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¢) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiagnigtych wynikéw wraz z oméwieniem
ich ewentualnego wykorzystania

Wstep
Inzynieria tkankowa jest obecnie waznym filarem rozwoju medycyny regeneracyjnej,

ktorej celem jest zastapienie, przywrécenie lub podtrzymanie funkeji tkanek, a takze
wspomaganie proceséw gojenia i naprawy tkanek [1]. Ta interdyscyplinarna dziedzina
wiedzy, faczy w sobie wiele dyscyplin naukowych, m.in. biologig, immunologie, inzynierie
materialowsg czy tez elementy medycyny [2]. Dobér biomateriatu przeznaczonego dla
inzynierii tkankowej w duzym stopniu decyduje o mozliwosci kompleksowego odtworzenia
danej tkanki. Marzeniem kazdego badacza zajmujacego si¢ inzynierig tkankowg jest
zaprojektowanie materiatu, ktéry byiby jak najlepszym substytutem oryginalnej tkanki
i réwnoczesnie bytby biozgodny. Termin biozgodnosci jest bardzo szeroki i oznacza zdolnogé
materiafu do koegzystowania z tkankami, zapewniajac Srodowisko o wiasciwosciach
podobnych do tych cechujacych wilasng tkanke biorcy. Materiat taki musi mie¢ zdolnosé do
spefniania funkcji biologicznej w konkretnym zastosowaniu, przy akceptowalnej odpowiedzi
gospodarza, nie moze by¢ cytotoksyczny czy mutagenny, a przy tym moze wywoltywaé
Jedynie stabg i przejéciows reakcje ze strony ukiadu odpornosciowego [3]. Tej ostatniej nie da
si¢ bowiem catkowicie wyeliminowa¢, gdyz kazde obce ciato w organizmie czlowieka taka
odpowiedZ wywoluje.

Materiaty stosowane np. do regeneracji tkanki kostnej — musza mieé réwniez
odpowiednie wiasciwodci fizyko-chemiczne, ktére docelowo Zapewnia  sprzyjajace
srodowisko dla przylegania, proliferacji oraz réznicowania sie komérek biorcy [4]. Pomimo
intensywnych badan biomaterialow, jak do tej pory nie udalo sie jeszcze uzyskaé materiatu
idealnego, ktory w petni odpowiadatby tym wszystkim wymogom i byt catkowicie biozgodny
z ludzkimi tkankami.

Najwazniejsza klasyfikacja biomateriatéw stosowanych w inzynierii tkankowej oparta
Jest o typy materiatéw, z ktérych sg one wytwarzane. Na tej podstawie wyrdznia sie migdzy
innymi biomateriaty polimerowe, metaliczne i ceramiczne oraz kompozyty bedace
pofaczeniem co najmniej dwdch réznych typéw materiatéw [5]. Ze wzglgdu na tematyke
rozprawy skoncentruje si¢ w obecnym omoéwieniu na materiatach polimerowych
i metalicznych.

Materialy polimerowe dzielimy na naturalne i syntetyczne. Do naturalnych polimeréw

zaliczamy proteiny (np. kolagen) oraz polisacharydy (np. celulozg, chitozan). Polimery
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syntetyczne dzielimy z kolei na niedegradowalne (biostabilne) oraz bioresorbowalne.
Polimery niedegradowalne sg to materialy charakteryzujace si¢ wysoka odpornoscia na
dziatanie érodowiska biologicznego, czyli nie ulegajace rozktadowi pod wpltywem plynéw
ustrojowych. Polimery niedegradowalne to np. polietylen, polipropylen, poliamidy,
poliuretany, silikon, polimery akrylowe czy poliwgglany [5]. Wyjatkowo atrakcyjnymi
materiatami dla inzynierii tkankowej sg polimery bioresorbowalne, poniewaz po wypemieniu
swojej funkcji ulegaja one degradacji w $rodowisku biologicznym do nieszkodliwych
produktéw ubocznych czyli takich, ktére w organizmie wystepuja jako produkty przemiany
materii i w tej postaci sg z niego wydalane, badz tez sg sktadnikami tkanek [6]. Obecnie
najczesciej stosowane polimery bioresorbowalne to alifatyczne poliestry kwasu mlekowego —
polilaktydy (PLA), kwasu glikolowego — glikolid (PGA) oraz ich kopolimery [7]. Polimery
bioresorbowalne charakteryzuja sie unikatowymi wiadciwosciami biologicznymi, wykazuja
tez mozliwos¢ degradacji w organizmie z zaprogramowang szybkoscia, a to z kolei stwarza
przestanki do stosowania ich w inzynierii tkankowej [8]. Nalezy zwrécié uwage na to, iz
rozkfad polimeru powinien przebiegaé w sposob kontrolowany oraz by¢ dostosowany do
funkcji jaka spetnia implant. Czas catkowite] degradacji jest kluczowym elementem, gdyz
zbyt szybki rozktad moze skutkowaé nie tylko utrata wiagciwosci mechanicznych implantu,
lecz takze nagromadzeniem w zbyt krétkim czasie produktow degradacji w ilosci niemozliwej
do usunigcia przez organizm. To z kolei moze by¢ powodem inicjacji odczynu zapalnego,
ktére to zjawisko jest w pracach dotyczacych badan biomateriatléw czesto pomijane.
Doniesienia literaturowe obejmujace zagadnienia biozgodnogci polimeréw resorbowalnych
w kontekscie inzynierii tkankowej sg czgsto niespdjne, a nawet sprzeczne. Niewiele jest prac,
ktére kompleksowo przedstawiatyby zaleznosci pomigdzy budowa polimeréw a odpowiedzia
biologiczng. Szczegdlnie brak jest prac, kiére zajmowalyby sie zagadnieniami odpowiedzi
glownie wyniki wstgpne, czgsto niepetne i bez szerszego spojrzenia na powyzszy problem,

Z kolei materiaty metaliczne, z ktérych najezgéciej wykonywane sa implanty to stal
kwasoodporna, stal nierdzewna, stopy kobaltu oraz stopy tytanu [5]. Materialy te
charakteryzuja si¢ wysoka stabilnodcia (nie ulegaja degradacji w organizmie), korzystnym
zestawem wiasciwosci mechanicznych (np. wysoka wytrzymatoscia zmgcezeniowa, wysokim
modufem sprezystosei). Jednakze, coraz wigeej danych wskazuje, ze pomimo tych zalet, ich
wada jest mozliwos¢ korodowania implantu w wyniku kontaktu z plynami ustrojowymi, co z
kolei pociaga za soba zjawisko metalozy, czyli przechodzenia wskutek korozji, sktadnikéw

metalu do otaczajacych tkanek. Stanowi to przyczyne wielu choréb migdzy innymi alergii,
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powstawania zakrzepow oraz odczynu zapalnego [9]. Zjawiska te czgsto powodujg
konieczno$¢ ponownego zabiegu chirurgicznego w celu usuniecia wszczepu.

Badania biologiczne in vitro sa jednym z trzech etapdéw testowania biomateriafow
zanim zostang one dopuszczone do uzytku medycznego. Badania te sg kluczowe, gdyz tylko
material, ktory pozytywnie przejdzie badania in vitro, moze by¢ nastepnie dopuszczony do
testowania in vivo na zwierzetach laboratoryjnych, a nastgpnie wykorzystany do
ewentualnych bada klinicznych. Obecnie wiele laboratoriéw badawczych czyni starania, aby
Jak najbardziej rozbudowa¢ metody badan biomateriatéw w warunkach in vitro. Wprowadza
si¢g do nich coraz wigcej oznaczen, w ktérych wykorzystuje si¢ wiedze z wielu dyscyplin
obejmujacych nauki biologiczne, migdzy innymi cytobiologie, genetyke oraz immunologie.
Robi to si¢ przede wszystkim ze wzgledéw etycznych, w celu ograniczenia liczby zwierzat
doswiadczalnych uzywanych do badan in vivo.

W moich badaniach, zawartych w przedtozonej pracy, testowatam materialy
polimerowe i metaliczne, ktore zostaly zsyntetyzowane pod katem ich zastosowania
w  rekonstrukcjach tkanki kostnej. W celu zbadania biozgodnodci biomateriatéw,
w warunkach in vitro, uzytam trzech réznych linii komérkowych: mysich makrofagéw RAW
264.7, mysich fibroblastow L-929 oraz ludzkich osteoblastéw MG-63. Wymienione typy
komoérek zostaly wybrane ze wzgledu na ich wazng role w przebudowie tkanek, zwlaszcza
tkanki kostnej. Ponadto komoérki te, poprzez wydzielanie mediatoréw zapalnych oraz
enzym6w rozkiadajacych macierz zewnatrzkomérkowa, biora aktywny udzial w inicjacji
i regulacji reakcji takich jak odezyn zapalny, czy tez tworzenie zwldknien, ktére mogg
powsta¢ po implantacji biomateriatu.

