF) ich laczenie z RANK w domenie wewnatrzkomorkowej. Szlaki te nastepnie regulujg
fuzje prekursorow osteoklastow, réoznicowanie ich w dojrzale osteoklasty oraz w konsekwencji ich
aktywacje¢ 1 przezycie. Nadmiar OPG wiaze RANKL i zapobiega jego interakcji z RANK,
zmniejszajac liczbe 1 czynnos¢ osteoklastow.

Brak dobrze opracowanych danych oraz wieloczynnikowy charakter osteoporozy wymaga
dalszych badan w celu zaré6wno poszukiwania jak 1 weryfikacji nowych czynnikow
etiopatogenetycznych, a takze retrospektywnej oceny istniejacych danych. Analiza wynikow
dotychczasowych badan nie pozwala jeszcze na jednoznaczne okre$lenie roli badanych cytokin
w etiopatogenezie osteoporozy. Dlatego tez w niniejszej pracy postanowiono okresli¢ rolg powiazan
badanego ligandu z procesem osteoporozy pomenopauzalnej, gestoscia kosci i innymi parametrami
osobowymi i klinicznymi.

Skoro gléwna rola RANKL jest regulowanie metabolizmu ko$ci przez kontrolowanie
rozwoju osteoklastow, to wigkszo$¢ badan polimorfizmu genu RANKL skupia si¢ na zwigzku
pomigdzy genetyczng wariacja RANKL i chorobami kosci, takimi jak osteoporoza.

RANKL eksponowany na powierzchni komoérek preosteoblastycznych wiaze si¢ z RANK na
komoérkach prekursora osteoblastow. Ligand RANK jest niezmiernie wazny dla réznicowania,
a nastepnie fuzji do komorek wielojadrzastych, a takze do aktywacji i przezycia komorek
osteoblastycznych. Zdolno$¢ preosteoblastycznych komorek do podtrzymywania rozwoju
osteoklastow jest silnie zaburzona podczas réznicowania osteoblastu, gtéwnie z powodu ,.,down
regulation” ze strony RANKL. Nalezy pamigtac, ze, osteoblasty produkuja osteoprotegeryne, ktora
jest receptorem wabikowym dla RANKL.

Jedng z przyczyn osteoporozy sa zaburzenia w metabolizmie kostnym, ktore podlegaja
regulacji przez trzy peptydy, tj. RANK, RANKL oraz OPG tworzace szlak sygnalowy
RANK/RANKL/OPG. Poznanie polimorfizméw  genetycznych  wymienionych  gendéw
traktowanych, jako kandydujace, moze ulatwi¢ zrozumienie mechanizmu powstawania choroby

kosci, a przez to umozliwi¢ wezesne diagnozowanie i wreszcie skuteczne leczenie.
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Porownujac czgstosci genotypu polimorfizmu RANKL C-643T w grupie kobiet z osteoporoza
i w grupie kobiet o prawidlowych wartosciach T-score z parametrami kostnymi nie wykazano
istotnego zwiazku tego polimorfizmu z wystapieniem choroby. Nie zaobserwowano takze wplywu
badanego polimorfizmu na ggstos¢ mineralng kosci.

W grupie kobiet o prawidtowych wartosciach T-score wykazano istotne statystycznie
zalezno$ci migdzy genotypem a niektorymi parametrami klinicznymi. W przypadku polimorfizmu
RANKL C-643T wykazano istotng statystycznie zalezno$¢ migdzy poszczegdlnymi genotypami
a masg ciata oraz BMI w grupie kobiet z osteoporoza. W przypadku kobiet o genotypie CC
zaobserwowano wystapienie nizszej masy ciata oraz nizszych warto$ci wskaznika masy ciata BMI.

W badaniu polimorfizmu RANKL C-643T stwierdzono czgstsze wystgpowanie genotypu TT
oraz nizsza frekwencj¢ genotypu CT zaréwno w grupie kobiet chorych na osteoporoze wzgledem
kobiet zdrowych w wieku pomenopauzalnym, jak i zestawiajac lacznie grupe kobiet chorych na
osteopeni¢ i osteoporoze z grupa o prawidlowych wartosciach T-score. Ponadto poréwnujac
czestosci genotypoéw TT i CT w grupie kobiet ze zdiagnozowang osteopenia z ich czesto$ciami
w grupie kobiet w wieku rozrodczym stwierdzono, ze rdéznice pomiedzy czestosciami tych
genotypow nie byty juz tak znaczace, przy czym nadal u chorych kobiet po menopauzie genotyp TT
wystepowal czgsciej, a heterozygota CT rzadziej. W wyniku analizy czgstosci wystepowania alleli
zaobserwowano, ze allel T pojawial si¢ czesciej zaréwno w grupie kobiet z osteoporoza, jaki
1 ogoélnie w grupie pacjentek z T-score <—1 w poréwnaniu do 0séb z prawidtowymi warto$ciami
tego wspotczynnika. W zestawieniu grupy osob chorych po menopauzie (T-score <—1) z grupa
kontrolng w wieku reprodukcyjnym réwniez allel T miat wyzsza frekwencje. Obserwacje te zostaly
opisane w publikacji nr 3.

