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1. Imi¢ i Nazwisko: Anna Bajek

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

uzyskania oraz tytul rozprawy doktorskie;j:

2005 - dyplom magistra biologii

Zaktad Biochemii, Instytut Biologii Ogolnej i Molekularnej, Wydziat Biologii i Nauk
o Ziemi, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytul pracy magisterskiej: ,,Ekto- | egzo-enzymy naczyn krwionosnych i krwi $wini”

Promotor: dr hab. Michat Komoszynski, prof. UMK

2005 - dyplom ukonczenia Miedzywydzialowego Studium Pedagogicznego przy

Uniwersytecie Mikotaja Kopernika w Toruniu

2010 - dyplom doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej

Zaktad Inzynierii Tkankowej, Wydziat Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika
Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytut rozprawy doktorskiej: ,,Mozliwosci transdyferencjacji mezenchymalnych komorek
macierzystych (MSC) szczura w komorki mie$niowe, badanie in vitro”

Promotor: prof. dr hab. Tomasz Drewa

2011 - dyplom ukonczenia studiéw podyplomowych
Menadzer Projektu Badawczo-Rozwojowego

Wyzsza Szkota Bankowa w Poznaniu
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3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

od 26.09.2005 do 28.02.2011 - asystent w Zakladzie Inzynierii Tkankowej, Wydziat
Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet

Mikotaja Kopernika w Toruniu

od 1.03.2011 do nadal - adiunkt w Zaktadzie Inzynierii Tkankowej, Wydzial Lekarski,
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja

Kopernika w Toruniu

od 2. 11. 2015 do nadal — p.o. kierownika Zaktadu Inzynierii Tkankowej, Wydziat
Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet

Mikotaja Kopernika w Toruniu

dodatkowo od 23.01.2012 do 31.05.2013 - pracownik naukowo-techniczny w Klinice
Ortopedii Ogolnej, Onkologicznej i Traumatologii, Wydzial Lekarski II, Uniwersytet
Medyczny im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu

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

a/ tytul osiggnigcia naukowego:

»Mezenchymalne komorki macierzyste ptynu owodniowego i tkanki tluszczowej,

badania eksperymentalne”

b/publikacje wchodzace w zakres zglaszanego osiggniecia naukowego (autor/autorzy,

tytul/tytuty publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa):

Oswiadczenia wszystkich wspotautorow okreslajgce indywidualny wkiad kazdego z nich
W powstanie poszczegolnych publikacji znajdujq si¢ w Zatgczniku nr 4. Wartos¢ IF wg JCR
i punktacje MNISW dla poszczegolnych publikacji podano zgodnie z rokiem ich
opublikowania, z wyjgtkiem publikacji opublikowanych w roku 2017, dla ktorych przyjeto IF
i punktacje MNiISW, jak w roku 2016.
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Osiggniecie zostato udokumentowane cyklem 6 publikacji, ktére uszeregowano tematycznie,

a nie chronologicznie zgodnie z rokiem ich publikacji.

1. Bajek A, Olkowska J, Gurtowska N, Kloskowski T, Walentowicz-Sadtecka M, Sadtecki P,
Grabiec M, Drewa T, 2014, Human amniotic-fluid-derived stem cells: a unique source for
regenerative medicine, Expert Opin Biol Ther, 14(6): 831-839.

IF =3,743; pkt MNiSW = 30

Moj wkiad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy i analizie
pismiennictwa. Wspotuczestniczytam w napisaniu manuskryptu oraz redagowaniu tekstu
w jezvku angielskim. Prowadzilam korespondencje z edytorem oraz odpowiadatam

na recenzje jako autor korespondencyjny. Moj udzial procentowy szacuje na: 35%.

2. Bajek A, Gurtowska N, Olkowska J, Kazmierski 1., Maj M, Drewa T, 2016, Adipose-
derived stem cells as a tool in cell-based therapies, Arch Immunol Ther Exp, 64(6): 443-454.
IF = 2,040; pkt MNiSW = 25

Moj wkiad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy i analizie
pismiennictwa. Wspotuczestniczytam w napisaniu manuskryptu oraz redagowaniu tekstu
w jezyku angielskim. Prowadzilam korespondencje z edytorem oraz odpowiadatam

na recenzje jako autor korespondencyjny. Moj udziat procentowy szacuje na: 40%.

3. Bajek A, Olkowska J, Walentowicz-Sadtecka M, Walentowicz P, Sadtecki P, Grabiec M,
Bodnar M, Marszatek A, Debski R, Porowinska D, Czarnecka J, Kazmierski ¥, Drewa T,
2017, High quality independent from a donor : Human Amniotic Fluid derived Stem Cells -
a practical analysis based on 165 clinical cases, J Cell Biochem, 118(1): 116-126.

IF = 3,085; pkt MNiSW = 25

Moj wkitad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan i ich koordynacji,
przygotowaniu tabeli 1, analizie pismiennictwa, napisaniu manuskryptu w jezyku angielskim,
prowadzeniu korespondencji z edytorem i odpowiedzi na recenzje jako autor
korespondencyjny. Wspotuczestniczytam w  izolacji i hodowli komorek macierzystych,
optymalizacji warunkow roznicowania, przygotowaniu ich do dalszych analiz, ocenie

merytorycznej wynikow oraz w ich opracowaniu. Moj udzial procentowy szacuje na: 40%.

4. Bajek A, Gurtowska N, Olkowska J, Maj M, Kazmierski L, Bodnar M, Marszatek A,
D¢bski R, Drewa T, 2017, Does the harvesting technique affect the properties of adipose-
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derived stem cells? - The comparative biological characterization, J Cell Biochem, 118(5):
1097-1107.

IF = 3,085; pkt MNiSW =25

Moj wktad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan i ich koordynacji,
analizie markerow pluripotencji (wyniki zostaly przedstawione na rycinie 6), analizie
pismiennictwa, napisaniu manuskryptu w jezyku angielskim, prowadzeniu korespondencji
z edytorem i odpowiedzi na recenzje jako autor korespondencyjny. Wspotuczestniczytam
w izolacji i hodowli komorek macierzystych oraz analizie merytorycznej wynikow. Moj udziat

procentowy szacuje na: 50%.

5. Bajek A, Gurtowska N, Gackowska L, Kubiszewska |, Bodnar M, Marszatek A,
Januszewski R, Michatkiewicz J, Drewa T, 2015, Does the liposuction method influence the
phenotypic characteristic of human adipose-derived stem cells?, Biosci Rep, 35(3): e00212,
1-9.

IF =2,446; pkt MNiISW =20

Moj wktad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan i ich koordynacji,
analizie pismiennictwa, napisaniu manuskryptu w jezyku angielskim, prowadzeniu
korespondencji z edytorem i odpowiedzi na recenzje jako autor korespondencyjny.
Wspotuczestniczytam w  izolacji i hodowli komorek macierzystych, przygotowaniu ich
do dalszej analizy fenotypowej oraz analizie merytorycznej wynikow. Moj udziat procentowy

szacuje na: 50%.