Makrofagi odgrywaja bardzo wazng rolg zaréwno we wrodzonej, jak 1 nabytej
odpowiedzi immunologicznej. S to komérki zasiedlajace praktycznie kazda tkanke, a sposob
ich aktywacji ma kluczowe znaczenie dla rozwoju reakeji odpornosciowej w odpowiedzi na
implant [10]. Warto w tym miejscu przypomnie¢, ze w populacji makrofagdw wyrdzniamy
komorki osiadle i tzw. komérki naptywowe, pojawiajace si¢ w tkankach dopiero po ich
stymulacji przez mediatory zapalenia, np. cytokiny/chemokiny. Po aktywacji komorki te sg
zdolne do fagocytozy, a takze zabijania patogenu na drodze zaleznej lub niezaleznej od tlenu.
W tym ostatnim procesie uczestnicza, toksyczne dla patogendéw, wolne rodniki tlenowe
i azotowe (w tym tlenek azotu — NO) [10, 11]. Ponadto zaktywowane makrofagi produkujg
cytokiny prozapalne, takie jak interleukiny 1, 6, 12 (IL-1B, IL-6, IL-12p70), czynnik
martwicy nowotworéw TNF-o (ang. tumor necrosis factor), interferon y (IFN-y), chemokiny:
monocytarne biatko chemoatrakcyjne 1 MCP-1 (ang. monocyte chemoattractant protein 1),
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interleuking 8 (IL-8), a takze enzymy proteolityczne, m.in. metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomorkowej (MMP) [10,11]. Metaloproteinaza macierzy zewnatrzkomdrkowej 2
(MMP-2) jest konstytutywnie produkowana w organizmie, m.in. przez monocyty, limfocyty
czy fibroblasty. Jej rola zwiazana jest z procesami fizjologicznymi, np. powoduje degradacje
kolagenu, apoptoz¢ komoérek nowotworowych, bierze udzial w angiogenezie. Z kolei
metaloproteinaza 9 (MMP-9)  jest produkowana gldwnie przez neutrofile,
makrofagi/monocyty, ale takze przez fibroblasty, osteoblasty i komorki $rodblonka. Jej
podstawowg funkcja jest degradacja i rearanzacja sktadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej.
Metaloproteinaza 9 jest réwniez odpowiedzialna za rozkiad blony podstawnej naczyn
krwiono$nych w trakcie proceséw zwigzanych z migracja komérek i uczestniczy m.in,
w naptywie komérek immunokompetentnych do ogniska zapalnego [12,13,14].

W mojej opinii makrofagi stanowig bardzo dobry model do badan biozgodnosci
biomaterialow, poniewaz ulegaja aktywacji dopiero po stymulacji przez patogeny i/lub ciata
obce. A zatem, ich zwigkszona aktywno$c, przejawiajaca si¢ wzrostem produkcji wyzej
wymienionych czynnikéw, moze wskazywaé na obecnosé niekorzystnych substancii
w skladzie uzytego biomateriatu. Co wigcej w warunkach przewlektej stymulacji cytokinami,
w obecnosci ciala obcego (biomateriatu), makrofagi moga ulega¢ fuzji w wielojadrowe
komérki olbrzymie (ang. giant cells). Obecno$c ich jest objawem przewleklego odczynu
zapalnego i $wiadczy¢ moze o degradacji biomateriatu, ktérego komérki nie sa w stanie
sfagocytowac [15]. W etapie koficowym odczynu zapalnego, makrofagi sg takze Zrédiem
cytokin przeciwzapalnych, takich jak, np. IL-10, oraz czynnikéw powodujacych proliferacje
oraz aktywacjg fibroblastéw, a co za tym idzie regeneracje tkanek.

Réwniez fibroblasty sq komérkami niezwykle waznymi z punktu widzenia badan nad
biozgodnoscig materialéw przeznaczonych do regeneracji tkanki kostnej. Z jednej strony ze
wzgledu na swoja powszechnos¢ w organizmie, a z drugiej ze wzglgdu na duza aktywno$é
metaboliczng:  produkuja  sktadniki substancji miedzykomoérkowej, m.in. kolagen,
proteoglikany. Zaktywowane fibroblasty moga wydzielaé takze szereg czynnikow
regulujacych proces zapalny, migdzy innymi cytokiny prozapalne oraz enzyméw
proteolitycznych bioracych udziat w przebudowie tkanek [16]. Podobna funkcjg¢ w przypadku
tkanki kostnej odgrywaja osteoblasty — komérki kosciotwércze. Wystepuja one na
powierzchni beleczek nowo tworzacej si¢ kosci, produkuja i wydzielaja sktadniki organiczne
istoty ~migdzykomoérkowej kosci, migdzy innymi kolagen i proteinazy. Wraz
z osteoklastami (komérkami ko$ciogubnymi) uczestniczg w przebudowie tkanki kostnej. Po

aktywacji osteoblasty podobnie jak i fibroblasty moga wydzielaé wiele czynnikéw
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prozapalnych w tym cytokiny [16]. A zatem zachowanie makrofagéw, osteoblastéw
i fibroblastow na powierzchni testowanych biomaterialéw w warunkach in vitro dostarcza
wielu waznych wskazéwek do oceny biozgodnosci materiatéw do zastosowan w inzynierii
tkanki kostnej.

Wigkszoé¢ badan biologicznych biomateriatow ogranicza si¢ jedynie do oceny
morfologii oraz przylegania komérek do analizowanych biomateriatow. Ciagle brakuje prac,
ktére spojrzatyby na problem badania biozgodnosci materiatow w sposob bardziej
kompleksowy. Na badaniach proceséw przylegania oraz proliferacji komérek nie powinny
koniczy¢ si¢ zainteresowania badaczy nad biozgodnoscia materiatéw implantacyjnych.
Okazuje si¢ bowiem, Ze dobre przyleganie komdrek do materiatu, a nawet ich proliferacja, nie
zawsze sq gwarantem, ze odbudowa tkanki bedzie zachodzita prawidlowo i bez wystapienia
przewlekiego odczynu zapalnego. Stad tez w cyklu prac stanowigcym moja rozprawe
habilitacyjng skupitam si¢ nie tylko na podstawowych parametrach oceny biozgodnosci
biomaterialéw w warunkach in vitro, takich jak morfologia, przyleganie komérek, ich
proliferacji, ale przede wszystkim zajetam si¢ badaniami ich aktywnosdci wydzielniczej.
Szczegc')lny. nacisk potozylam na okreslenie roli komérek w przebudowie sktadnikéw macierzy
zewnqtrzkoniérkowej pod wptywem kontaktu z biomateriatami. Ponadto stosujac modelowe
komorki (makrofagi, fibroblasty, osteoblasty) staralam si¢ wykaza¢ jaki wplyw maja rézne

biomateriaty na inicjacjg i rozwdj procesdw zapalnych.

Cel naukowy
Badania, ktére podjetam dotyczyly oceny odpowiedzi biologicznej komérek na

poliestry alifatyczne (biomateriaty polimerowe) i tytan (biomateriat metaliczny) oraz ich
modyfikacje. Jako model badawczy wybratam hodowle in vitro linii komérkowych: mysich
makrofagéw RAW 264.7, mysich fibroblastéw L-929 oraz ludzkich osteoblastéw MG-63.

W szczegdInoscei skupitam sie na:

zbadaniu r6znic w morfologii oraz przyleganiu komérek do badanych materiatow,

oznaczeniu zywotnosci komorek,

oznaczeniu wplywu materialéw na typ $mierci komérek: apoptoza a nekroza,

o

analizie czynnikéw zapalnych produkowanych przez zaktywowane komérki:
— zbadaniu réznic w produkeji prekursora i aktywnej formy metaloproteinaz
macierzy zewnatrzkomoérkowej (MMP-2 oraz MMP-9),
— zbadaniu poziomu biatek oraz tlenku azotu (NO),

— zbadaniu r6znic w produkcji cytokin pro- i przeciwzapalnych.



Na podstawie uzyskanych wynikéw dokonatam weryfikacji biozgodnosci

analizowanych materiatow.

Wyniki

Pomimo tego, ze polimery alifatyczne otrzymywane syntetycznie sg bardzo
atrakcyjnymi materiatami dla inzynierii tkankowej, to nie sa one w pemi obojetne dla
otaczajacych je tkanek. Wigkszo$¢ polimeréw syntetyzowana jest metoda klasyczna, czyli
z uzyciem zwiazkéw cyny, jako inicjatoréw reakcji polimeryzacji, a w takiej sytuacji
catkowita eliminacja tych zwiazkéw z implantu nie jest mozliwa. Skutkuje to ich powolnym
przenikaniem do tkanek, co moze prowadzi¢ do wystapienia szeregu niepozadanych reakcji
W miejscu wszczepu, m.in. odczynu zapalnego. Dlatego tez, w celu zapewnienia jak
najlepszej biozgodnosci materialéw wszystkie uzywane w niniejszej pracy polimery
alifatyczne zostaly zsyntetyzowane, przez specjalistow Inzynierii Materiatowej z Akademii

Gorniczo-Hutniczej w Krakowie, wedtug nowatorskiej metody przy udziale nietoksycznego

inicjatora — zwigzku cyrkonu.

Jak juz wspomniano we wstepie, makrofagi sa jednymi z najwazniejszych typow
komoérek uczestniczacych w rozpoznawaniu i ewentualnym eliminowaniu ciata obcego.
Analiza in vitro odpowiedzi makrofagdw na poliestry alifatyczne jest wiec niezwykle wazna
z punktu widzenia oceny biozgodnosci materiatow. Analizy takiej podjefam si¢ w pracy:

Scislowska-Czarnecka A., Pamula E., Tlalka A., Kolaczkowska E. Effects of aliphatic

polvesters on activation of the immune system: studies on macrophages. Journal of

Biomaterials Science. Polymer Edition 2012, 23: 715-738. pozycia [1]