Wykazalem istnienie zalezno$ci migdzy gestoscia mineralng kosci a wariantami genu VDR,
kodujacego receptor dla witaminy D. Fizjologiczny mechanizm wptywu polimorfizmu tego genu na
gestos¢ mineralng kosci jest jak dotad nie w pelni poznany. Sugeruje si¢ istnienie zwiazku
z zaburzeniem jelitowego wchlaniania jonéw wapnia, a takze zmiang tkankowej wrazliwosci na
witaming D. Bardzo wczesny wplyw witaminy D na osteogenez¢ wykazano poprzez odkrycie
receptora dla tej witaminy na komoérkach mezenchymalnych. 1,25-dihydroksycholekalcyferol
pobudza réznicowanie si¢ osteoblastow, zwigksza ekspresje receptorow VDR na rozrastajacej sie
kosci oraz stymuluje syntez¢ kolagenu typu I. Mozna z tego wnosi¢, Zze rola witaminy
D w procesach rozwojowych kosci jest szczegélnie wazna dla procesdéw mineralizacji kosci.
Wiadomo, ze wplyw polimorfizmu na gestos¢ mineralng kosci nie jest jednoznaczny i moze
interferowa¢ z innymi czynnikami tak o charakterze genetycznym, jak i $rodowiskowym.

Zmobilizowalo to $wiat nauki do zbadania skutkow, jakie wywctujg polimorfizmy miedzy innymi
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w obrgbie genu VDR i jednoczesnie rozpoczgto nowa ere¢ badan nad identyfikacja gendw
zaangazowanych w patogenez¢ osteoporozy.

Gen VDR od dawna jest uznawany, jako jeden z najwazniejszych ,,genow kandydatow”
zaangazowanych w rozwoj osteoporozy. Dlatego udowodnienie genetycznej sklonnosci do
osteoporozy moze sta¢ si¢ jedng z metod wykorzystywanych w identyfikacji indywidualnych
predyspozycji na te¢ chorobg. Nalezy zatem sprawdza¢ badana populacje w celu znalezienia
jakichkolwiek zwigzkow miedzy genotypem a fenotypem. Pojawily si¢ juz publikacje, w ktorych te
korelacje sa omawiane.

Dlatego tez w swoich badaniach 'postanowilem okresli¢ role powigzan badanego genu
z procesem osteoporozy postmenopauzalnej, gestoscig kosci i innymi parametrami osobowymi
i klinicznymi. Celem pracy bylo zbadanie czgstosci wystgpowania polimorfizmu genu VDR
kodujacego receptor witaminy D3 w grupie kobiet po menopauzie. Analizie zostal poddany miedzy
innymi zwigzek badanego wariantu genetycznego w powiazaniu z parametrami obrotu kostnego
oraz ocena znaczenia badanego polimorfizmu genetycznego w etiopatogenezie osteoporozy.

Niezwykte rozbieznosci odnotowano na poréwnanie wynikow uzyskanych przez rézne
zespoly, Sledzace polimorfizmy receptora witaminy D, w odniesieniu do warunkéw kostnych.
Glowna przyczyng jest liczba pacjentéw objetych badaniami. Moje badania obejmowaty 800
pacjentow. Nalezy rowniez zauwazy¢, ze oceniana populacja byla bardzo jednorodna. Poza tym,
kobiety ujete w grupach badanych mieszkaly na ocenianym obszarze kraju, praktycznie od
urodzenia.

Mutacja genu moze skutkowa¢ zmieniona aktywacja innych gendéw i/lub ich produktéow
posiadajacych istotng rolg w tych samych $ciezek metabolicznych. Takiego rodzaju efekt wykazano
w badaniach, w ktérych udzial allelu B genu VDR wigzalo si¢ ze zwigkszonym ryzykiem
wystapienia osteoporozy. Badania wykazaly niskie wartosci BMD od podporzadkowania allelu
B genu VDR. Te i inne obserwacje zostaly opisane w publikacji nr 4. Potrzebne sa dalsze badania
w celu potwierdzenia waznosci tych obserwacji. Uzyskane w tej kwestii wyniki wykazaty, ze
polimorfizm 283G/A  genu VDR jest czynnikiem warunkujacym rozwdj osteoporozy
postmenopauzalnej. Nalezy go rozpatrywac jako marker zmian osteoporotycznych.

Od kilku lat wiadomo, ze IL-17 ma wiasciwosci prodestrukcyjne, stymuluje komorki
nabtonkowe, Srédbtonka i fibroblastyczne do wytwarzania chemokin, innych cytokin prozapalnych
(np. IL-6 czy TNF-a), czynnikéw i cytokin proangiogennych (np. IL-8), metaloproteinaz
degradujacych chrzastki, a takze waznych cytokin, promujacych osteoklastogeneze i w rezultacie
destrukcje kosci.

Erozja tkanki kostnej realizowana jest dwiema drogami: od strony jamy szpikowe;,

powodujac osteoporoz¢ okotostawowa i powstawanie geod, oraz od strony jamy stawowej, czego
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konsekwencja jest tworzenie nadzerek kostnych. Glowna przyczyna resorpcji kosci jest nadmiar
cytokin, ktore promuja osteoklastogeneze indukowang przez RANKL, w tym IL-1B, TNF-a., IL-6,
IL-7 i oczywiscie IL-17, przy réwnoczesnym niedoborze cytokin hamujacych ten proces. IL-17 nie
tylko zwigksza wytwarzanie osteoklastow inicjowanych przez RANKL, ale ma réwniez zdolno$é
indukowania tego procesu w sposob niezalezny. Najnowsze badania wykazaty, ze IL-17 pobudza
osteoblasty do syntezy prostaglandyny E2 i ekspresji RANK, w nastepstwie czego dochodzi do
indukcji osteoklastogenezy. Prawdopodobnie IL-17 jest odpowiedzialna za nasilona resorpcje
tkanki kostne;j.