6. Bajek A, Olkowska J, Walentowicz-Sadtecka M, Sadtecki P, Grabiec M, Porowinska D,
Drewa T, Roszkowski K, 2017, Human Adipose-Derived and Amniotic Fluid-Derived Stem
Cells: a preliminary in vitro study comparing myogenic differentiation capability, Med Sci
Monitor; 23: DOI: 10.12659/MSM.905826.

IF =1,585; pkt MNiSW =15

Moj wktad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan i ich koordynacji
oraz analizie pismiennictwa. Wspotuczestniczytam w  izolacji i hodowli komorek
macierzystych, optymalizacji warunkow roznicowania, analizie merytorycznej wynikow,
napisaniu manuskryptu w jezyvku angielskim, odpowiedzi na recenzje oraz zgromadzeniu

funduszy na opublikowanie pracy. Méj udziat procentowy szacuje na: 45%.

Sumaryczny IF osiggnie¢cia = 15,984
Liczba punktow MNiSW = 140
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c/omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikow wraz z oméwieniem ich

ewentualnego wykorzystania - wszystkie cytowania umieszczono w spisie piSmiennictwa.

Wprowadzenie

Termin ,.komorka macierzysta” wspotczesnego znaczenia nabrat w XX wieku, chociaz po raz
pierwszy uzyty zostal w 1868 roku [Ramalho-Santos i Willenbring, 2007]. Komorki
macierzyste definiowane sg jako komorki niskozroéznicowane, zdolne do nieograniczonej
liczby podziatéw, czyli samoodnawiania swojej populacji i wielokierunkowego rdéznicowania.
Komorki te klasyfikuje si¢ w zaleznosci od zrodta pochodzenia oraz potencjatu
do rdéznicowania w roézne typy komodrek [Bajek 1 wsp., 2011]. Obecnosé
niehematopoetycznych komorek macierzystych w szpiku kostnym po raz pierwszy zostata
zaobserwowana przez niemieckiego patologa Josepha Cohnheima ponad 130 lat temu.
Jednakze niezbitych dowodow dostarczylta praca Friedensteina i wsp. Zespot badaczy w 1974
roku zidentyfikowat w szpiku kostnym adherentng populacje komorek, o fibroblastopodobne;j
morfologii, ktore dzi§ znane s3 jako mezenchymalne komorki macierzyste (MSC, ang.
Mesenchymal Stem Cells) [Friedenstein 1 wsp., 1974]. Pojecie to zostalo spopularyzowane
przez Caplana, ktory jako pierwszy opisal izolacj¢ mezenchymalnych komorek macierzystych
ze szpiku kostnego [Caplan, 1991].

Obecnos¢ komorek macierzystych o podobnych witasciwosciach do tych, ktore zostaty
zidentyfikowane w szpiku kostnym potwierdzono prawie we wszystkich tkankach organizmu,
m.in. w kosciach, skorze, mig$niach szkieletowych, krwi obwodowej oraz w tkankach
ptodowych 1 tkance ttuszczowej [Kuroda i wsp., 2011]. Pomimo, iz wszystkie te komorki
okreslane sag wspolnym mianem mezenchymalnych komorek macierzystych, nalezy pamigtac,
ze populacja ta jest heterogenna i rézni si¢ pewnymi cechami biologicznymi w zalezno$ci
od zrodia ich izolacji [Kalinina 1 wsp., 2011]. W 2006 roku Miedzynarodowe Towarzystwo
Terapii Komoérkowych ~ (ISCT, ang. International Society for Cellular Therapy)
zaproponowato trzy minimalne kryteria niezbedne do identyfikacji komorek MSC. Pierwsze
to zdolnos$¢ adhezji do powierzchni naczynia hodowlanego, drugie - ekspresja specyficznych
antygenoéw powierzchniowych i trzecie - potencjal do réznicowania [Salem i wsp., 2010].
W swietle dzisiejszych badan nad biologia komoérek macierzystych definicja ta jest mato
specyficzna i zawodzi, szczegdlnie w przypadku komoérek MSC izolowanych z roéznych
zrodet [Heo i wsp., 2015]. Od czasu identyfikacji komorek macierzystych w szpiku kostnym,
komoérki te uwazane sa jako uniwersalne narzedzie medycyny regeneracyjnej, gléwnie

ze wzgledu na ich duzg plastyczno$¢ oraz duza zywotnos¢ podczas procesu izolacji [Lindroos

6



dr n. med. Anna Bajek Zatqcznik nr 24

1 wsp., 2011]. Aspiracja szpiku kostnego wiagze si¢ jednak z inwazyjng 1 bolesng procedura.
Dlatego tez, poszukuje si¢ alternatywnych zrddet komoérek macierzystych, ktore pozwola
na izolacj¢ wystarczajacej liczby mezenchymalnych komodrek macierzystych do celow
terapeutycznych. Co wigcej, komoérki macierzyste wykorzystywane do celéw klinicznych
powinny spetnia¢ nast¢pujace kryteria: duza dostepnos$¢, minimalnie inwazyjny proces ich
pobierania, a takze zywotno$¢ i mozliwos¢ wielokierunkowego roznicowania niezaleznie
od wieku dawcy. Wydaje si¢, ze zrodtami komorek, ktore spelniaja powyzsze wymagania
sa plyn owodniowy i tkanka thuszczowa.

Ptyn owodniowy nalezy do tkanek pozazarodkowych, ktore sa doskonatym zrodiem

do badania charakterystycznych cech komérek MSC w nich zawartych. Pobranie ptynu
owodniowego jest zalecanym zabiegiem w przypadku m.in. podejrzenia wad genetycznych
u plodu, a izolacja komoérek macierzystych nastepuje z nadwyzki diagnostycznych tkanek
prenatalnych, pod warunkiem $wiadomej i dobrowolnej zgody pacjentki oraz uzyskania
zgody Lokalnej Komisji Bioetycznej.
Pierwsze doniesienia o obecnosci komorek macierzystych w ptynie owodniowym pojawity
si¢ w 2001 roku [Kaviani 1 wsp., 2001], a prace nad ich wlasciwosciami biologicznymi
prowadzone s3 od 2003 roku. Ludzkie mezenchymalne komorki macierzyste ptynu
owodniowego wykazuja ekspresj¢ wielu markeréw, m.in. OCT4, DDES-4, CD90, czy CD44
[Tsai 1 wsp., 2006; Chambers 1 wsp., 2007]. Nie wykazuja jednak ekspresji takich markerow,
jak CD45, CD34 czy CD14 [In't Anker i wsp., 2003]. Sa to komorki o duzym potencjale
do wielokierunkowego réznicowania: w komorki pochodzenia mezodermalnego, w komorki
endotelialne, a takze w hepatocyty, keratynocyty, czy komoérki nerwowe [De Coppi 1 wsp.,
2007; Atala, 2009]. Mechanizmy odpowiedzialne za procesy réznicowania sg jednak wcigz
niewystarczajaco poznane. Nalezy réwniez pamigtac, ze sterowanie procesem roznicowania
jest znacznie trudniejsze w warunkach in vivo.