Ocenie biozgodnosci poddatam pigé réznych poliestrow alifatycznych: 1) PGLA —
kopolimer glikolidu i L-laktydu 2) PGLCap - terpolimer glikolidu, L-laktydu
i g-kaprolaktonu 3) PGCap - kopolimer glikolidu z e-kaprolaktonem 4) PLLA — poli
(L-laktyd) oraz 5) PLTMC - kopolimer L-laktydu z weglanem tréjmetylenu. Pomimo wielu
przeprowadzonych badaf polimeréw PGLA oraz PLLA, ktére sugeruja, ze materialy te sa
wystarczajaco biozgodne, istniejq tez takie prace, ktére temu zaprzeczaja. W zwiazku
z tym istnieje stale zapotrzebowanie na nowe polimery PLLA oraz PGLA o ulepszonych
wilasciwosciach. W moich badaniach przetestowatam 3 aspekty oceny biozgodnosci
polimeréw: zdolnos¢ makrofagbw RAW 264.7 do przylegania do materiatow,
$miertelno$¢/apoptozg tych komoérek na skutek ich kontaktu z biomateriatami oraz produkcje
mediatordw zapalnych. Wykazatam, ze biomateriatami, ktore sprzyjaja adhezji makrofagow

sa PLLA, a szczeg6lnie PGLA, natomiast PLTMC, PGLCap oraz PGCap spowodowaly
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pogorszenie przylegania makrofagéw. Co wazne, wykazatam, ze réznice w przyleganiu
komdrek do badanych materialéw sg spowodowane ich $miercia apoptotyczna, a nie nekroza.
Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze w 3 dniu hodowli wszystkie badane materiaty
spowodowaty przyspieszenie apoptozy komorek, co $wiadczy o pewnej cytotoksycznosci
rowniez tych materiatéw, do ktérych komoérki przylegaty dobrze (PLLA, PGLA). Apoptoza
w przeciwienstwie do nekrozy jest bardziej fizjologicznym rodzajem $mierci komérkowej,
gdyz zachodzi z zachowaniem integralnosci blony komorkowej, dzieki czemu zawartosé
komoérek nie wydostaje si¢ do przestrzeni zewnatrzkomérkowej i nie indukuje procesu
zapalnego [17,18,19]. Z kolei $mierci nekrotycznej towarzyszy wydostanie si¢ zawarto$ci
komoérki do otaczajacej ja przestrzeni migdzykomorkowej, uszkodzenie sasiednich komorek,
a tym samym wywotanie odpowiedzi zapalnej poprzez aktywacje, m.in. rezydentnych
makrofagéw [19]. Wyniki dotyczace apoptozy/nekrozy komorek mogly wige sugerowac, ze
badane materiaty nie wykazuja duzej cytotoksycznodci. Jednakze w dalszych szczegdtowych
badaniach wykazatam wzrost aktywnosci wydzielniczej makrofagéw hodowanych na
podiozach PLTMC, PGLCap oraz PGCap. Zaobserwowatam wazrost produkcji przez
makrofagi 'icytokin prozapalnych IFN-y, IL-12p70, IL-6, a takze tlenku azotu. Wzrost
produkc;ji tjfch czynnikéw swiadezy¢ moze o prozapalnej aktywacji makrofagéw w kontakcie
z wymienionymi polimerami. Z drugiej jednak strony makrofagi pod wptywem materiatow
PLTMC, PGLCap oraz PGCap produkowaty réwniez wigcej IL-10, a wigc cytokiny
o dziataniu przeciwzapalnym. Warto zwréci¢ uwage, ze badania poziomu cytokin
przeprowadzitam nowa technika, z zastosowaniem cytometrii przeptywowej, a uzyty test
pozwolit na réwnoczesne oznaczenie 6 cytokin w jednej prébce. W badaniach
zaobserwowatam rowniez zwigkszenie produkcji, pod wplywem materiatow PLTMC,
PGLCap oraz PGCap, metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej 9 (MMP-9), ktéra
jest niepozadana dla otaczajacych implant tkanek. MMP-9 jest bowiem enzymem
umozliwiajacym naptyw komérek immunokompetentnych do ogniska zapalnego w trakcie
rozwoju odpowiedzi zapalnej [13]. Oznaczenia poziomu metaloproteinaz dokonatam metoda
zymografii, co umozliwilo mi nie tylko oznaczenie obecnosci danego enzymu w prdbee, ale
takze zbadanie czy byt on proteolitycznie aktywny. Podsumowujac powyzsze badania,
wykazatam, ze spoérdd analizowanych materiatéw tylko PLLA oraz PGLA nie aktywuja
makrofagéw i w tym uktadzie badawczym mozna je uznaé za materiaty biozgodne.

Jak juz wspomniano, nie tylko komérki immunokompetentne moga bra¢ udziat
w procesie zapalnym. Réwniez fibroblasty i osteoblasty mogg byé zaangazowane w procesy

immunologiczne organizmu, a to z kolei ma wplyw na to czy bedzie zachodzit proces gojenia,
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czy tez zaktywowane komérki bede prowadzié do eliminacji implantu w procesie zapalnym.
Poniewaz w swoich badaniach skupitam si¢ na materiatach przeznaczonych do regeneracji

tkanki kostnej, w kolejnej pracy: Scislowska-Czarnecka A.. Pamula E.. Kolaczkowska E.

Biocompatibility evaluation of glycolide-containing polvesters in contact with osteoblasts and

fibroblasts. Journal of Applied Polymer Science 2013, 127: 3256-68, pozycja [2] zbadatam

odpowiedz in vitro dwdch roznych linii komérkowych: osteoblastow MG-63 oraz
fibroblastéw L-929 na 3 rézne poliestry alifatyczne: 1) kontrolny PGLA — kopolimer glikolidu
i L-laktydu, ktérego biozgodno$é wykazatam w poprzedniej pracy oraz dwoch materiatow
majacych podobne niektére komponenty 2) PGLCap — terpolimer glikolodu, L-laktydu
i e-kaprolaktonu oraz 3) PGCap — kopolimer glikolidu z e-kaprolaktonem. Przeprowadzone
obserwacje mikroskopowe komérek hodowanych na poszczegélnych materiatach pozwolity
mi stwierdzi¢, ze morfologia osteoblastow w kontakcie z badanymi poliestrami nie zmienita
si¢. Jedynie w przypadku osteoblastow hodowanych na materiale PGCap zaobserwowatam,
ze komorki nie tworzyly pozadanej, jednolitej warstwy, lecz wykazywaty tendencje do
grupowania si¢. Z kolei w przypadku fibroblastow hodowanych na tym samym materiale
(PGCap), zaobserwowatam zmieniong morfologie komdrek. Komérki te nie miaty typowego
wydtuzonego ksztaftu, lecz kulisty, a takze bylo ich zdecydowanie mniej. Trzeba w tym
migjscu zaznaczy¢, ze osteoblasty i fibroblasty to komérki, ktore do wzrostu i proliferacji
musza mie¢ kontakt z podtozem, dlatego pomiar ich ,rozptaszczenia” na podiozu jest jednym
z waznych parametrdw wskazujacych, czy dany materiat stanowi dobre podioze do hodowli
komérek [4]. Przyleganie komérek nalezy do pierwszej fazy interakcji zachodzacej na styku
komorka-biomaterial. Moje badania przylegania komérek do podioza wzbogacilam takze
analizujac ich zdolno$¢ do wchtaniania fioletu krystalicznego (CV), w ktérych liczbe
komoérek przylegajacych mozna oznaczyé ilosciowo po wyekstrahowaniu barwnika
I oznaczeniu jego absorbancji. Wykazatam, ze obecno$¢ poliestrow PGLCap oraz PGCap
obnizyta znaczaco przyleganie zaréwno osteoblastéw jak i fibroblastow. Poniewaz brak
adhezji tych komérek do podtoza prowadzi do ich $mierci, kolejnym krokiem byo zbadanie
zywotnosci komorek. Sprawdzitam czy, i w jaki sposdb nastgpuje $mieré osteoblastéw
i fibroblastdw w obecnosci badanych poliestréw. W tym celu wykorzystatam cytometrie
przeptywowa i oznaczenia wiazania Aneksyny V (apotoza) i barwnika 7-AAD (nekroza).
Stwierdzitam, ze wszystkie badane materiaty wywofaly §mieré apoptotyczng komérek, przy
czym materialy PGLCap i PGCap dzialaty proapoptotycznie w sposéb najsilniejszy.
Interesujacy jest jednak fakt, ze w przypadku osteoblastéw najwicksza apoptoze komoérek

w 5 dniu hodowli wywotywat materiat PGCap, natomiast w przypadku fibroblastéw materiat
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PGLCap. Osteoblasty i fibroblasty wykazuja wigc rdzng wrazliwoé¢ na dziatanie tych samych
materialow. Na uwage zastuguje réwniez fakt, ze $mier¢ nekrotyczna, dotyczyla tylko
niewielkiego odsetka komoérek. Jednakze kolejny etap moich badafh wykazat, ze zaréwno
osteoblasty, jak i fibroblasty, na skutek kontaktu z materiatami PGLCap oraz PGCap, zostaly
bardzo mocno zaktywowane i produkowaly czynniki prozapalne. W odpowiedzi na te
materialy stwierdzitam wzrost produkeji (szczegdlnie w 5 dniu hodowli) TNF-a, IL-1p, IFN-
¥, IL-6 oraz chemokin: IL-8 (w przypadku materiatow PGLCap i PGCap) i MCP-1 (tylko w
przypadku materiatu PGLCap), nasilajacych procesy zapalne. Wydzielone cytokiny mogg
dziata¢ nie tylko na komdrki immunokompetentne, zwolujac je do miejsca wydzielania
czynnikow zapalnych i wywolujac zapalenie, ale réwniez i na komorki, ktére same je
wydzielajg (w tym przypadku osteoblasty i fibroblasty) oraz tkanki, ktére znajduja sie w ich
bliskim sasiedztwie [11]. To z kolei moze prowadzi¢ do uszkodzenia tkanki tacznej. Cytokiny
moga bowiem niekorzystnie stymulowa¢ komoérki do nadmiernej proliferacji powodujac
powstawanie zwidknien, a takze indukowaé apoptoze komoérek [11, 17]. Nalezy tu jednak
zwrdci¢ uwage na fakt, ze komoérki w kontakcie z materiatami PGLCap oraz PGCap
zarcago;\?vaiy rowniez wieksza produkcja cytokiny przeciwzapalnej IL-10, zwiaszcza
w przypadku kontaktu komorek z materialem PGCap. Zjawisko to jest korzystne, poniewaz
jest oznaka proby wyciszenia odpowiedzi zapalnej. Kolejne czynniki, ktérych wzrost
wydzielania przez komoérki stwierdzitam pod wplywem materiatéw PGLCap oraz PGCap to
tlenek azotu oraz metaloproteinaza 9 (MMP-9), przy czym w przypadku fibroblastow MMP-9
wydzielana byfa tylko na skutek kontaktu tych komorek z materiatem PGCap w 3 dniu
hodowli. Wzmozone dziatanie metaloproteinaz (zwilaszcza MMP-9), moze spowodowaé
uszkodzenie tkanek. Enzymy te majg takze zdolnoéé do rozktadania macierzy
migdzykomérkowej, a takze wspomagaja migracje komérek zapalnych [13]. Podsumowujac
powyzsze badania, moge wigc postulowac, ze materiaty PGLCap oraz PGCap charakteryzuja
si¢ mniejsza biozgodnoscig niz kontrolny PGLA i w tej postaci nie nadajg si¢ do kolejnego
etapu badan in vivo na zwierzetach.