Dlatego tez w niniejszej pracy postanowitem okresli¢ rolg powiazan genu /L-17 z procesem
osteoporozy postmenopauzalnej, gestoscia kosci i innymi parametrami osobowymi i klinicznymi.
Celem pracy byto zbadanie czestosci wystgpowania polimorfizmu genu IL-174 kodujacego
interleuking 17 w grupie kobiet po menopauzie. Analizie poddano zwiazek badanego wariantu
genetycznego w powiazaniu z zaawansowaniem zmian kostnych, a takze powigzanie z parametrami
obrotu kostnego oraz ocena znaczenia badanych polimorfizméw genetycznych w etiopatogenezie
osteoporozy.

W badaniach nie stwierdzitem istotnych zmian zwigzanych z wplywem badanego
polimorfizmu dla /L-17. Wykazatem jednak do$¢ wyrazng tendencje do wplywu tej cytokiny na
hamowanie osteoporozy u 0séb z polimorficznym homozygotycznym genotypem AA. Jest to dobra
wiadomo$¢ w tym sensie, ze rola IL-17 w gospodarce kostnej moze wiazaé¢ si¢ z wpltywem
negatywnym. W niniejszych badaniach starano si¢ oceni¢ potencjalng rol¢ IL-17 jako mediatora
przebudowy kosci, w tym osteoklastogenezy.

Pacjenci ze zdiagnozowana choroba stawow i kosci, wykazuja zwigkszong aktywnosé
osteoklastow 1 osteoklastow wraz z zaburzeniami remodelingu kostnego. Wiadomo, ze tkanka
kostna erozji nastgpuje dwie drogi z jamy szpikowej skutkujace osteoporoza, oraz z jamy stawu, co
prowadzi do erozji kosci. W normalnych warunkach, RANKL wystepuje w osteoblasty, natomiast
w warunkach patologicznych, Zrédta inne komorki. Glowna przyczyna resorpcji kosci jest nadmiar
cytokin (w tym IL-17), promowanie osteoklastéw poprzez indukcje RANKL, towarzyszy niedobor
cytokin hamujacych takiego procesu. Z drugiej strony, IL-17 nie tylko zwigksza wytwarzanie
osteoklastow, zainicjowanej przez RANKL, ale moze réwniez wywolywacé taki sposob niezalezny.

W zwiazku z tym badano role genu /L-17 ocenie w procesu osteoporozy pomenopauzalnej
w kontekscie gestos¢ kosci, a takze innymi parametrami osobistymi i klinicznymi. Celem bylo
zbadanie czgstosci wystepowania rs2275913 (-197G>A) polimorfizmu genu IL-174 kodujacego
interleuking 17 u kobiet po menopauzie. Przedmiotem analizy byla relacja ocenianego wariantu
genciycznego na etapie zmian kostnych, a takze powiazanie z kostnych parametréw obrotowych

1 oceny roli polimorfizmu genetycznego badanego w etiopatogenezie osteoporozy.
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Wykazatem ostatecznie (publikacja nr 5), ze polimorfizm —197G/A genu IL-17 moze
wplywa¢ na rozwoj osteoporozy postmenopauzalnej. Moje wyniki sugeruja, ze polimorfizm
-197G>A genu IL-17, moze by¢ uznany za genetyczny czynnik osteoporozy pomenopauzalne;.
Polimorfizm Ten moze mie¢ wplyw na gestos¢ mineralng ko$ci i wartosci T-score w milodych
kobiet i kobiet po menopauzie.

Wykazalem, ze omentyna-1 (biatko genu ITLN-I) stymuluje proliferacje ludzkich
osteoblastow oraz, ze szlak sygnatowy PI3K/Akt jest kluczowym mediatorem takiego wplywu.
Ponadto, omentyna-1 odgrywa krytyczna role w hamowaniu réznicowania osteoblastow z komdrek
migsni gladkich. Kilka adipokin indukuje proliferacj¢ osteoblastow, co wskazuje miedzy innymi na
Scisty zwiazek migdzy omentyna-1 i osteoblastami. Stwierdzono réwniez, ze omentyna-1 tagodzi
utrate kosci, stymuluje proliferacj¢ oraz hamuje roznicowanie osteoblastow.

Chociaz biologiczna funkcja omentyny-1 w duzej mierze jest nieznana, to ostatnie
doniesienia wykazaly, ze miedzy innymi promuje ona transport glukozy w adipocytach czy tez
indukuje rozszerzanie naczyn krwionosnych. Prawdopodobnie omentyna-1 jest zaangazowana
w procesy resorpcji tkanki kostnej. Wykazano migdzy innymi, ze poziomy omentyny-1 miaty
odwrotng korelacj¢ z BMD w odcinku ledzwiowym kregostupa w iraniskich kobiet po menopauzie.
Dokladne poznanie mechanizméw jej dziatania by¢ moze pozwoli na zastosowanie nowych metod
leczenia. Aby lepiej zrozumie¢ role¢ omentyny-1 w przemiany mineralnej kosci, badania
koncentrujagce si¢ na BMD i zlamaniach osteoporotycznych uznalem, ze badania te nalezy
kontynuowac.