Tkanka thuszczowa jest tkanka taczng charakteryzujaca si¢ duzg hetrogennoscia
pod wzgledem morfologicznym, funkcjonalnym i regulatorowym [Furstenberg i wsp., 2010].
W przeszto$ci uwazana byla za bierny magazyn energii. Prawdziwego przelomu dokonano
w 2001 roku, kiedy po raz pierwszy opisano nowe zrddlo somatycznych komorek
macierzystych wyizolowanych z tkanki ttuszczowej [Zuk 1 wsp., 2001]. Tkanka ttuszczowa
wydaje si¢ by¢ bogatym rezerwuarem komorek macierzystych, ze wzgledu na jej dostepnosé
w organizmie oraz mozliwos$¢ pobierania jej w duzych ilosciach, co wptywa na zwigkszenie
wydajnosci izolacji MSC 1 ogranicza koniecznos¢ dlugoterminowej hodowli in vitro,

zmniejszajac tym samym ryzyko aberracji chromosomowych [Uzbas i wsp., 2015; Baptista
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1 wsp., 2015]. Najczesciej tkanke tluszczowa uzyskuje si¢ podczas zabiegdw liposukcji.
Kazdego roku w Stanach Zjednoczonych przeprowadza si¢ $rednio 400 000 liposukcji,
podczas ktorych pobiera si¢ od 0,1 do 3 litrow lipoaspiratu [Bunnell i wsp., 2008]. Metody
izolacji komponentow komoérkowych z tkanki tluszczowej opieraja si¢ z kolei na izolacji
dwoch frakceji: populacji dojrzatych adipocytow i frakcji naczyniowo-stromalnej (SVF, ang.
Stromal Vascular Fraction) [Peinado i wsp., 2012]. Frakcja SVF zawiera multipotencjalne
komoérki macierzyste, ktére izolowane sa metodami enzymatycznymi, wykorzystujac
jednoczesnie ich zdolno$ci adhezyjne [Lindroos i wsp., 2011]. Najwigkszg zaleta komorek
macierzystych tkanki tluszczowej jest ich duza liczebno$¢. Z 1g tkanki mozliwe jest
wyizolowanie $rednio 0,5-2,0x10° komoérek frakcji SVF, co odpowiada 1-10% komérek
macierzystych [Bear i wsp., 2013]. Komorki te wykazujg ekspresje nastepujacych markerow:
CD13, CD29, CD44, CD49, CD90 1 CDI105 i nie wykazuja ekspresji markerow
hematopoetycznych: CD14, CD31, CD45 i CD144 [Zuk i wsp., 2013]. W dostepnym
pis$miennictwie mozna znalez¢ wiele niejasnosci zwigzanych z nazewnictwem populacji
komorek macierzystych w tkance thuszczowej. W zwigzku z tym w 2004 roku zdecydowano
o przyjeciu terminu ASC (ang. Adipose Derived Stem Cells) opisujacego adherentng
1 multipotencjalng populacje¢ komorek macierzystych izolowanych z tkanki ttuszczowe;.
Mimo dokonania ogromnego postgpu w badaniach nad biologia komorek
macierzystych, zastosowanie ich w praktyce Klinicznej jest nadal problematyczne.
Kilkadziesigt zarejestrowanych badan klinicznych z uzyciem mezenchymalnych komoérek
macierzystych nie daje wynikow jednoznacznie potwierdzajacych efektywnos¢ tego typu
terapii. To, czy komorki te kiedykolwiek beda czeScia standardowo stosowanych metod
leczenia pozostawia wiele pytan 1 watpliwosci. Mezenchymalne komorki macierzyste
otrzymywane sa z réznych zrddel, réznymi metodami zwigzanymi z ich izolacja i hodowla.
Moze mie¢ to ogromny wpltyw na ich przydatno$¢ w praktyce klinicznej 1 uzyskane wyniki.
Dlatego tez, analiza ich wlasciwos$ci biologicznych moze by¢ niezwykle pomocna w ich

potencjalnym zastosowaniu w codziennej praktyce klinicznej.

Celem naukowym prezentowanego cyklu prac bylo:

- przedstawienie aktualnej wiedzy dotyczacej ptodowych komoérek macierzystych, ich
charakterystyka fenotypowa oraz potencjalne zastosowanie w terapiach komoérkowych (praca
nrl),

- przedstawienie aktualnej wiedzy dotyczacej charakterystycznych cech biologicznych

mezenchymalnych komoérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASC) oraz ich potencjalu
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regeneracyjnego i aplikacji klinicznych w oparciu o zarejestrowane badania kliniczne (praca
nr2),

- kompleksowa analiza wtasciwosci biologicznych ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych ptynu owodniowego oparta na 165 klinicznych probach i szeroka statystyczna
analiza korelacji pomig¢dzy charakterystykg pacjenta a sukcesem zaktadania hodowli komoérek
macierzystych ptynu owodniowego, w warunkach in vitro (praca nr 3),

- kompleksowa analiza wtasciwosci biologicznych ludzkich komoérek macierzystych tkanki
thuszczowej (ASC) pobieranej roéznymi metodami: resekcja chirurgiczna, liposukcja
wspomagana maszynowo i liposukcja laserowa (praca nr 4),

- analiza 242 markeréw powierzchniowych oraz okreslenie réznic fenotypowych pomiedzy
mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi tkanki thuszczowej (ASC) pobieranej r6znymi
technikami liposukcji (praca nr 5),

- analiza poréwnawcza potencjatu do roznicowania mezenchymalnych komoérek
macierzystych plynu owodniowego i tkanki tluszczowej w migsénie szkieletowe i gladkie,

pod wptywem jednakowych czynnikow roznicujacych (praca nr 6).

Omowienie uzyskanych wynikow

Cykl szesciu prac wchodzacych w zakres zglaszanego osiggnigcia naukowego dotyczy
analizy wilasciwosci biologicznych (m.in. fenotypu immunologicznego 1 potencjatu
do réznicowania) ludzkich mezenchymalnych komorek macierzystych izolowanych z ptynu
owodniowego i tkanki thuszczowe;.

Historia komorek macierzystych jest dos¢ dluga, pierwsze wzmianki pojawily si¢ pod
koniec XIX wieku. Wowczas jednak okreslano je jako krwiotworcze komorki prekursorowe.
W ostatnich latach definicja ta zostata znacznie rozszerzona i rozbudowana. Obecnie uwaza
si¢, ze komodrki macierzyste sa komoérkami niskozréznicowanymi o duzym potencjale
proliferacyjnym 1 regeneracyjnym. Pomimo jednak tak dtugiej historii badan nad biologia
komorek macierzystych, a w szczegdlnosci mezenchymalnych komorek macierzystych,
okreslenie ich doktadnego fenotypu i1 wskazanie specyficznego, unikatowego markera
niezbg¢dnego do ich identyfikacji wcigz pozostaje wyzwaniem.