W kolejnej pracy: Scislowska-Czarnecka A., Pamula E., Kolaczkowska E. Impact of

poly(L-lactide) versus poly(L-lactide-co-trimethylene carbonate) on biological characteristics

of fibroblasts and osteoblasts. Folia Biologia (Krakéw) 2013, 61: 11-24. pozvcia [3]

wykazatam, iz pomimo tego, Ze przyleganie komérek do powierzchni biomateriatéw wydaje
si¢ by¢ dobrym wskaznikiem biozgodnosci materialow, to jednak nie jest to wskaznik
wystarczajacy. Wyniki moich badan pokazaty, ze osteoblasty i fibroblasty hodowane na 2
rbznych poliestrach alifatycznych: 1) PLLA — poli(L-laktyd) oraz 2) PLTMC — kopolimer L-
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laktydu z weglanem tréjmetylenu, przylegaty do nich w 5 dniu hodowli komérek tak samo
bardzo dobrze jak do materiatu kontrolnego (w przypadku materiatu PLTMC) lub nawet
lepiej niz w kontroli (w przypadku materiatu PLLA). Warto doda¢, ze jako materiat kontrolny
uzytam TCPS (tissue culture polystyrene), ktéry jest standardowo uzywany w hodowlach
komérkowych. Okazuje sig jednak, ze pomimo dobrej adhezji komérek, oba badane polimery,
spowodowaly wzrost apoptozy, i to zaréwno osteoblastow jak i fibroblastow. To z kolei
wskazuje na pewng cytotoksyczno$é obu badanych materialow. W warunkach fizjologicznych
osteoblasty oraz fibroblasty produkujg szereg czynnikéw wzrostu komérek oraz skladnikéw
macierzy migdzykomérkowej, a zatem biorg one udziat w regeneracji/odbudowie tkanek [16].
Moje badania pokazaly jednak, ze hodowla tych komérek z materiatami zaktywowala
komoérki do produkeji czynnikéw prozapalnych. Ciekawe jest jednak to, ze to gldwnie
fibroblasty hodowane na materiale PLTMC produkowaly wigcej czynnikéw prozapalnych, w
poréwnaniu do komdrek tej linii hodowanych na materiale kontrolnym. Stwierdzitam wzrost
produkeji przez fibroblasty: bialek (ich catkowitego poziomu), tlenku azotu, cytokin
prozapalnych: TNF-a (w 3 dniu hodowli), IL-6 (w 5 dniu hodowli), metaloproteinazy 9
(MMP-9) (w 3 dniu hodowli), a takze przeciwzapalnej IL-10. W przypadku osteoblastow
hodowanych na tym samym materiale, stwierdzitam jedynie w 5 dniu hodowli wzrost
produkcji cytokiny IL-1B, natomiast poziom wigkszosci pozostalych czynnikow
charakterystycznych dla reakcji zapalnej spadat w osteoblastach hodowanych na tym podiozu.
Z kolei w przypadku hodowli komérek z materiatem PLLA, w pordéwnaniu z kontrola,
zaobserwowatam spadek produkeji czynnikow prozapalnych (w przypadku osteoblastow) lub
utrzymywanie si¢ ich produkcji w wigkszoéci na poziomie kontroli (w przypadku
fibroblastéw). Moglam wige wyciggnaé wniosek, ze komoérki te rdznig sie wrazliwoscia na te
same materialy. Na uwage zastuguje rowniez fakt, ze liczba cytokin, ktérych produkcija
zostafa zwigkszona co wskazuje na aktywacj¢ fibroblastow, byfa stabsza niz w przypadku
materiatow PGLCap oraz PGCap opisanych w poprzedniej pracy [pozycja 2]. Podsumowujac
calos¢ wynikéw przedstawionych w niniejszej pracy moge stwierdzié, ze: 1) dany biomateriat
nie moze by¢ uznany za biozgodny jedynie na podstawie oceny jednego parametru —
zdolnosci przylegania komoérek do powierzchni materiatu oraz, ze 2) osteoblasty i fibroblasty
w kontakcie z tymi samymi biomateriatami (PLLA, PLTMC) reaguja w odmienny sposb.
Sugeruje to, ze w badaniach biozgodno$ci materialéw nie nalezy sie ogranicza¢ do testowania
jednego typu komorek, lecz nalezy analizowa¢ reakcje na dany materiat wielu o ile nie
wszystkich komorek, ktdre beda w bliskim kontakcie z implantem. W niniejszym uktadzie
badawczym za material o wysokiej biozgodnosci mozna uzna¢ materiat PLLA, natomiast
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materiat PLTMC wymaga jeszcze dalszych modyfikacji.

Obecnie oprocz czystych biomateriatow testuje si¢ rowniez wiele ich modyfikacji.
Maja one na celu otrzymanie biomateriatu o nowych korzystniejszych wiasciwosciach fizyko-
chemicznych. To z kolei ma powodowaé, ze dany material jest bardziej biozgodny, czyli
~przyjazny” dla otaczajacych go komoérek. Kolagen jest podstawowym bialkiem
strukturalnym wystepujacym w substancji migdzykomérkowej tkanki tacznej, w kosciach,
chrzastce, $ciegnach. Uczestniczy w wielu procesach fizjologicznych, bierze udziat
w procesach gojenia sie ran, tworzeniu blizny oraz regeneracji kosci po ztamaniach.
Najpowszechniejszym rodzajem kolagenu jest kolagen I, ktdrego czasteczki sg syntetyzowane
wewnatrz komdérek (fibroblastéw, osteoblastow), a nastgpnie wydzielane na zewnatrz
komérek. Biatko to wykazuje réwniez zdolno$¢ specyficznego wigzania  si¢
z receptorami blonowymi, przez co odgrywa istotng rolg w procesach adhezji, migracji,
wzrostu i réznicowania komorek [20,21]. W mojej kolejnej pracy: Adamczak M.,

Scistowska-Czarnecka A.. Genet M.J.. Dupont-Gillain C.C.. Pamula E. Surface
L-lactide-co-glycolide). Acta

characterization, collagen adsorption and cell behaviour on pol
of Bioengineering and Biomechanics 2011, 13: 63-75. pozycia [4] zbadatam wplyw

zaadsorbowanego na powierzchni polimeru PGLA (badanego takze w poprzednich
omdéwionych pracach) — kolagenu typu I na wihasciwosci biologiczne fibroblastow i
osteoblastéw. Moje badania wykazaly poprawe morfologii badanych komdrek na wszystkich
badanych materiatach pokrytych kolagenem (w 7 dniu hodowli bylo wigcej komorek i
tworzyly jednolita warstwe na modyfikowanych kolagenem materiatach). Wykazatam takze
poprawe przylegania fibroblastow na pokrytym kolagenem materiale PS (polistyrenie) oraz
PGLA w stosunku do materialdéw niemodyfikowanych. W przypadku osteoblastéw jedynie
material PS pokryty kolagenem poprawit przyleganie komérek. Badania aktywnosci
dehydrogenaz mitochondrialnych wykazaty takze istotng popraweg zywotnosci komoérek, ale
jedynie w przypadku fibroblastéw hodowanych na pokrytym kolagenem materiale PS. Mozna
wiec wnioskowaé, ze modyfikacja kolagenem materiatdw, a zwlaszcza materialu PS
spowodowala dalsze zwigkszenie biozgodnoscei tego materiatu, szczegélnie w stosunku do
fibroblastow.

Pomimo wielu zalet (takich jak np. dobre wiasnosci mechaniczne, wysoka odpornoéé
na korozjg) tytan i jego stopy nie mogg by¢ stosowane w medycynie bez ograniczen.
Zwiazane jest to ze wspomnianym juz we wstepie, zjawiskiem metalozy oraz innymi
schorzeniami, ktore moga by¢ wywotane przez uwalnianie si¢ jonéw metali do otaczajacych
tkanek. Obecnie czyni si¢ wiele wysitkow, aby poprawic¢ biozgodnos$¢ tytanu i jego stopow
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tak, aby byly one przyjazne dla komérek, np. modyfikujac ich powierzchnig, czy tez
zmieniajac porowato$c. Dlatego tez przedmiotem moich badan opublikowanych w kolejnej

pracy: Scislowska-Czarnecka A., Menaszek E.. Szaraniec B. Kolaczkowska E. Ceramic

modifications of porous titanium: effects on macrophage acti\}ation. Tissue and Cell 2012, 44:

391-400, pozycja [5] bylo zbadanie odpowiedzi zapalnej makrofagéw hodowanych na

porowatym tytanie, ktérego powierzchnia zostata zmodyfikowana 3 rodzajami materialow
bioaktywnych: hydroksyapatytem (HA), bioszklem (BG) oraz krzemianem wapnia (CS). W
przypadku materiatu modyfikowanego CS, badania wykazaty spadek przylegania oraz zmiang
morfologii hodowanych na nim makrofagéw, a analizowane komérki zostaty réwniez w
znaczacy sposob zaktywowane i wytwarzaly wigcej biatka, cytokin prozapalnych IL-6, IL-12,
a takze IFN-y (w 3 dniu hodowli) i TNF-o oraz chemokiny MCP-1 (w 7 dniu hodowli).
Istotnym jest takze fakt, ze pobudzone makrofagi zareagowaty wigksza produkcja cytokiny
przeciwzapalnej I1L-10, co jest zjawiskiem korzystnym, poniewaz jest oznaka proby
wygaszenia odpowiedzi zapalnej. Wykazatam réwniez, ze tytan modyfikowany HA
wprawdzie obnizyt przyleganie makrofagéw do powierzchni materiatu, ale nie przyczynit sig
do ich znaczacej aktywacji. Wykazatam bowiem jedynie przejsciowy (w 3 dniu hodowli, ale
Juz nie w 7) wzrost cytokin IL-6 oraz IFN-y. Moje dalsze badania dowiodly, ze najbardziej
obiecujacym materiatem, nadajacym si¢ do dalszych badan in vivo jest tytan modyfikowany
bioszktem. Komérki przylegaty do tego materiatu najlepiej i miaty prawidlowa morfologig.
BG nie spowodowato aktywacji makrofagéw, a produkcja biatka, metaloproteinazy MMP-9
oraz cytokin TNF-a, IFN-y (w 7 dniu) i chemokiny MCP-1 byla znaczaco nizsza niz w
przypadku komérek hodowanych na niemodyfikowanym tytanie. Pomimo wigc, ze wszystkie
trzy materiaty uzyte do modyfikacji tytanu (CS, HA, BG) uwazane sa za biozgodne, tylko

pokrycie tytanu BG mozna uzna¢ za korzystne, gdyz nie wplyneto na aktywacje makrofagéw.

Uwagi koncowe

Na $wiecie przybywa pacjentéw, ktorzy nie sa w stanie normalnie funkcjonowaé
z powodu ubytkow tkanek (np. tkanki kostnej) spowodowanych przez urazy lub proces
chorobowy. Dla tych o0sdb nadzieja jest opracowanie w pemi biozgodnych materiatow
implantacyjnych, ktére sprzyjalyby regeneracji uszkodzonych struktur tkankowych. Moim
wkiadem w rozwigzanie tych problemow bylo przeprowadzenie badari majacych na celu
lepsze poznanie i zrozumienie reakcji komérek uczestniczacych w odpowiedzi na testowane

biomaterialy. Analiza odpowiedzi komérkowej pozwala na ocene biozgodnosci materialow
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i zweryfikowanie, ktére z nich moga by¢ dopuszczone do badan do$wiadczalnych na

zwierzetach in vivo, a ktore wymagaja dalszych modyfikacji.

Za swoje glowne osiagniecia uwazam

1. Opracowanie modelu badawczego odpowiedzi zapalnej komorek bedacych

w bezposrednim kontakcie z testowanymi biomateriatami.

2. Odpowiedni dobor linii komorkowych oraz warunkéw hodowli pozwalajacych na jak

najlepsze odzwierciedlenie efektéw dziatania badanych biomaterialow do zastosowan

w regeneracji tkanki kostnej.

3. Wykazanie, ze zastosowane biomaterialy w réznym stopniu wptywaja na morfologie

i aktywno$¢ makrofagdw, osteoblastéw i fibroblastow.

4. Wykazanie, ze morfologia i przyleganie komorek nie mogg by¢ jedynymi

i deéydujqcymi parametrami w ocenie biozgodnosci poliestrow alifatycznych.

5. Wykazanie, ze komoérki hodowane na poliestrach alifatycznych ging $miercia

apoptotyczna, a nie pro-zapalna nekrotyczna.

6. Wykazanie réznic we wrazliwosci osteoblastow i fibroblastéw na ten sam rodzaj

badanego materiatu.

7. Wskazanie materiatdw biozgodnych w warunkach in vitro, ktére powinny by¢

przebadane in vivo na zwierzgtach.

Znaczenie przedstawionych badan

Rynek biomateriatow jest ciggle w fazie rozwoju. Dostgpne biomateriaty sg nadal
niedoskonate, a zblizenie ich funkcjonalnos$ci do naturalnej ludzkiej tkanki jest duzym
i trudnym wyzwaniem. W przedstawionych badaniach przeprowadzitam szczegotows analizg
odpowiedzi zapalnej makrofagéw, osteoblastéw oraz fibroblastéw na poliestry alifatyczne
i tytan, oraz ich modyfikacje. Oprocz poszerzenia wiedzy na temat odpowiedzi zapalnej tych
komoérek, badania te sg przede wszystkim kluczowe dla inzynierii tkankowej i medycyny
regeneracyjnej, poniewaz tylko biomateriat, ktéry nie wykazuje silnych efektow prozapalnych

w testach in vitro, moze by¢ dopuszczony do testowania in vivo, a nastgpnie wykorzystany do
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ewentualnych badan klinicznych. Poznanie réznic w odpowiedzi roznych typéw komérek na

materiafy badane w niniejszej pracy moze by¢ pomocne w opracowaniu biomaterialéw, ktére

w przyszto$ci mogtyby zosta¢ wykorzystane w leczeniu ubytkow tkanki kostne;.

Wierzg, ze przedstawione powyzej osiggnigcia naukowe moga stanowié¢ podstawe

wniosku o przeprowadzenie postgpowania habilitacyjnego.
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5) Omoéwienie pozostalych osiggni¢¢ naukowo - badawczych

a) Osiggnigcia naukowe przed uzyskaniem stopnia naukowego doktora

Badania naukowe z zakresu immunologii poréwnawczej rozpoczelam jeszcze

w trakcie studiéw biologicznych na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu

Jagiellonskiego w Zakladzie Immunologii Ewolucyjnej pod kierunkiem Pani prof. dr hab.

Barbary Phytycz. W Zakfadzie tym wykonatam swoja pracg magisterska pt.. “Wplyw stresu na

rozw6j i odpomosé transplantacyjng zaby trawnej Rana temporaria”. W tym czasie bratam tez

udziat

w badaniach dotyczacych wplywu stresu na ukfad odpornosciowy ssakow.

Najwazniejsze wyniki tych badan zostaly opublikowane w pracy: Phitycz B., Scisfowska-
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Czarnecka A., Chadzinska M., Korzus M. The number of murine peritoneal leukocytes
increases during starvation. Central European Journal of Immunology 1999, 24: 44-46; IF-
0,378

Po studiach rozpoczetam pracg w macierzystym Zaktadzie Immunologii, najpierw na
stanowisku asystenta naukowo-technicznego (1997-1998), a pozniej asystenta (1998-2004).
W trakcie przygotowywania pracy doktorskiej zajmowatam si¢ zagadnieniem wplywu stresu
na odczyn zapalny jamy otrzewnej ryb i myszy. W tym czasie (w latach 1999-2000) odbytam
dwa tygodniowe staze naukowe w Zakladzie Ichtiobiologii i Gospodarki Rybackiej PAN
w Golyszu oraz tygodniowy staz na Uniwersytecie Gutenberga w Mainz (Niemcy). Wyniki
przeprowadzonych przeze mnie badan pokazaly migdzy innymi, ze: kinetyka odeczynu
zapalnego zalezy od czynnikdéw genetycznych (gatunek, szczep, ple¢ zwierzat) oraz
czynnikow Srodowiskowych, m.in. zmiany warunkéw hodowli. Wykazatam, ze stres
zwiazany z modyfikacja warunkéw hodowli zmienia nasilenie objawéw bdlowych, liczbg
leukocytéw wysiekowych, a takze wplywa na poziom wydzielanych cytokin. Otrzymane
wyniki zostaly wykorzystane w mojej, obronionej w 2001 roku, pracy doktorskiej pt.:
,Badania wptywu stresu na eksperymentalny odczyn zapalny u myszy i ryb”, wykonanej pod
kierunkiem Pani prof. dr hab. Barbary Plytycz, a recenzowanej przez Pania prof. dr hab. A.
Skowron-Cendrzak i Pana prof. dr. hab. J. Marcinkiewicza, a nastgpnie zostaty opublikowane
w pracy: Scislowska-Czarnecka A., Chadzinska M., Pierzchala-Koziec K., Plytycz B. Long-
lasting effects of social stress on peritoneal inflammation in some strains of mice. Folia

Biologica (Krakéw) 2004, 52: 97-10; 1F-0,889

b) Osiagnigcia naukowe po doktoracie nie wliczane do osiggnigcia naukowego
stanowigcego monotematyczny cykl publikacji
Po uzyskaniu stopnia naukowego doktora, rownolegle z opisanymi wyzej badaniami,
dotyczacymi odczynu zapalnego oraz powigzan odczynu zapalnego ze stresem, wraz
z zespofem Zaktadu Immunologii Ewolucyjnej Instytut Zoologii UJ prowadzitam badania
dotyczace interakcji uktadu opioidowego i odpornosciowego u ryb. Nasze badania pokazaly,
ze dootrzewnowe podanie morfiny wraz z irytantem wywolujacym odczyn zapalny powoduje
u ryb osfabienie tego odczynu, manifestujace sig¢ obnizeniem liczby leukocytoéw wysigkowych
oraz spadkiem poziomu czynnikéw chemotaktycznych w ognisku zapalenia. Wyniki te
zostaly opublikowane w pracy: Chadzinska M., Scistowska-Czarnecka A., Phtycz B.
Inhibitory effects of morphine on some inflammation related parameters in the goldfish