Poniewaz omentyna-1 bezposrednio reguluje ekspresje OPG i RANKL w osteoblastach
in vitro, to zapewne moze odgrywaé wazng rol¢ w przebudowie koSci w warunkach in vivo.
Wykazano, ze omentyna-1 stymuluje uwalnianie OPG i hamuje wytwarzanie RANKL
w osteoblastach za posrednictwem sygnalizacji szlaku PI3K-Akt in vitro. Okazalo sie ponadto, ze
omentyna-1 hamuje roznicowanie osteoblastow, co moze wynika¢é z hamowania ekspresji
osteokalcyny i mineralizacji macierzy, ale okazato si¢, ze omentyna-1 réwniez stymuluje
proliferacj¢ osteoblastow. Jesli jest prawda, ze omentyna-1 jest waznym regulatorem w ludzkiej
przebudowie kosci, promujac proliferacje ludzkich osteoblastow w szlaku sygnalizacyjnym
PI3K/Akt, to wszelkie zaburzenia w jej produkcji i dystrybucji moga mie¢ istotne konsekwencje dla
organizmu. Dlatego poznanie metabolizmu kostnego z udzialem omentyny pozwoli nam na lepsze
zrozumienie szlakow sygnalizacyjnych zaangazowanych w obrét kostny. Dalsze badanie omentyny-
1 w powigzaniu z osteoblastami by¢ moze ujawnig nam nowy cel w zapobieganiu i leczeniu

osteoporozy.
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W moich badaniach wykazatem, ze nosicielstwo genotypu TT genu ITLN-I zwiazane jest
z obnizeniem wartosci T-score oraz warto$ci BMD odcinka ledzwiowego kregostupa, co koreluje ze
zwigkszonym ryzykiem wystgpowania ztaman (publikacja nr. 6).

Badania zaprezentowane w niniejszej pracy potwierdzily, ze wystepuje statystycznie istotny
zwiazek pomiedzy wyzsza masa ciala i wartosciami BMI a takze wyzszymi warto$ciami BMD
i mniejszym ryzykiem wystapienia osteoporozy. Badania te wykazaty rowniez statystycznie istotng
korelacje pomiedzy niskg masa urodzeniowa a niskimi wartosciami BMD i wystepowaniem
osteoporozy u kobiet w wieku pomenopauzalnym. Jednak wyniki jakie uzyskano pozostaja nadal
dyskusyjne. Nie pozwalaja miedzy innymi na jednoznaczne okreslenie, jaki jest wplyw
polimorfizméw genu OPG na sklonno$¢ do wystapienia osteoporozy. Rowniez w niniejszej pracy
trudno okresli¢, czy ktdrys$ z badanych polimorfizméw OPG przewazal w grupach z osteoporoza.

Biorac pod uwage wyniki tej pracy oraz istniejacy stan wiedzy, mozna przypuszczaé
z duzym prawdopodobienstwem, ze polimorfizm -950T/C genu OPG moze sta¢ si¢ kandydatem
markeréw genetycznych odpowiedzialnych za rozwéj osteoporozy. Co wigcej, wykazano w tym
opracowaniu, ze polimorfizm 283G/A genu VDR oraz polimorfizm -197G/A genu IL-17 moga byé

czynnikiem warunkujacym rozwoj osteoporozy postmenopauzalne;j.

V. Omowienie pozostalych osiggnigé

Moje zainteresowania naukowe obejmuja zagadnienia dotyczace badan do$wiadczalnych
i klinicznych. Obydwa obejmuja zagadnienia zwigzane z problemami zawodowymi tj. rozwojem
plodu i stanem poporodowym noworodka, zaréwno u zwierzat, jak i u kobiet narazonych lub
poddanych dziataniu réznorodnych niekorzystnych czynnikoéw srodowiskowych.

W pierwszym okresie pracujac dodatkowo jako wolontariusz w Katedrze i Zakladzie
Histologii i Embriologii Wydziatu Lekarskiego w Zabrzu Slaskiego Uniwersytetu Medycznego
(SIAM) w okresie od 1996 do nadal, oraz w Katedrze i Zakladzie Farmakologii Wydziatu
Lekarskiego w Zabrzu SUM (2007 - 2010) przeprowadzilem wraz z innymi szereg doswiadczen
majacych na celu ocen¢ wplywu czynnikéw srodowiska, w tym metale cigzkie i neurotoksyny,
stosowanych w okresie plodowym i pozaptodowym u ssakéw na dalszy rozwdj doswiadczalnych
zwierzat (szczuroéw) oraz funkcje osrodkowego uktadu nerwowego (OUN) dorostych osobnikéw
(toksykologia rozwojowa).