Tematem komorek macierzystych zainteresowatam si¢ pod koniec 2006 roku,
po odbyciu stazu w Laboratorium Inzynierii Tkankowej, kierowanym przez prof. Michaela
Sittingera, Medycznego Uniwersytetu Charite w Berlinie. Przez pierwsze trzy lata mojej
pracy naukowej optymalizowatam warunki izolacji 1 hodowli szczurzych mezenchymalnych

komoérek macierzystych izolowanych ze szpiku kostnego, a takze podejmowatam proby
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indukowania ich réznicowania w kierunku komoérek migsniowych. Zwienczeniem tej pracy
bylo uzyskanie stopnia doktora nauk medycznych w 2010 roku, z zakresu mozliwosci
transdyferencjacji komoérek macierzystych szpiku kostnego w  kierunku komorek
mig$niowych. Nastgpnie pracowatam nad biologiag komorek macierzystych, izolowanych
jednak z r6znych zrédet. Nawigzanie wspotpracy z Katedrg Potoznictwa, Chorob Kobiecych
i Ginekologii Onkologicznej CM UMK, Katedra Chirurgii Ogoélnej, Naczyniowej
i Endokrynologicznej CM UMK, a takze z prywatnymi klinikami: Centrum Medyczne
Bienkowski i Centrum Medyczne Laser-Med w Bydgoszczy zaowocowato prowadzeniem
badan nad mezenchymalnymi komaérkami macierzystymi izolowanymi z pltynu owodniowego
i tkanki tlhuszczowej, ktore kontynuowane sg do chwili obecnej. Na wszystkie badania
z uzyciem zwierzecych i1 ludzkich komorek macierzystych uzyskatam zgode Lokalnej

Komisji Bioetycznej.

Praca nr 1: Bajek A, Olkowska J, Gurtowska N, Kloskowski T, Walentowicz-Sadtecka M,
Sadtecki P, Grabiec M, Drewa T. Human amniotic-fluid-derived stem cells: a unique source
for regenerative medicine. Export Opin Biol Ther. 2014; 14: 831-839.

Praca nr 2: Bajek A, Gurtowska N, Olkowska J, Kazmierski L., Maj M, Drewa T. Adipose-
derived stem cells as a tool in cell-based therapies. Arch Immunol Ther Exp. 2016; 64: 443-
454,

Wstep do cyklu prac oparto na artykutach pogladowych, dotyczacych wlasciwosci
biologicznych, a takze aplikacji klinicznych mezenchymalnych komoérek macierzystych ptynu
owodniowego (praca nr 1) i tkanki tluszczowej (praca nr 2). Na immunofenotyp komorek
macierzystych wplywa wiele czynnikow, m. in. metoda izolacji i warunki hodowli in vitro.
Dane literaturowe z o$rodkow naukowych na caltym $wiecie wskazuja na ogromng liczbe
roznych protokoldw izolacyjnych i1 hodowlanych ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych izolowanych z ptynu owodniowego. Dlatego tez, w pracy nr 1
przeanalizowano te metody i wyodrebniono pig¢ gldéwnych grup: selekcja komorek
na podstawie obecnosci markera powierzchniowego CDI117, krétkoterminowe hodowle
w celu izolacji kolonii komoérek fibroblasto-podobnych, mechaniczna izolacja komorek
progenitorowych, jednoetapowa hodowla komorek do momentu pojawienia si¢ kolonii
komorek progenitorowych oraz hodowla dwuetapowa zaktadajaca ponowne zatozenie

hodowli amniocytow, nie ulegajacych adhezji. Okreslenie warunkow efektywnej izolacji,
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a takze hodowli komorek MSC jest kwestig kluczows, majacg wptyw na liczbe uzyskanych
komoérek a takze na ich potencjal regeneracyjny, co jest szczegélnie wazne dla ich
zastosowania w praktyce klinicznej. Nie mniej waznym aspektem jest utrzymanie
multipotencjalnego charakteru komoérek macierzystych. Dyskusja nad koncepcja
plastycznosci komorek, czyli zdolnosci zmiany swojego fenotypu i przekroczenia bariery jej
pochodzenia, z okreslonego listka zarodkowego, ma dlugg histori¢. Ludzkie mezenchymalne
komoérki macierzyste ptynu owodniowego ulegaja typowemu rdéznicowaniu w komorki
pochodzenia mezodermalnego. Wykazano jednak, ze moga one roznicowac si¢ takze w inne
typy komorek, chociaz mechanizm jest wcigz stabo poznany, co tym samym wzbudza wiele
kontrowersji. R6znicowanie mezenchymalnych komoérek macierzystych ptynu owodniowego
w warunkach in vitro w okre§lonym kierunku wymaga zastosowania specyficznych
czynnikow wzrostu lub zwigzkéw chemicznych o wlasciwosciach réznicujacych. W pracy
nr 1 zebrano i opisano najczgsciej stosowane czynniki determinujace réznicowanie. Opisano
réwniez wybrane dotychczasowe aplikacje kliniczne ludzkich mezenchymalnych komorek
macierzystych ptynu owodniowego. Niestety, pomimo zadowalajacych rezultatow in vitro,
niewiele jest pozytywnych efektow in vivo, ktore potwierdzatyby realne dziatanie terapii
komorkowych z zastosowaniem tych komodrek. W zwigzku z tym podj¢to probe analizy
dlaczego terapie komodrkowe zawodza. Podstawowym ograniczeniem jest trudno$¢
przeniesienia wynikéw uzyskanych w warunkach in vitro na grunt badan in vivo. Co wiecej,
warunki in vitro moga wplywaé na zmniejszenie tempa proliferacji, utrate
multipotencjalnosci, a takze znaczaco wptywa¢ na indukcje starzenia si¢ komorek
macierzystych. Nie wiadomo takze, czy przeszczepione mezenchymalne komoérki macierzyste
ptynu owodniowego zachowujg swdj stan niezroznicowania wspierajac dlugoterminowy efekt
terapeutyczny. Z punktu widzenia klinicznych efektow, kluczowa jest integracja komorek
przeszczepionych z uszkodzonymi tkankami czy narzadami. Nie ma takze jednoznacznych
protokotow standaryzujacych liczbe przeszczepianych komorek, liczbg iniekcji, a takze
sposobow ich aplikacji. Biorac pod uwage wszystkie powyzsze aspekty, przed podjeciem
decyzji o przeczepieniu mezenchymalnych komodrek macierzystych nalezy odpowiedzie¢
na nastgpujace pytania: Czy komorki macierzyste sa w stanie zachowaé zywotno$¢
1 proliferacje w miejscu docelowym? Czy przeszczepione komorki akumulujg sie tylko
w uszkodzonych tkankach, czy wspomagaja rOwniez proces regeneracji przez efekt
parakrynny? Czy efekty kliniczne przeszczepionych komorek macierzystych przewyzszajg
konwencjonalne metody leczenia? Czy komodrki macierzyste sa podatne na transformacje

nowotworowa pod wptywem czynnikoéw stosowanych w hodowli in vitro?
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Podsumowujac, praca nr 1 przedstawia aktualng wiedze dotyczacg mezenchymalnych
komoérek macierzystych izolowanych z ptynu owodniowego jako warto$ciowego narzedzia
inzynierii tkankowej 1 medycyny regeneracyjnej, z jednoczesnymi ograniczeniami ich
zastosowania w praktyce klinicznej.