Carassius auratus L. Fish & Shellfish Immunology 2000, 10: 531-542; 1F-2,964
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Ponadto w badaniach in vivo przeprowadzonych na modelu zapalenia otrzewnej
wywolanego zymosanem stwierdziliémy, ze eksperymentalne usunigcie makrofagow
osiadtych z jamy otrzewnej myszy Swiss, przy pomocy liposoméw zawierajacych $rodek
powodujacy selektywnie apoptozg tych komérek, powodowalo nasilenie odezynu zapalnego,
manifestujace sie wzrostem nacieku komorek polimorfonuklearnych (neutrofilii). Wzrost ten
zwiazany byl ze zmniejszeniem poziomu przeciwzapalnej IL-10. Wykazaliémy takze, ze
pozbawienie myszy makrofagéw nie wptyngto na powodowane przez morfing zahamowanie
migracji komérek wysigkowych. Podobnie jak to mialo miejsce u myszy, rOéwniez
w przypadku karasia srebrzystego (Carassius auratus) i zaby jadalnej (Rana esculenta),
dootrzewnowe podanie zymosanu powodowalo odczyn zapalny i zwiazany z nim naciek
leukocytéw wysigkowych do jamy otrzewnej. W przypadku ryb naciek ten by} osfabiony
i opézniony po podaniu morfiny, podobnego zjawiska zahamowania odczynu zapalnego pod
wplywem morfiny nie obserwowano u pfazéw. Odwrotnie niz to miafo miejsce u myszy,
eksperymentalna eliminacja makrofagéw osiadtych u przedstawicieli krggowcow
zmiennocieplnych spowodowata zahamowanie powstania nacieku leukocytéw po podaniu
Zymosanul. .Swiadczy to o kluczowej roli osiadtych makrofagéw otrzewnowych w inicjacji
procesu zapalnego ryb kostnoszkieletowych i ptazéw, podczas gdy u myszy funkcje taka
wydaja si¢ spenia¢ przede wszystkich komoérki tuczne. Otrzymane wyniki zostaly
opublikowane w pracy: Chadzinska M., Kotaczkowska E., Scistowska-Czarnecka A., Phytycz
B. Effects of macrophage depletion on peritoneal inflammation in Swiss mice, edible frogs
and goldfish. Folia Biologica (Krakow) 2004, 52: 225-231; IF-0,889

Ten sam model wywolanego zymosanem zapalenia jamy otrzewnej wykorzystaliSmy
w eksperymentach majacych na celu zbadanie zmian w endogennym uktadzie opioidowym
podczas odczynu zapalnego. Stwierdziliémy, ze toczacy si¢ odczyn zapalny wpiywa na
poziom endogennych peptyddw  opioidowych.  Szczegblnie  wyrazne  zmiany
zaobserwowalismy w przypadku Met-ekefaliny. Poziom tego peptydu wzrastal w plynie
wysickowym niemal natychmiast po podaniu zymosanu, a wzrost ten zwiazany byt
z réwnoczesnym spadkiem poziomu Met-enkefaliny w leukocytach wysigkowych oraz
w podwzgdrzu i prazkowiu. Opisane zmiany w poziomie Met-enkefaliny $wiadcza, ze
podczas odczynu zapalnego peptyd ten wydzielany jest zaréwno przez migrujace do ogniska
zapalnego leukocyty, jak i oddalone centra neuroendokrynne. Okazalo si¢ rowniez, ze
podczas toczacego si¢ zapalenia jamy otrzewnej dochodzi réwniez do zmian poziomu Met-
enkefaliny w weztach limfatycznych. Stwierdzilismy ponadto, ze réwnoczesne podanie

morfiny wraz z zymosanem, wzmaga akumulacj¢ Met-enkefaliny w ognisku zapalnym, ale
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hamuje wezesne zmiany poziomu tego peptydu w podwzgérzu i prazkowiu. Wyniki te sa
zgodne ze stwierdzonym uprzednio wzrostem ekspresji genu kodujacego prohormon,
z ktorego odcinana jest Met-enkefalina - proenkefaliny (PENK) w leukocytach wysigkowych
podczas odczynu zapalnego jamy otrzewnej wywotanego u myszy Swiss podaniem
tioglikolatu lub zymosanu. Kolejne badania oparte na modelu wywolanego zymosanem
zapalenia otrzewnej, pozwolily na stwierdzenie zmian ekspresji pozostatych skladnikéw
uktadu opioidowego. Wykazalismy, ze w trakcie zapalenia, w leukocytach otrzewnowych
dochodzi do zwigkszenia poziomu mRNA kodujacego prodynorfine (PDYN)
i do wzrostu poziomu dynorfiny w ptynie wysigkowym. W badanych przez nas punktach
czasowych poziom ekspresji proopiomelanokortyny (POMC) w leukocytach pozostawat
niezmieniony, wzrastat natomiast poziom B-endorfiny, w ptynie wysigkowym. Podczas
toczacego si¢ odczynu zapalnego dochodzito réwniez do zmian w ekspresji receptoréw
opioidowych. Opisane zmiany w ekspresji mRNA prohormonéw i receptoréw opioidowych
byly modulowane przez podanie egzogennej morfiny. Wyniki dotyczace oddziatywan
pomigdzy odczynem zapalnym a endogennym ukfadem opioidowym zostaly opublikowane
w 4 pracach do$wiadczalnych:
Chadzinska M., Scistowska-Czarnecka A., Przewlocka B., Phytycz B. Expresion of
proenkephalin (PENK) mRNA in inflammatory leukocytes during experimental peritonitis in
Swiss mice. Polish Journal of Pharmacology 2001, 53: 715-718; IF-1,965
Chadziviska M., Scistowska-Czarnecka A., Pierzchala-Koziec K., Phytyecz B. Inflammation-
induced alternations in local and central met-enkephalin in mice. Polish Journal of
Pharmacology 2003, 55: 467-470; IF-1,965
Chadziriska M., Scistowska-Czarnecka A., Pierzchata-Koziec K., Plytycz B. Met-enkephalin
involvement in morphine-modulated peritonitis in Swiss mice. Mediators of Inflammation
2005, 2:112-117; IF-3,882
Chadzitiska M., Starowicz K., Scistowska-Czarnecka A., Bilecki W., Pierzchata-Koziec K,
Przewlocki R., Przewlocka B., Plytycz B. Morphine-induced changes in the activity of
proopiomelanocortin and prodynorphin systems in zymosan-induced peritonitis in mice.
Immunology Letters 2005, 101; 185-192; IF-2,337

Na poczatku XXI wieku dane na temat udziatu metaloproteinaz macierzy
zewnatrzkomérkowej, a zwlaszcza MMP-9, w przebiegu zapalenia byty niejednoznaczne,
czgsto wykluczajace sig, dlatego rozpoczgliémy badania majace na celu wyjasnienie tego
zjawiska. W badaniach ponownie zastosowali§my model wywotanego zymosanem zapalenia

jamy otrzewnej. W pierwszej z cyklu dwoch prac, skoncentrowali$my sie na roli MMP-9
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w przepuszczalnoéci naczyniowej towarzyszacej wezesnym etapom zapalenia, a w kolejnej,
na roli tego enzymu w pézniejszym naptywie leukocytéw do tkanki objgtej zapaleniem.
W celu zbadania roli MMP-9 uzyli§my myszy transgenicznych, nie kodujacych tego enzymu
(MMP-9"'). Zaskakujace, okazato si¢, ze pomimo, iz MMP-9 nie zostala wykryta w plynie
wysigkowym obecnym w jamie otrzewnej to stopien przepuszczalno$ci naczyf otrzewnej nie
ulegl obnizeniu u zwierzat pozbawionych tego enzymu w stosunku do zwierzat z aktywnym
genem MMP-9. Co wigcej, u myszy MMP-97 przepuszczalnosé naczyniowa byla istotnie
zwiekszona i to pomimo, iz wykluczylismy kompensujaca role MMP-2, enzymu o podobnej
specyfice substratowej. Dalsze badania ujawnily, ze u myszy MMP-97 liczba komérek
uczestniczacych w zmianach przepuszczalnosci naczyn — mastocytéw i makrofagow
otrzewnowych — nie byfa zmieniona. Natomiast myszy MMP-9" miaty zwigkszony poziom
prostaglandyny E; (PGE2), jednego z mediatorow wazoaktywnych. Dalsze badania wykazaly,
ze bylo to wynikiem zwigkszonej ekspresji, w osiadlych makrofagach otrzewnej,
konstytutywnej izoformy enzymu odpowiedzialnego za syntezg¢ prostaglandyn —
cyklooksygenazy 1 (COX-1) i wiasnie to zjawisko bylo bezposrednio odpowiedzialne za
zwigkszenie przepuszczalnoéci naczyniowej. W dalszych badaniach skoncentrowali$my si¢
na pézniejszych etapach reakcji zapalnej. Oznaczylismy kinetykg produkeji MMP-9, a takie
jej naturalnego inhibitora TIMP-1 (ang. tissue inhibitor of MMP) w plynie wysigkowym
myszy z zapaleniem jamy otrzewnej wywolanym podaniem zymosanu. Przede wszystkim
jednak wykazali$my, ze brak aktywnej MMP-9 (myszy transgeniczne) istotnie obnizat, cho¢
nie hamowal calkowicie, naptywu neutrofili do ogniska zapalnego w stosunku do myszy
kontrolnych. Obnizonej infiltracji neutrofili nie towarzyszylty zmiany w produkcji
prozapalnego TNF-a i mysiej chemokiny dla neutrofili KC, co sugerowato, ze obserwowana
zmiana byla bezposrednio zwigzana z brakiem MMP-9. Badania te potwierdzily wigc, ze
MMP-9 uczestniczy w naptywie neutrofili do ogniska zapalnego, nie jest jednak jedyna
proteazq regulujaca ten proces. Wyniki powyzszych badan zostaly opublikowane
w nastgpujacych pracach oryginalnych:

Kolaczkowska E., Scislowska-Czarnecka A., Chadzinska M., Plytycz B., Rooijen N.,
Opdenakker G., Arnold B. Enhanced early vascular permeability in gelatinase B (MMP-9)-
deficient mice: putative contribution of COX-1-derived PGE, of macrophage origin. Journal
of Leukocyte Biology 2006, 80: 125-132; IF-4,568