Po ukonczeniu studiéw obowiazki zawodowe staralem polaczy¢ si¢ z ciaglym rozwojem
naukowym. W tym czasie moje zainteresowania naukowe zwiazane byly z procesami
nowotworzenia. Chcialem pozna¢ znane mechanizmy odpowiedzialne za rozwdj nowotworu oraz
bra¢ udziat w badaniach, ktére moglyby by¢ zwigzaze z zapobieganiem progresji nowotworu. Jedna

z hipotez, ktére sugerowaty mozliwos¢ zahamowania nowotworzenia byly badania zwigzane z tzw.
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angiogeneza. Jak wiadomo jest to proces tworzenia nowych naczyn na bazie istniejacego lozyska
naczyniowego. Angiogeneza jest niezbednym procesem dla wzrostu guza, bo jak wiadomo
odzywianie na drodze dyfuzyjnej moze odnosi¢ si¢ do guzow, ktorych Srednica w zasadzie nie
przekracza 2 mm. Realizujac swoje cele naukowe bralem udzial w badaniach dotyczacych
angiogenezy w nowotworach moézgu. Efektem tych prac sa dwie publikacje. Wykorzystujac
przeciwcialo monoklonalne CD31 lokalizowali§my immunohistochemicznie komorki srodbtonka,
aby oceni¢ przerzuty nowotworowe do moézgu. Na podstawie uzyskanych wynikow wykazano
6-krotnie wyzsze wskazniki nasilenia angiogenezy podczas przerzutow, w poréwnaniu
z prawidlowa tkanka nerwowa. Najwigksze zageszczenie naczyn krwionosnych stwierdzono
w strefach nowotworu charakteryzujacego si¢ obfitym podscieliskiem tacznotkankowym.
Stwierdzone w tych badaniach wystepowanie obszaréw guza o wysokiej gestoSci unaczynienia
ulokowanego w dobrze rozbudowanym zrebie facznotkankowym sugeruje istnienie silnego zwiazku
czynnosciowego komorek $rodblonka z elementami macierzy migdzykomorkowej. Jesli ta teza
zostanie uwiarygodniona, to nalezy oczekiwaé, ze ocena angiogenezy w guzach, szczegdlnie litych
oraz analiza elementéw anatomicznych i histologicznych okaze si¢ uzasadniona. Moze to bowiem
mie¢ zwigzek z opracowaniem terapii antyangiogennej, na przyktad poprzez stosowanie
humanizowanych przeciwcial monoklonalnych do czynnikéw angiogennych, takich jak VEGF.

Kolejnym obszarem moich zainteresowan byto toksyczne oddziatywanie mikro- oraz
makroelementdw zawartych w pokarmie jak tez w $rodowisku naturalnym i ich wplyw na
organizmy zywe. Na podstawie uzyskanych wynikéw z przeprowadzanych badan opublikowalem
rozdzial w monogragfii dotyczacy ochronnego wptywu proekspozycji cynkiem na toksyczne efekty
dziatania kadmu u szczuréw. Praca ta ukazata si¢ w 2009 roku jako rozdziat w 11 tomie duzego
opracowania wydanego przez Srodkowo-Pomorskie Towarzystwo Naukowe Ochrony Srodowiska.

Glownym zrédtem kadmu w Srodowisku jest przemyst. Jest on stosowany do produkcji
baterii, stopdéw z miedzia stosowanych w elektronice, czy w reaktorach jadrowych, gdzie jest
uzywane stuzy jako regulator ilosci powstajacych neutronéw z rozpadu uranu. Kadm jest rowniez
stosowany jako stabilizator w procesie wytwarzania tworzyw sztucznych i barwnikéw a chlorek
kadmu jest stosowane jako pestycyd w rolnictwie. Kadm wystgpuje rowniez w produkcji zawiesin
przemystowych. Z tego tez powodu WHO umiescita kadm na pierwszym miejscu w rankingu
metali toksycznych z powodu wyjatkowych wlasciwosciach toksycznych.

Calkowita ilos¢ kadmu zgromadzonego w nerkach 50-letniego mieszkanca Europy czy
Ameryki Poélnocnej jest szacowana na 15+50 mg/kg. Najwyzsze niebezpieczenstwo zatrucia
kadmem dotyczy 0so6b zaangazowanych w produkcji i przetworstwie tego metalu, a takze palaczy

tytoniu. Po wypaleuniu 20 papierosow dziennie wchlanianie kadmu wynosi od 3,6 do 6,0 ug na
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dzien, a niepalacych nawet do 2,4 pg na dzien. Ponadto kadm jest wchlaniany przez phuca
w 10+50% dawki.

Celem badan byla ocena wplywu pojedynczej dawki cynku na metabolizm kwaséw
nukleinowych i bialek u dorostych szczuréw oraz poddanych dzialaniu kadmu w rozwoju
prenatalnym. Znakowana trytem tymidyna zostala uzyta w celu dokonania oceny transformacji
DNA, oznakowana trytem urydyne wykorzystano w celu dokonania oceny przemian RNA
a oznakowang trytem glicyng wykorzystano w celu dokonania oceny przemian biatek w tkankach
szczur6w potomnych, ktére zostaly poddane dzialaniu kadmu i cynku w rozwoju macicznym
(prenatalnym). Eksperymenty prowadzono na samicach szczuréw, ich noworodkéw oraz
6-7 tygodniowego potomstwa plci meskiej.