Celem pracy nr 2 bylo, oprocz przegladu pismiennictwa dotyczacego biologii komorek
macierzystych tkanki tluszczowej, metod ich izolacji, charakterystyki immunofenotypu
i stabilno$ci genetycznej, przedstawienie potencjatu regeneracyjnego komorek 1 ich aplikacji
klinicznych na podstawie zarejestrowanych badan klinicznych. Za potencjat regeneracyjny
komorek macierzystych najprawdopodobniej odpowiedzialnych jest kilka mechanizmow.
Najczesciej opisywanym 1 powszechnie akceptowanym jest proces roznicowania w okreslone
typy komorek. Badania identyfikujace komorki po przeszczepieniu nie potwierdzaja jednak
catkowitego 1 funkcjonalnego réznicowania mezenchymalnych komoérek macierzystych. By¢
moze jest to spowodowane "posrednim" fenotypem, w ktorym obserwuje si¢ ekspresje
markerow specyficznych dla komorek zréoznicowanych, bez osiggnigcia ich funkcjonalnosci.
Innym wyjasnieniem moze by¢ jeszcze mechanizm opierajacy si¢ na wspomaganiu
aktywnos$ci endogennej puli komoérek macierzystych poprzez np. wydzielanie specyficznych
czynnikow wzrostu i cytokin.

Mezenchymalne komoérki macierzyste tkanki thuszczowej (ASC) po raz pierwszy w praktyce
klinicznej zostaty zastosowane w 2004 roku. Od tego momentu liczba badan klinicznych
oceniajaca skutecznos¢ tych komoérek w procesie naprawy 1 regeneracji tkanek 1 narzadow jest
imponujgca. Wedlug ogolnoswiatowej bazy badan klinicznych (clinicaltrials.gov) w roku
pisania pracy nr 2 (2015 rok) zarejestrowanych byto 122 badan. Badania te dotyczyly m.in.
defektow kostnych, cukrzycy, choroby Crohn'a i wielu innych. Jednakze wigkszo$¢ z nich
byta wowczas w poczatkowe] fazie. Wartym podkreslenia jest rowniez fakt, iz badania
te zasadniczo réznity si¢ od siebie, m.in. liczbg przeszczepianych komodrek macierzystych.
Podsumowujac, pomimo wielu badan klinicznych stosujagcych mezenchymalne komorki
macierzyste tkanki tluszczowej, wcigz brakuje doniesien jednoznacznie wskazujacych
na efektywno$¢ tego typu terapii komorkowych. Najprawdopodobniej wynika to przede
wszystkim z niedostatecznej wiedzy dotyczacej wilasciwosci biologicznych komorek

macierzystych, ich potencjatu regeneracyjnego oraz zajmowanych nisz.
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Praca nr 3: Bajek A, Olkowska J, Walentowicz-Sadtecka M, Walentowicz P, Sadtecki P,
Grabiec M, Bodnar M, Marszatek A, D¢bski R, Porowinska D, Czarnecka J, Kazmierski 1.,
Drewa T. High quality independent from a donor : Human Amniotic Fluid derived Stem Cells
- a practical analysis based on 165 clinical cases. J Cell Biochem, 2017; 118: 116-126.

Celem pracy nr 3 byla kompleksowa analiza biologicznych wiasciwosci ludzkich
mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych z ptynu owodniowego. Plyn
owodniowy zostal pobrany od 165 pacjentek, u ktorych przeprowadzano amniopunkcje
ze wskazan medycznych. Jednocze$nie zostata przeprowadzona szeroka analiza statystyczna
korelacji pomigdzy klinicznymi parametrami kazdej pacjentki a Sukcesem zatozenia hodowli
pierwotnej komorek macierzystych. Na wszystkie przeprowadzone procedury zostata
uzyskana zgoda Lokalnej Komisji Bioetycznej, a kazda pacjentka podpisata zgod¢ na udziat
w badaniu.

Plyn owodniowy zawiera obiecujaca, z klinicznego punktu widzenia, populacje komorek
macierzystych. Jednakze sporne kwestie dotyczace ich pochodzenia, czy tez biologicznych
wlasciwos$ci nie zostaly do tej pory rozwigzane. W zwigzku z tym doktadna analiza tych
komorek jest niezbedna. W tym celu plyn owodniowy zostal pobrany pomiedzy 14 a 27
tygodniem cigzy u pacjentek w wieku od 18 do 46 lat. W przedstawionej pracy analizowano
kinetyke wzrostu komorek macierzystych, ich klonogennos$¢, réznicowanie in vitro, kariotyp,
proces starzenia, a takze ich immunofenotyp.

W poczatkowym etapie hodowli obserwowano komorki o dwoch roznych morfologiach:
epitelialno- i fibroblasto-podobnej. Jednakze po drugim pasazu uzyskano homogenng
populacje komorek, ktoére oznaczono jako mezenchymalno-podobne komorki macierzyste.
Obliczony czas podwojenia populacji dla tych komorek wynosit 62 godziny i byt rézny
od doniesien literaturowych. W naszej opinii decydujacym czynnikiem wplywajacym
na t¢ zmienno$¢ moze by¢ procedura izolacji komoérek. Oceniona zostata takze kinetyka
wzrostu i wyizolowane przez nas komorki macierzyste cechowat wysoki potencjat
proliferacyjny. Kolejnym krokiem w analizie wlasciwosci biologicznych bylo badanie
ekspresji markerow powierzchniowych z uzyciem cytometrii przeplywowej. Komorki
macierzyste ptynu owodniowego wykazywaty ekspresj¢ takich markerow, jak CD44 i CD90
oraz brak CD34 i CD45, co jest w zgodzie z rekomendacjg Miedzynarodowego Towarzystwa
Terapii Komoérkowych. Dodatkowo przeanalizowano ekspresje markerow pluripotencji, gdyz
czesto w piSmiennictwie sugeruje si¢, iz komorki te moga wykazywaé takg aktywnosc.