Kolaczkowska E., Chadzinska M., Scislowska-Czarnecka A., Plytycz B., Opdenakker G.,
Arnold B. Gelatinase B/matrix metalloproteinase-9 contributes to cellular infiltration in

a murine model of zymosan peritonitis. Immunobiology 2006, 211: 137-148; IF-2,814
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Réwnolegle do badan nad metaloproteinazami rozpocz¢tam pracg z liniami
komérkowymi makrofagéw oraz fibroblastow. W 2006 roku odbytam réwniez szkolenie
w Laboratorium Inzynierii Tkankowej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego w zakresie
hodowli komérek kostnych. Doswiadczenie zdobyte w zakresie hodowli komérkowych oraz
badan nad odczynem zapalnym pozwolity mi podja¢ badania nad biozgodnos$cia materiatéw
polimerowych we wspdipracy z Panig dr hab. inz. Elzbietq Pamula z Katedry Biomateriatow
Wydziatu Inzynierii Materiatowej i Ceramiki Akademii Gérniczo-Hutniczej. W ramach tej
wspdipracy odbylam réwniez szkolenia w zakresie przetwarzania poliestrow alifatycznych
w posta¢ folii i ich modyfikacji za pomoca adsorpcji biatek (kolagen typu I). Wynikiem tej
wspdlpracy sg 4 prace naukowo-badawcze wchodzace w skiad mojej rozprawy habilitacyjne;j.
W kolejnych latach, w zwiazku z moim doswiadczeniem w badaniach nad biozgodnoscia
materiatow, zostatam zaproszona do wspOipracy rowniez przez inne zespoly naukowe
Wydzialu Inzynierii Materiatowej i Ceramiki AGH, a takze przez Zaktad Technologii
Mikrosysteméw i Nanostruktur Krzemowych Instytutu Technologii Elektronowej
w Piasecznie oraz Katedr¢ Widkien Sztucznych Politechniki Podzkiej. Nasze badania
w pierwsze] kolejnosci skupity sig na chenﬁcznej modyfikacji powierzchni polimeréw,
a nastgpnie ocenie ich wiasciwosci fizyko-chemicznych i biologicznych. Celem nadrzgdnym
wszystkich  wymienionych  badan  bylo  opracowanie  polimeréw  alifatycznych
o wiasciwoséciach zapewniajacych prawidlowy przebieg proceséw regeneracji tkanki kostnej
i chrzgstnej w warunkach in vitro. Polimery te powinny by¢ biologicznie aktywne, czyli
powinny kierowaé tworzeniem tkanki poprzez specyficzne oddziatywania molekularne
ligand-receptor, podobne do tych jakie wystgpuja w rodzimej tkance [1]. Poliestry alifatyczne
nie posiadaja na swojej powierzchni ligandow dla receptoréw komorkowych, dlatego tez
w celu nadania im korzystniejszych wiasciwosci biologicznych podjgliSmy badania nad
biologiczna lub chemiczng modyfikacja ich powierzchni. Modyfikacja biologiczna
polimeréw, poprzez pokrycie polimeru kolagenem, zostata opisana uprzednio w jednej z prac
wilaczonych w cykl 5 prac niniejszej rozprawy. Drugi rodzaj modyfikacji polimeru —
modyfikacj¢ chemiczng przeprowadzilismy z uzyciem 1) zasady sodowej oraz 2) za pomocg
plazmy tlenowej. Podczas modyfikacji chemicznych na powierzchni polimeréw powstaja
odpowiednie grupy funkcyjne, ktére maja na celu stworzenie dobrych warunkéw dla
adsorpcji na powierzchni materiatow biatek substancji migdzykomorkowej rozpuszczonych
w medium hodowlanym, ktore dostarczajg ligandéw dla receptoréw komorkowych [2]. Nasze
badania wykazatly, ze zastosowana modyfikacja powierzchni poliestru alifatycznego PGCap

(kopolimer glikolidu z e-kaprolaktonem) przy uzyciu zasady sodowej poprawila istotnie
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przyleganie fibroblastow linii L-929 juz po 6 godzinach dziafania na materiat zasada. Wyniki
te pozostaja w zgodzie z obrazem komdrek spod mikroskopu skaningowego. Morfologia
komérek hodowanych na materiale modyfikowanym uprzednio przez 6 godzin zasada sodowa
ulegta poprawie. Komoérki te byly bardziej rozptaszczone i wydtuzone, a niektére tworzyty
takze wypustki. Modyfikacja polimeru PGCap zasadgq sodowa przez diuzszy okres czasu (24
godziny) spowodowala dodatkowo wzrost zywotnosci hodowanych na nim fibroblastéw.
Roéwniez przeprowadzona przez nas modyfikacja innego polimeru — polisiloksanu, za pomoca

réznych rodzajow plazmy tlenowej, poprawila wiasciwoscei biologiczne badanego materiatu.

StwierdziliSmy tendencj¢ do polepszenia przylegania komorek do polisiloksanu

modyfikowanego rdznymi rodzajami plazmy tlenowej w poréwnaniu z materialem
kontrolnym nie modyfikowanym. Badania zywotnosci komérek, wykazaly jednak, Ze nie
ulega ona poprawie po modyfikacji plazmowej powierzchni polimeru. Wyniki wyzej
opisanych badan zostaty opublikowane w 3 pracach doswiadczalnych:

Pamula E., Scistowska-Czarnecka A., Szlek A., Chadzinska M., Dobrzynski P., Plytycz B.
Chemical modification of poly(glycolide-caprolactone) and its impact on adhesion and
viability of fibroblast in vitro. Engineering of Biomaterials 2006,58-60: 24-28.

Szmigiel D., Hibert C., Bertsh A., Pamula E., Domanski K., Grabiec P., Prokaryn P.,
Scistowska-Czarnecka A., Plytycz B. Fluorine-based plasma treatment of biocompatible
silicone elastomer: the effect of temperature on etch rate and surface properties. Plasma
Processes and Polymers 2008, 5: 246-255; IF-3,73

Szmigiel D., Domanski K., Prokaryn P., Grabiec P., Pamula E., Scistowska-Czarnecka A.,
Plytycz B. Plasma treatet polysiloxane coating for medical implants. Engineering of
Biomaterials 2006, 58-60: 206-209.

W nastgpnym etapie doswiadczen rozpoczgliSmy badania nad biozgodnodcia
polimeréw nanokompozytowych. Polimery stanowig w tych materiatach matrycg, w ktorej
rozmieszczone sg czasteczki bioaktywnego (w naszym przypadku ceramicznego)
nanonapeiniacza. Wykorzystanie tych dwdch rodzajow materiatéw stwarza mozliwosé
otrzymania biozgodnego kompozytu przeznaczonego do regeneracji uszkodzonej tkanki
kostnej. Zwigzane jest to z tym, Zze zastosowane jako nanododatki zwiazki ceramiczne
zawierajq takie pierwiastki jak: wapn, krzem czy fosfor, ktére odgrywaja szczegdlng rolg
w tworzeniu si¢ struktur kosci, procesie ich wapnienia oraz regeneracji po ziamaniach.
Oprocz rodzaju nanododatku, wplyw na szybkos¢ procesu odbudowy tkanki kostnej ma
rowniez ilos¢ wprowadzonego bioaktywnego sktadnika. W naszych badaniach wykazali$my,

ze dodatek 5% krzemianu-wolastonitu (WS) do polimeru alifatycznego poli-g-kaprolaktonu
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(PCL) spowodowat istotng poprawg przylegania/proliferacji osteoblastéw MG-63, zaréwno
w 3 jak i w 7 dniu hodowli, w poréwnaniu do materiatu PCL pozbawionego nanododatkéw.
Z kolei dodatek mniejszej ilodci nanoczasteczek 0.5% WS roéwniez spowodowal wzrost
przylegania/proliferacji komorek, ale tylko podczas diuzszej, 7-dniowej hodowli komérek
z nanokompozytem. Siedmiodniowa hodowla osteoblastéw z obydwoma rodzajami
nanokompozytow spowodowala takze wzrost produkeji przez komérki alkalicznej fosfatazy.
Produkcja tego enzymu jest wyznacznikiem pozadanej w regeneracji tkanki Kkostnej
aktywnosci osteoblastdw. Opisane powyzej wyniki badan zostaty przedstawione w pracy:
Scistowska-Czarnecka A., Menaszek E., Kolaczkowska E., Blazewicz M., Podporska J.
Chemical modification of poly ecaprolactone with wollastonite and its influence on
biological properties of osteoblasts like-cells MG-63. Engineering of Biomaterials 2011,
102:11-14.