Przeprowadzone eksperymenty pozwalaja sformutowaé dwa podstawowe wnioski:
Pojedyncza dawka cynku podanego prenatalnie zmniejsza ryzyko u szczuréw na wptyw kadmu,
glownie na transformacje DNA, a takze (chociaz w mniejszym stopniu), na RNA i biatka

w organizmach ssakow.
Badania potwierdzity ochronny wpltyw cynku wobec toksycznego dziatania kadmu na ssaki.

Wyniki badan zaowocowaty rozprawa doktorska pt.: ,,Wptyw pre-ekspozycji cynkiem na
toksyczne efekty dziatania kadmu u szczuréw”. Podsumowujac rozprawe doktorska wykazalem co
nastepuje:

Kadm jest jednym z najbardziej toksycznych i niebezpiecznych dla zdrowia ludzkiego
metalem. Stosowany jest szeroko w przemysle oraz w produkcji przedmiotéw i urzadzen
powszechnego uzytku, przeto z tatwoscia moze prowadzi¢ do narazenia nan ludzi. Wchiania sie
gléwnie droga wziewna a takze poprzez przewdd pokarmowy. Po dostaniu si¢ do organizmu
odklada si¢ w réznych narzadach zaburzajac ich funkcje oraz powodujac liczne zmiany
morfologiczne i biochemiczne. Szczegdlnie wrazliwe na toksyczne dziatanie kadmu sa rozwijajace
si¢ i mlode organizmy. Ssaki wytworzyly swoiste mechanizmy obronne przed toksycznym
dzialaniem kadmu. Jednym z gléwnych jest metalotioneina, biatko sktadajace sie w okoto 30%
z aminokwasu cysteiny wigzacej i kumulujacej kadm. Kadm uszkadza synteze DNA, RNA i tym
samym wielu bialek enzymatycznych.

Wykazano, ze niektoére metale gtoéwnie cynk i miedz konkuruja z kadmem o miejsca wigzan
w strukturach komérkowych i biatkach, w tym metalotioneinie. Co wigcej, cynk na przyktad moze
zapobiega¢ wchlanianiu, magazynowaniu a takze efektom toksycznym kadmu na organizmy
ssakow.

W Swietle powyzszego celem pracy bylo zbadanie wpltywu jednorazowej dawki cynku na
metabolizm kwaséw nukleinowych i biatek u dorostych szczuréw narazonych na kadm w trak<ic

rozwoju Srédmacicznego. W zwiazku z powyzszym do oceny przemian DNA uzyto znakowana
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trytem tymidyng oraz celem oceny przemian RNA znakowang trytem urydyne¢ a takze znakowang
trytem glicyng celem oceny przemian biatek w tkankach potomnych szczuréw, ktére poddane byty
dziataniu kadmu i cynku w okresie rozwoju srodmacicznego (prenatalnego).

Doswiadczenia wykonano na cigzarnych szczurzych samicach, ktore podzielono na cztery
grupy jak nastepuje: grupa pierwsza szczurzyc otrzymala roztwér 0,9% NaCl 1,0 ml/kg IP przed
zaptodnieniem a w ftrakcie ciazy pila wodeg, grupa druga otrzymata przed zaptodnieniem
jednorazows iniekcje siarczanu cynku (ZnSO, *7H,0) 10,0 mg/kg IP i w trakcie cigzy pity wode,
grupa trzecia przed zaplodnieniem otrzymata roztwor 0,9% NaCl 1,0 ml/kg i w trakcie ciazy pita
wodny roztwor octanu kadmu (Cd(CH3COO),) o stezeniu metalu 50 ppm oraz grupa czwarta, ktora
przed zaptodnieniem otrzymata iniekcje siarczanu cynku 10,0 mg/kg IP i w trakcie ciazy pita
roztwor octanu kadmu o stgzeniu metalu 50 ppm.

Potomne szczury plci meskiej wszystkich czterech grup otrzymatly iniekcje 6-*H-tymidyny
1uCi/kg IP masy ciata, lub iniekcje 6-"H-urydyny 1pCi/kg IP lub tez 6-*H-glicyny rowniez 1uCi/kg
IP masy ciala. Po czterech godzinach od podania izotopdw zwierzgta u$miercono przez
zgilotynowanie i w temperaturze 0° C pobierano 6 czg$ci mozgu oraz 14 fragmentow tkanek lub
narzadow obwodowych. W pobranych probkach oznaczano radioaktywno$é w liczniku
scyntylacyjnym a wyniki po odliczeniu tla i wydajnosci licznika wyrazano w liczbie rozpadéw na
100 mg Swiezej tkanki (DPM/100 mg). Uzyskane dane poddano analizie statystycznej.

Wyniki przedstawionych badan wykazaly, ze jednorazowa iniekcja cynku przed prenatalnym
narazeniem szczuréw na kadm zapobiega toksycznym efektom tego drugiego metalu gtoéwnie na
przemiany DNA a takze (chociaz w mniejszym stopniu) RNA i bialek w organizmach potomnych
zwierzat. Niniejsze badania potwierdzity ochronny wpltyw cynku przed toksycznym dziataniem
kadmu u ssakéw.