Zidentyfikowano obecnos¢ hNanog, Oct3/4 i Sox2, ale w bardzo niewielkich ilosciach.
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Natychmiast po izolacji (pasaz 0) liczba pozytywnie wyznakowanych komorek wynosita 1%,
po drugim pasazu maksymalnie wzrosta do 1,8%. R6zne grupy badawcze uzyskuja odmienng
liczbe pozytywnie wyznakowanych komorek, zazwyczaj jednak niewielkag. Moze
to $wiadczy¢ o tym, ze komorki w hodowli in vitro traca te, niezwykle wazna i pozadang
w praktyce klinicznej, witasciwos¢. Wyniki, przedstawione w pracy nr 3, dotyczace
roznicowania mezenchymalnych komodrek macierzystych w adipocyty, chondrocyty
I osteoblasty pozostaja w zgodzie z dostgpnym pisSmiennictwem, mowigcym 0 Wysokim
potencjale do wielokierunkowego réznicowania tych komorek.

W wielu prowadzonych przeze mnie hodowlach pierwotnych komorek macierzystych,
izolowanych z réznych zrdédel, obserwowatam nasilajacy si¢ proces starzenia komorek wraz
z uptywem czasu 1 w nastgpujacych pasazach. Wydaje si¢ to niezwykle istotng kwestig
w przypadku brania pod uwage potencjalnego zastosowania tych komoérek w praktyce
klinicznej. Pomimo powszechnie znanego i dostepnego markera starzenia si¢ komorek, jakim
jest B-galaktozydaza, nie znalaztam woéwczas w pismiennictwie informacji na temat tego
procesu w komoérkach macierzystych ptynu owodniowego. Wyniki przedstawione w pracy nr
3 1 dotyczace procesu starzenia si¢ ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych
z pltynu owodniowego sa innowacyjne. Biochemiczna ocena aktywno$ci B-galaktozydazy
wykazata staty wzrost tego enzymu do 5 pasazu komorek, po ktorym aktywno$é
ta gwaltownie rosta. Dodatkowo, wraz ze wzrostem aktywno$ci [-galaktozydazy
obserwowano roéwniez zmiany morfologiczne, ktore jednoznacznie wskazywaty
na postepujacy proces starzenia si¢ komorek. Utrzymanie hodowli mozliwe byto tylko do 15
pasazu, po ktérym aktywno$¢ proliferacyjna zostata zahamowana. Nie wiadomo co moze
mie¢ wplyw na tak gwaltowny proces starzenia si¢ komorek. By¢ moze wiek ciazy, by¢ moze
dodatkowe czynniki matczyne lub ptodowe, badz tez metoda izolacji lub warunki hodowli
in vitro. Przed wprowadzeniem mezenchymalnych komoérek macierzystych ptynu
owodniowego do grupy konwencjonalnych metod leczenia konieczne jest przeprowadzenie
wielu dodatkowych badan. Pomimo tej $§wiadomos$ci, nie znalaztam zadnych danych
statystycznych probujacych przeanalizowaé chociazby parametry pacjentek lub plodu,
mogace mie¢ wplyw na wyizolowane komorki. Dlatego tez, taka analizg
z wyselekcjonowanymi czynnikami, ktore w mojej ocenie moga mie¢ najwiekszy wpltyw
na hodowlg in vitro, wykonano. Wszystkie kliniczne parametry analizowane byly
w odniesieniu do sukcesu zatozenia hodowli pierwotnej mezenchymalnych komorek
macierzystych ptynu owodniowego, czyli do komorek ulegajacych adhezji i pasazowaniu.

Grupa 165 pacjentek zostata podzielona na dwie grupy wiekowe 18-35 lat vs 36-46 lat.
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Nie zauwazono istotnej roznicy statystycznej pomiedzy obiema grupami w przypadku réznej
gestosci wysiewanych komorek, czasu transportu, czystosci probki, pici ptodu, kariotypu
ptodu, wad wrodzonych, czy tez wieku kobiet. Pomimo braku rdznic statystycznych
obserwowano trend faworyzujacy jednak mtodsza grupe pacjentek.

Podsumowujac, praca nr 3 jest pierwsza, w ktorej] wyizolowano ludzkie mezenchymalne
komorki macierzyste ptynu owodniowego z tak duzej grupy pacjentek. Wykazano,
ze komorki te charakteryzuja si¢ podobnymi wilasciwosciami biologicznymi, co inne
mezenchymalne komodrki macierzyste izolowane z réznych zrédel. W mojej opinii jednak,

jednym z mozliwych ograniczen aplikacyjnych moze by¢ proces starzenia si¢ tych komorek.

Praca nr 4: Bajek A, Gurtowska N, Olkowska J, Maj M, Kazmierski L., Bodnar M,
Marszatek A, D¢bski R, Drewa T. Does the harvesting technique affect the properties
of adipose-derived stem cells? - The comparative biological characterization. J Cell Biochem,
2017; 118: 1097-1107.

Minelo wiele lat od momentu zidentyfikowania mezenchymalnych komorek
macierzystych w tkance tluszczowej. Przez ten czas intensywnych badan wydaje sig,
ze tkanka tluszczowa jest doskonatlym Zréodlem komodrek macierzystych, ktore izolowane
sg w duzych ilo$ciach przy relatywnie mato inwazyjnej procedurze liposukcji. Liposukcja jest
najczesciej] wykonywanym zabiegiem estetycznym na catym $wiecie. Obecnie dostgpnych
jest kilka technik liposukcji, nie jest jasne natomiast, ktora z nich jest najlepsza pod katem
izolacji populacji komodrek macierzystych uzytecznych do celéw terapeutycznych.
Przedmiotem pracy nr 4 byla szeroka analiza pordwnawcza wlasciwosci biologicznych
ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych z tkanki thuszczowej (ASC)
pozyskiwanych réznymi metodami: zabieg operacyjny, liposukcja wspomagana maszynowo
1 liposukcja wspomagana laserowo. Tkanka tluszczowa byla pobierana zgodnie
z procedurami zaakceptowanymi przez Lokalng Komisje Bioetyczng, od wszystkich dawcow
uzyskano $wiadoma zgode na udzial w badaniu.

Rodzaj zabiegu, podczas ktorego pobierana jest tkanka tluszczowa moze niekorzystnie
wplynaé nie tylko na liczbe wyizolowanych komorek macierzystych, ale takze na ich
zywotno$¢. Bioragc pod uwage mozliwos¢ zastosowania tych komorek w leczeniu nie jest
to korzystne i moze ograniczy¢ ich aplikacje. Znaczaca wigkszo$¢ przeprowadzonych do tej
pory badan zwigzanych z mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi tkanki tluszczowe;j

dotyczy komoérek uzyskiwanych podczas tradycyjnej liposukcji zasysajacej. Jednakze
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nieustannie poszukuje si¢ mniej inwazyjnych technik, chociaz dostepno$¢ badan oceniajgcych
ich wplyw na biologi¢ komorek macierzystych jest znikoma. Najwigkszg zaleta
mezenchymalnych komodrek macierzystych tkanki tluszczowej jest mozliwo$¢ uzyskania
duzej liczby komorek (od 5 tys - 3,5 mIn / 1g tkanki thuszczowej). Na takg roznice w liczbie
wyizolowanych komoérek wpltyw maja cechy pacjentow: pteé¢, rasa, indeks BMI, a takze
rodzaj tkanki thuszczowej (zotta/brgzowa). Nie bez znaczenia jest takze lokalizacja pobieranej
tkanki thuszczowej, metoda izolacji i warunki hodowli in vitro.