W naszych kolejnych badaniach nanododatki ceramiczne w postaci hydroksyapatytu
(Hap), krzmionki (SiO,), bioszkta (BG) lub ortofosforanu wapnia (TCP) zostaly rozproszone
we wioknach naturalnego polimeru (alginianu wapnia lub alginianu cynku), a nastgpnie
umieszczone w matrycy polimerowej: poliglikolidu (PGLA), poli-g-kaprolaktonu (PCL) lub
dibutyrylochityny (DBC). Zastosowane rozproszenie nanoczgsteczek w naturalnych widknach
miato na celu stopniowe uwalnianie nanoczasteczek, przed nastepujaca zdecydowanie wolniej
degradacjq matrycy polimerowej. To z kolei powodowato mozliwos¢ szybszego dzialania
uzytych nanododatkéw ceramicznych na procesy kosciotworzenia. W przeprowadzonych
wstepnych badaniach biologicznych wyzej wymienionych nanokompozytéw polimerowo-
wioknistych wykazaliSmy, ze najbardziej korzystnym i obiecujacym z punktu widzenia
biozgodnosci nanododatkiem jest hydroksyapatyt. Pod jego wplywem stwierdziliémy
poprawe przylegania osteoblastdéw do nanokompozytu na matrycy polikaprolaktonu (PCL),
a takze obnizong cytotoksycznos$¢ w stosunku do osteoblastow nanokompozytu na matrycy
poligliglikolidu (PGLA). W 7 dniu hodowli osteoblasty w kontakcie z tym samym
nanokompozytem (na matrycy PGLA) wykazywaty takze, obnizong produkcje tlenku azotu. Z
kolei dodatek widkien alginianu cynku z nanoczasteczami ortofosforanu wapnia (TCP) do
polimeréw PCL oraz DBC obnizyt liczbg osteoblastow przylegajacych do nanokompozytu.
Wyniki te, wraz z wilasciwosciami fizyko-chemicznymi nanokompozytéow, zostaly
opublikowane w 3 pracach naukowo-badawczych:
Bogun M., Stodolak E., Menaszek E., Scistowska-Czarnecka A. Composites based on poly-
epsilon-caprolactone and calcium alginate fibres containing ceramic nanoadditives for use in
regenerative medicine. Fibres & Textiles in Eastern Europe 2011, 19: 17-21; IF-0,801
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Scislowska-Czarnecka A., Stodolak-Zych E., Prawdzik E., Menaszek M. Evaluation of
cytocompatibility of PLGA and PLGA-based nanocomposite biomaterials in osteoblasts
cultures. Engineering of Biomaterials 2012, 112: 2-5.

Bogun M., Krucinska I, Komisarczyk A., Mikolajczyk T., Blazewicz M., Stodolak-Zych E.,
Menaszek E., Scistowska-Czarnecka A. Fibrous polymeric composites based on alginate
fibres and fibres made of poly-e-caprolactone and dibutyryl chitin for use in regenerative
medicine. Molecules 2013, 18: 3118-3136, IF-2,428

Obecnie czyni si¢ wiele wysitkéw, aby poprawi¢ biokompatybilnos¢ tytanu i jego
stopow, gléwnie przez zmiang¢ topografii i wlasciwosci fizyko-chemicznych materiaty, tak
aby sprzyjaly one wiasciwej aktywnosci komdrek kostnych. Dlatego tez celem moich
kolejnych badafi byla ocena biologiczna modyfikowanych powierzchniowo implantéw
tytanowych. Badania te odbywaty si¢ w ramach wspdlpracy z Wydzialem Inzynierii
Materiatfowej i Ceramiki AGH w Krakowie oraz z Zakladem Technologii
Optoelektronicznych Wojskowej Akademii Technicznej w Warszawie.

Zmiang wiasciwoséci powierzchni mozna osiggnaé dzigki réznym technikom:
azotowania, utleniania, wodorowania, naweglania (lub ich kombinacji), a takze nakladajac
warstwy o odpowiednim sktadzie chemicznym. Wyniki naszych badan wskazaly istotng
poprawe przylegania osteoblastow MG-63 do powierzchni tytanu modyfikowanego dwoma
rodzajami warstw: C:N:H oraz SiCxNy(H) w poréwnaniu do samego tytanu. Komorki te
wykazywaly réwniez nizsza aktywnosé zapalng: produkowaly mniej cytokin prozapalnych
(TNF-a, IL-12) i przeciwzapalnych (IL-10), w poréwnaniu z komoérkami hodowanymi na
niemodyfikowanej powierzchni tytanu. Wykazalismy takze wzrost przylegania osteoblastéw
MG-63 do tytanu modyfikowanego hydroksyapatytem (HA), fosforanem wapnia (OCP) oraz
mieszaning hydroksyapatytu z bioszktem (HA+BG). WykazalisSmy rowniez, ze szczegblnie
tytan pokryty warstwa hydroksyapatytu z domieszka jonéw magnezu poprawia przyleganie
osteoblastow, a takze stymuluje w sposdb istotny wiasciwosci osteoinduktywne komdrek
MG-63. Opisane wyniki zostaly przedstawione w 4 pracach naukowo-badawczych:
Scistowska-Crarnecka A., Menaszek E., Kotaczkowska E., Janus M., Styputa B. The effect of
titanium alloy modified with a-C:N:H and a-SiCxNy(H) coatings on adhesion and immune
response of human osteoblast-like MG-63 cells. Engineering of Biomaterials 2008, 81-84:
126-128.

Mréz W, Bombalska A, Budner B, Burdynska S, Jedynski M, Prokopiuk A, Menaszek E,
Scistowska-Czarnecka A, Niedzielska A, Niedzielski K. Comparative study of hydroxyapatite
and octacalcium phosphate coatings deposited on metallic implants by PLD method. Applied
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Physics A: Materials Science & Processing 2010, 101 13-716, IF-1,545

Mroz W., Jedynski M., Burdynska S., Prokopiuk A., S[dsarczyk A., Menaszek E., Scistowska-
Czarnecka A., fqczka M., Cholewa-Kowalska K., Niedzielska A. Comparative study of
hydroxyapatite and hydroxyapatite mixed with bioglass coatings of metallic implants,
deposited by PLD method. Engineering of Biomaterials 2008, §1-84: 121-123.

Mréz W., Bombajska A., Burzyhiska S., Jedyriski M., Prokopiuk A., Budner B., Slésarczyk A.,
Zima A., Menaszek E., Scistowka-Czarnecka A., Niedzielski K. Structural studies of
magnesium doped hydroxyapatite coatings afier osteoblast culture. Journal of Molecular

Structure 2010, 977:145-152; [I*-1,404
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Najwazniejsze osiagnigcia mojej dotychczasowej pracy naukowej zostaly opisane w
26 oryginalnych publikacjach naukowych, w tym 20 z tzw. Listy Filadelfijskiej. W 8 z tych
publikacji jestem pierwszym i wiodacym/korespondencyjnym autorem. Wyniki moich prac
badawczych byly licznie prezentowane na konferencjach migdzynarodowych (28 doniesien) i
krajowych (15 doniesien). Ponadto, cztery z nich zaprezentowatam w formie wykladow, a
pozostate w formie plakatow lub referatéw wygloszonych przez wspdétautoréw. Sumaryczny
impact factor (IF) moich publikacji (zgodnie z baza JCR z 2012 r.) wynosi 37,916, w tym
przed doktoratem 3,342. Zgodnie z punktacjg MNiSW z dnia 20 grudnia 2012 wszystkie moje
publikacje maja tacznie 567 punktow (w tym przed doktoratem 55 pkt.). M6j Indeks Hirscha
wynosi 8 wg bazy Web of Science (stan na dzien 10 wrzesnia 2013). Publikacje, w ktorych
bylam wspdlautorka byty cytowane tacznie 167 razy w wiodacych czasopismach o zasiggu
migdzynarodowym takich jak: Laboratory Animals; Immunology Letters; Inflammation
Research; Trends in Immunology, Mediators of Inflammation; Developmental and
Comparative Immunology; Immunobiology; Journal of Leukocyte Biology, Journal of

Micromechanics and Microengineering, Journal of Applied Polimer Science; Journal of
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Clinical Rehabilitative Tissue Engineering Research; Materials Science and Engineering;
Journal of Materials Science and Technology i innych. Recenzowatam réwniez prace
przystane do czasopism: Mediators of Inflammation 1 Materials Science and Engineering.
Prowadzone przeze mnie badania byly finansowane gléwnie ze $rodkoéw
przyznawanych w ramach konkursow na projekty badawcze. Bylam kierownikiem
2 projektow: grantu promotorskiego finansowanego przez KBN oraz grantu indywidualnego
finansowanego ze $rodkéw Akademii Wychowania Fizycznego w Krakowie. Bylam takze
wykonawcg 2 projektéw KBN, 3 projektow MNiSW oraz 1 projektu finansowanego
z funduszy Unii Europejskie;.
2000 —2001: Grant promotorski - 6P04C03819: ,Badania wplywu stresu na
eksperymentalny odczyn zapalny u myszy i ryb” — kierownik.
2002 —2004: Projekt KBN - 3P04C04721 ,,Badania interakcji: opioidy i odczyn zapalny” —
wykonawca.
2005 — 2008: Projekt KBN - 3T08D 019 28: ,Badanie wptywu budowy chemicznej
i topografii powierzchni biomateriatéw na ich zachowanie si¢ w srodowisku biologicznym in
vitro” — wykonawca.
2007 —2008: Projekt uczelniany AWF - 215/KF/2007: ‘Badania in vitro wplywu
resorbowalnych podlozy polimerowych: PGLA, PLTMC, PGLCap, PGCap na morfologie
i aktywno$é osteoblastow MG63, fibroblastow L1929 oraz makrofagéw RAW 264.7—
kierownik.
2008 - 2010: Projekt MNiSW Badawczy Eureka 3033 - BIONANOCOPOSIT:
‘Hydroxyapatite nanocomposite Ceramics - New implant material for bone substitutes —
glowny wykonawca czgsci biologicznej in vitro projektu”.
2009 — 2012: Projekt MNiSW - N N507 280736: ,,Opracowanie resorbowalnych
biomaterialow  polimerowych do regeneracji tkanki kostnej” - wykonawca.
2009 —2013: Projekt finansowany z Unii Europejskiej - WND POIG.01.03.01-12-174/09
PSP: S/FS0/0052.01 ,,Kompleksy wanadu — innowacyjne metalofarmaceutyki w leczeniu
cukrzycy”’- wspotwykonawca.
2010 - 2013: Projekt MNiSW - N507 40193: ,Kompozytowe materialty hybrydowe
o whasciwosciach osteokonduktywnych i osteoinduktywnych do regeneracji tkanki kostnej” —
gtéwny wykonawca czgsci biologicznej in vifro projektu.
Za osiagniccia naukowe otrzymatam indywidualng Nagrod¢ Rektora Akademii
Wychowania Fizycznego II stopnia (2007), oraz 3 Indywidualne Nagrody Rektora I stopnia

(2005-11).
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