Na podstawie przeprowadzonych badan i uzyskanych wynikéw stwierdzitem, ze narazenie
szczuréw w okresie plodowym, to jest od chwili poczgcia do porodu (21 dni) na kadm w stezeniu
50 ppm zawartego w pitnej wodzie, spozywany przez szczurzyce od 1 dnia cigzy do porodu,
wywoluje u dorostego potomstwa wyrazne zaburzenia metaboliczne w osrodkowym ukladzie
nerwowym, jak tez w tkankach obwodowych mierzone stopniem wychwytu (*H)-tymidyny, (H)-
urydyny i (H)-glicyny. Jednorazowa iniekcja cynku 10 mg/kg szczurzycom w dniu zaptodnienia
zapobiega obserwowanym niekorzystnym efektom dzialania kadmu, wskazujac na jego ochronna
role, przed toksycznym dzialaniem wspomnianego metalu. Wyniki badan opublikowano w Pol.
J. Environ. Stud. 2010; 19: 1377-1382.

Opisane powyzej badania poszerzone o model doswiadczalnej toksykologii rozwojowej

kontynuowatem nastgpnie w Katedrze Farmakologii w Zabrzu SUM. Badania te dotyczyly
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teratogennego dzialania niektorych pierwiastkow oraz wybranych lekéw co w sposéb Scisty wiazato
si¢ z zainteresowaniami w obszarze mojej specjalnosci kliniczne;.

1. Boron D., Konecki J., Batoryna O., Josko J., Drab J., Szkilnik R., Rycerski W.,
Gorczyca P., Brus R.: Effect of zinc on [3H]thymidine, [3H]uridine and [3H]glicine
incorporation in the tissues of rats prenatally exposured to cadmium. Pol.
J. Environm. Stud. 2010; 19: 1377-1382. IF - 0,543; KBN/MNiSW - 13. (praca
oryginalna).

W kolejnych przeprowadzonych eksperymentach zajalem si¢ wplywem prenatalnego
narazenia  szczurOw  manganem na  czynno$¢  niektorych  osrodkowych  ukladow
neuroprzekaznikowych u dorostych zwierzat. Wraz z innymi wykazatem, iz narazenie szczur6w na
mangan w okresie prenatalnym tj. od dnia poczgcia do urodzenia (21 dni) poprzez stosowanie
metalu w pitnej wodzie w stezeniu 10000 ppm cigzarnym szczurzycom powoduje uszkodzenie
oSrodkowego ukladu dopaminergicznego u dorostych szczuré4w oceniane metodami
biochemicznymi (oznaczenie metoda HPLC zawarto$ci dopaminy) a takze behawioralnymi.
Co wigcej, takie narazenie na mangan nasila niekorzystne objawy obserwowane w doswiadczalnym
modelu choroby Parkinsona (wywotanym podaniem domézgowym trzeciego dnia zycia szczurdw
neurotoksyny  6-hydroksydopaminy)  oceniane  réwniez  metodami  biochemicznymi
i behawioralnymi u dorostego potomstwa. Badania maja znaczenie poznawcze wskazujace, ze
narazenie na Srodowiskowy mangan moze przyspieszac¢ lub poglebia¢ rozwoj choroby Parkinsona.
Wyniki badan opublikowano w Naurotoxicity Research 2011; 19: 536-543.

Kontynuujac badania dotyczace toksycznego prenatalnego dzialania manganu wykazatem
wraz z innymi, ze narazenie wspomnianym metalem jak wyzej znamiennie zwieksza zawarto$é
histaminy w niektérych czesciach OUN doroslego potomstwa (glownie w podwzgdrzu, korze
moézgowej i zakrecie hipokampa). Zmiany zawartosci histaminy w badanych czesciach mozgu byty
znamiennie nasilone u zwierzat z doswiadczalnym modelem choroby Parkinsona opisanym wyzej.
Powyzsze wyniki wydaja si¢ swiadczy¢, ze po uszkodzeniu o$rodkowego uktadu dopaminowego
zardbwno metalami cigzkimi — manganem, jak tez neurotoksyna — 6-hydroksydopaming nasila
funkcje osrodkowego ukladu histaminowego u dorostego potomstwa, ktéry jak sie wydaje
czeSciowo rekompensuje (zastgpuje) funkcje niedoczynnego uktadu dopaminowego w OUN.
Wyniki badan opublikowano w Neurotoxicity Research 2012; 21: 143-148.

Stwierdzajac istotng role¢ ukladu histaminowego w OUN oraz jego interakcje z ukladem
dopaminowym w kolejnych doswiadczeniach postanowiono zbada¢ wspotdziatanie w mozgu
wymienionego ukladu z innymi niezmiennie waznym ukladem serotoninowym, ktérego zaburzenia
leza u podstawy wielu schorzeft w tym depresji. W badaniach tych postuzylem si¢ neurotoksyna

osrodkowego ukladu serotoninowego, a mianowicie 5,7-dihydroksytryptaning. I tak wykazatem, ze
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ma miejsce zniszczenie o$rodkowego uktadu serotoninowego u dorostych zwierzat. Towarzyszy
temu zmniejszenie zawarto$ci histaminy w moézgu oraz zmiany w zachowaniu si¢ zwierzat oceniane
doswiadczalnymi metodami behawioralnymi. Powyzsze $wiadczy o wzajemnej funkcjonalnej
interakcji migdzy osrodkowym ukladem serotoninowym i histaminowym w mo6zgu ssakow. Wyniki
opublikowano w Neurotoxicity Research 2011; 20: 103-108.