Zasadniczym celem badan prezentowanych w pracy nr 4 byta odpowiedz na pytanie, czy
metoda pobierania tkanki tluszczowej ma wplyw na wilasciwosci biologiczne uzyskanych
komoérek macierzystych. Najwieksza liczbe komorek udalo si¢ uzyskaé z tkanki stalej,
pobieranej podczas zabiegow chirurgicznych, u pacjentow ze wskazaniami do chirurgicznego
leczenia otylosci i operowanych z powodu przepuklin powtok brzusznych. Nie wykazano
natomiast znaczacych roéznic w liczbie komodrek uzyskanych obiema metodami liposukcji.
Mniejsza liczba komorek wyizolowanych z obu lipoaspiratéw moze by¢ spowodowana
szkodliwym dziataniem lasera, badz tez roztworem infiltracyjnym stosowanym podczas
liposukcji wspomaganej maszynowo. Nie mniej jednak, pomimo mniejszej liczby komorek
uzyskanych z lipoaspiratdw nadal jest to bogate Zrodlo mezenchymalnych komorek
macierzystych, chociazby w porownaniu do szpiku kostnego. Podobng tendencje¢
zaobserwowano przy analizie klonogennosci, czy kinetyce wzrostu komorek. Osiggnigcie
pozytywnych efektéw leczenia z zastosowaniem komorek macierzystych wymaga uzyskania
ogromnej ich liczby. Na og6t wigze si¢ to z konieczno$cig wezesniejszego namnozenia ich
w warunkach in vitro, co moze mie¢ znaczacy wplyw na wlasciwosci komorek
macierzystych. Dlatego tez, niezwykle istotne dla bezpieczenstwa tego typu terapii jest
okreslenie czynnikow majacych wptyw na strukture i czynno$¢ komorek. Jednym z takich
czynnikdéw jest proces starzenia, ktory oceniony zostal przy pomocy testu z B-galaktozydaza.
PotwierdziliSmy wzrost aktywnosci tego enzymu we wszystkich trzech grupach badanych.
Najwolniej jednak temu procesowi podlegaty komodrki macierzyste izolowane z tkanki
uzyskiwanej podczas zabiegow liposukcji wspomaganej laserowo. Niski poziom
B-galaktozydazy utrzymywal si¢ do 5 pasazu, a zmian morfologicznych nie zaobserwowano
nawet do pasazu 9. Najszybciej natomiast starzeniu ulegaty komorki izolowane z tkanki
stalej. Wydaje sie, ze wplyw na to moze mie¢ charakterystyka dawcéw. Najczesciej byli
to pacjenci ze znaczng otyloscig, ktora z calg pewnoscia ma wpltyw na aktywnos¢

B-galaktozydazy.
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Kolejnym etapem analiz porownawczych prezentowanych w pracy nr 4 bylta ocena stabilno$ci
fenotypowej mezenchymalnych komorek macierzystych tkanki tluszczowej. W tym celu
przeanalizowano ekspresje takich markeréw powierzchniowych, jak CD90, CD44, CD34
i CD45 po 1, 3 1 5 pasazu. Wszystkie trzy grupy cechowata wysoka i stabilna, podczas
hodowli, ekspresja markerow CD90 i CD44. Za$ ekspresja CD45 byla niewielka 1 malata
w kazdym kolejnym pasazu, co wskazuje na brak zanieczyszczenia komoérkami
hematopoetycznymi. Obecno$¢ markera CD34 na powierzchni mezenchymalnych komoérek
macierzystych tkanki ttluszczowej jest kwestia dyskusyjna. Najprawdopodobniej pojawia si¢
na wczesnym etapie hodowli, stopniowo zanikajac w kolejnych pasazach, na co wplyw moga
mie¢ m.in. warunki hodowli. Monitorujac poziom ekspresji tego markera we wszystkich
trzech grupach badanych zaobserwowano jego spadek w czasie trwania hodowli in vitro.
By¢ moze wskazuje to takze na indukcje procesu roéznicowania. Przeprowadzono réwniez
analiz¢ cytometryczng markerow embrionalnych: hNanog, Oct3/4 oraz Sox2, ktdra nie
wykazata ich ekspresji w zadnej z trzech grup badanych. Wyniki dotyczace ekspresji tych
markeroéw, dostepne w pisSmiennictwie, sg sprzeczne. Z jednej strony thumaczy si¢ je réznymi
warunkami hodowli, z drugiej jednak bierze si¢ réwniez pod uwage wiek dawcy tkanki
thuszczowe;.

W koncowym etapie badan potwierdzono réwniez, iz mezenchymalne komorki macierzyste
izolowane z tkanki tluszczowej pobieranej trzema réznymi metodami wykazuja potencjat
do réznicowania w adipocyty, chondrocyty i osteoblasty.

Podsumowujac, wyniki przedstawione w pracy nr 4 wskazuja, iz metoda pozyskiwania tkanki
thuszczowej wptywa na czg¢$¢ wilasciwosci wyizolowanych z niej komorek macierzystych.
Sa to m.in. liczba wyizolowanych komorek, klonogenno$¢ czy czas podwojenia populacji.
Biorac jednak pod uwage wszystkie aspekty i aktualny stan wiedzy, uwazam, ze najlepsza
metoda dla celéw klinicznych pozostaje jednak liposukcja wspomagana maszynowo.
Decydujacym czynnikiem jest wysoki potencjat proliferacyjny z jednoczesnym wolnym
procesem starzenia si¢ komorek macierzystych. Z cala jednak pewnoscig konieczne
sg szczegotowe badania dodatkowych aspektow zwigzanych z  mozliwoscia

przechowywania/mrozenia tych komorek w celu ich pdzniejszych aplikacji klinicznych.
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Praca nr 5: Bajek A, Gurtowska N, Gackowska L, Kubiszewska I, Bodnar M, Marszatek A,
Januszewski R, Michatkiewicz J, Drewa T. Does the liposuction method influence the
phenotypic characteristic of human adipose-derived stem cells? Biosci Rep, 2015; 35: 1-9.