1. Nowak P, Bojanek K, Szkilnik R, Josko J, Boron D, Adwent M, Gorczyca P,
Kostrzewa RM, Brus R.: Ontogenetic exposure of rats to pre- and postnatal
manganese  enhances  behavioral impairments produced by  perinatal
6-hydroxydopamine. Neurotox. Res. 2011; 19: 536-543. IF — 3,514; KBN/MNiSW -
25. (praca oryginalna).

2. Brus R, Jochem J, Nowak P, Adwent M, Boron D, Brus H, Kostrzewa RM.: Effect of
pre- and postnatal manganese exposure on brain histamine content in a rodent model
of Parkinson's disease. Neurotox. Res. 2012; 21: 143-148. IF — 2,865; KBN/MNiSW
- 25. (praca oryginalna).

3. Josko J, Drab J, Jochem J, Nowak P, Szkilnik R, Korossy-Mruk E, Boron D,
Kostrzewa RM, Brus H, Brus R.: Ontogenetic serotoninergic lesioning alters
histaminergic activity in rats in adulthood. Neurotox Res. 2011; 20: 103-108. IF —
3,514; KBN/MNIiSW - 25. (praca oryginalna).

Kontynuujac powyzsze badania na modelu zwierzecym, ocenialem jak zmiana funkcji
osrodkowego ukladu serotonionowego i histaminowego wplywa na procesy energetyczne w mozgu
dorostych szczuréw. Poniewaz gtownym zZrédtem energii w OUN ssakow jest glukoza, w badaniach
postuzono si¢ znakowang trytem glukoza (*H-glukoza) oceniajac jej wychwyt przez poszczegdlne
czgsci mozgu dorostych ssakéw. W badaniach poshuzono si¢ modelem doswiadczalnym tj.
dorostymi szczurami z uszkodzonym w okresie noworodkowym osrodkowym uktadem
serotoninowym domézgowym podaniem w trzecim dniu Zycia neurotoksyny 5,7-
dihydroksytryptaminy.

W przeprowadzonych eksperymentach analiza wynikéw wykazata , ze u dorostych
szczurOw, ze zniszczonym w okresie noworodkowym osrodkowym ukladem serotoninowym
znaczne zwigkszenie wychwytu (*H)-glukozy praktycznie we wszystkich badanych czesciach
mozgu w tym najwigkszy w korze moézgowej o okolo 88%, a w innych czesciach (podwzgorze,
wzgorze, most, prazkowie i mézdzek) w granicach od 35% do 56%. Nalezy dodad, ze podany
wezesniej antagonista o$rodkowych receptorow histaminowych, tj. H- tioperamid zapobiegal
powaznym efektom, we wszystkich badanych czesciach moézgu. Powyzsze $wiadezy
o funkcjonalnym powiazaniu proceséw energetycznych osrodkowego ukladu serotoninowego
i histamionowego w moézgu ssakéw. Badania maja znaczenie poznawcze i zostaty opublikowane

w Neurotoxicity Research 2011; 20: 93-96.
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Podobne efekty na procesy energetyczne oceniane w modelu do$wiadczalnym opisanym
wyzej, lecz znacznie stabsze wywierala cymetydyna - antagonista o$rodkowego receptora H2 oraz
S(+)chlorfeniramina - antagonista osrodkowego receptora H1. Wyniki tych badan opublikowano
w Annales Academiae Medicae Silesiensis 2012; 66: 13-19.

Wszystkie powyzsze badania doswiadczalne wynikaly z moich zainteresowan jako
potoznika i ginekologa szukajac odpowiedzi jak narazanie na rdzne czynniki srodowiska (metale,
neurotoksyny) w okresie rozwoju plodowego, jak tez po urodzeniu rzutuja na funkcje gldwnie
osrodkowego uktadu nerwowego doroslego potomstwa ssakéw w okreslonych dos$wiadczalnych

modelach zwierzgcych.

1. Josko J., Drab J., Nowak P., Szkilnik R., Korossy E., Boron D., Brus H., Kostrzewa
R.M., Brus R.: Thioperamide, an H3 receptor antagonist prevents [3H]glucose uptake
in brain of adult rats lesioned as neonates with 5,7-dihydroxytryptamine. Neurotox.
Res. 2011; 20: 93-96. IF — 3,514; KBN/MNiSW - 25, (praca oryginalna).

2, Josko J., Drab J., Nowak P., Szkilnik R., Boron D., Elwart M., Konecki J., Brus H.,
Brus R.: Effect of chlorpheniramine and cimetidine, a histamine H1 and H2
antagonist on (3H)glucose uptake in the brain of adult rats lesioned with 5.7-
dihydroxytryptamine as neonates. Ann. Acad. Med. Siles. 2012; 66: 13-19.
KBN/MNIiSW - 4. (praca oryginalna).

Podsumowujac, m¢j taczny dorobek naukowy obejmuje 17 publikacji petnotekstowych
oryginalnych o wspétczynniku oddzialywania 1F=26.475 (KBN/MNiSW = 299 pkt.).
W 8 publikacjach jestem pierwszym autorem.

W oparciu o listg¢ Journal Citation Reports liczba cytowan moich publikacji wedtug bazy
Web of Science wynosi: 17; Indeks Hirscha wedlug bazy Web of Science wynosi 3, liczba cytowan
wedlug bazy Scopus = 12; Indeks Hirscha wedlug bazy Scopus wynosi 2; liczba artykulow
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