Rézne metody liposukcji 1 brak specyficznego markera dla mezenchymalnych
komorek macierzystych izolowanych z tkanki thuszczowej sktonity mnie do podjecia proby
analizy 242 markerow powierzchniowych oraz okreslenia réznic immunofenotypowych
pomigdzy mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi tkanki thuszczowej otrzymanej przy
pomocy liposukcji wspomaganej maszynowo i liposukcji laserowej. Do analizy tej
wykorzystano komercyjnie dostepny panel Lyoplate, zawierajacy 242 oczyszczone
przeciwciala monoklonalne oraz kontrole izotypowe, majace na celu izotypowo-specyficzng
ocen¢ tla. Bazujac na danych zawartych w pi$miennictwie, mowigcych o tym, ze rézne
czynniki (np. wiek, czy indeks BMI) moga wplywaé na fenotyp komorek macierzystych,
do badan wybrano pacjentéow o podobnych parametrach. Pozwolito to unikna¢ dodatkowych
zmiennych, mogacych mie¢ wpltyw na rzetelno$¢ uzyskanych wynikéw. Szeroka analiza
fenotypowa wykazata, w obu grupach badanych, wysoka ekspresje markerow
charakterystycznych dla mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych z réznych
zrédel. Byly to CD13, CD29, CD73, CD105 i CD166. Obie grupy komorek wykazywaty
réwniez obecnos¢ CD90 i CD44, markerow typowych dla komoérek macierzystych.
Zaobserwowano rowniez niskg ekspresje CDI11b, CDI14, CD31 1 HLA-DR.
Charakterystyczny marker dla hematopoetycznych komodrek progenitorowych CD34 obecny
byt w obu populacjach badanych komorek. Jednakze, wyzsza ekspresj¢ odnotowano w grupie
komorek uzyskanych metoda liposukcji laserowej. Chociaz rola markera CD34 jest dobrze
opisana w pismiennictwie, jego ekspresja w komorkach macierzystych tkanki thuszczowej
wzbudza wiele kontrowersji. Niektore badania sugeruja, ze moze to $wiadczy¢
0 niedojrzatosci  komoérek macierzystych. W  naszych weczesniejszych —analizach
zaobserwowalismy spadek ekspresji CD34 w kolejnych pasazach komorek, co moze
wskazywaé na zaindukowany proces roznicowania. Istotne réznice statystyczne, pomigdzy
mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi uzyskanymi podczas liposukcji wspomaganej
maszynowo 1 liposukcji laserowej, wykazano dla 58 z 242 markeréw. Wartym podkreslenia
jest fakt, iz ekspresja markerow charakterystycznych dla komorek tkanki thuszczowej byla
podobna w obu grupach badanych.

Przeprowadzona analiza bedaca przedmiotem pracy nr 5 jest pierwsza tak szeroka proba

badania ekspresji markeréw w zaleznosci od rodzaju liposukcji.
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Podsumowujac, w mojej opinii metoda liposukcji nie wplywa znaczaco na profil
immunofenotypowy komoérek macierzystych wyizolowanych z tkanki tlhuszczowej. Jest
to rowniez krok naprzod w standaryzacji procedury transplantacji komoérek macierzystych

tkanki ttuszczowej w aplikacjach klinicznych.

Praca nr 6: Bajek A, Olkowska J, Walentowicz-Sadtecka M, Sadtecki P, Grabiec M,
Porowinska D, Drewa T, Roszkowski K. Human Adipose-Derived and Amniotic Fluid-
Derived Stem Cells: a preliminary in vitro study comparing myogenic differentiation
capability. Med Sci Monitor. 2017; 23: DOI: 10.12659/MSM.905826.

Réznicowanie komorek macierzystych w kierunku okreslonego fenotypu wymaga
zastosowania specyficznych czynnikoéw wzrostu, czy tez innych chemicznych czynnikéw
o wlasciwosciach réznicujacych. Molekularny mechanizm lezacy u podstaw réznicowania
komorek macierzystych jest w duzej mierze nieznany.

Celem pracy nr 6 bylo poréwnanie mozliwosci réznicowania ludzkich mezenchymalnych
komorek macierzystych tkanki thuszczowej (ASC) 1 ptynu owodniowego w kierunku migéni
szkieletowych 1 gtadkich.

Calkowita regeneracja migsni 1 odzyskanie ich prawidlowych funkcji wcigz pozostaje
ogromnym wyzwaniem. Zaangazowanie komorek macierzystych w regeneracj¢ migsni
wzbudza wielkie nadzieje na nowoczesne terapie, ktore moga by¢ zastosowane w przypadku
redukcji endogennej populacji komodrek progenitorowych. Zdolnos¢ komoérek migsni
szkieletowych do regeneracji mozliwa jest dzigki obecnos$ci jednojadrowej populacji komorek
mig$niowych, zwanych komoérkami satelitarnymi. Niestety, uzyskanie wystarczajacej liczby
komorek satelitarnych do aplikacji klinicznych jest niemozliwe. Dlatego tez nieustannie
poszukuje si¢ dodatkowych zrodet komorek o miogennym potencjale. Pomimo réznych
protokotow, stosowanych przy réznicowaniu, skuteczno$¢ wceiaz jest niewielka, co wskazuje
na konieczno$¢ standaryzacji metod réznicowania mezenchymalnych komoérek macierzystych
w kierunku komodrek mig$niowych.

W pracy nr 6 indukcja roznicowania obu populacji komorek w kierunku migsni szkieletowych
uzyskana zostata poprzez medium kondycjonowane, uzyskane z hodowli ludzkiej linii migsni
szkieletowych dostgpnej komercyjnie. Ekspresja specyficznych markeréw oceniona zostata
przy pomocy qPCR. Wykazano obecno$¢ a-aktyny, desminy i miogeniny, markerow migsni

szkieletowych, w poddawanych réznicowaniu mezenchymalnych komoérkach macierzystych
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tkanki ttuszczowej. Jednakze ekspresja dwoch z nich, a-aktyny i miogeniny, byta niewielka.
W roznicujacych si¢ komodrkach macierzystych ptynu owodniowego zaobserwowano za$
ekspresj¢ tylko jednego markera, a-aktyny - rowniez na bardzo niskim poziomie.
Po  przeanalizowaniu  uzyskanych  wynikow 1  dostgpnego  piSmiennictwa,
W mojej opinii regeneracja migsni szkieletowych mozliwa jest raczej poprzez efekt
parakrynny anizeli bezposrednie roznicowanie si¢ komorek macierzystych.

Przedmiotem pracy nr 6 byla rowniez proba réznicowania obu populacji komodrek w kierunku
migéni gladkich. Zgodnie z opublikowanymi informacjami, dotyczacymi somatycznych
komorek macierzystych czynnikami, ktére indukuja ww. réznicowanie sa TGF-f1, PDGF,
kwas askorbinowy i kwas retinowy. W opisywanej pracy zastosowano czynnik TGF- B1,
ze wzgledu na jego udzial w regulacji procesow komodrkowych, takich jak proliferacja,
réznicowanie czy apoptoza. Po 14 dniach od zaindukowania réznicowania zaobserwowano
ekspresje desminy, kalponiny-1, miozyny-11 i transgeliny w komodrkach macierzystych tkanki
thuszczowej, podczas gdy w komorkach macierzystych ptynu owodniowego tylko dwa
markery: kalponing-1 i transgeling.

W 2013 roku wskazano na mozliwo$¢ roznicowania si¢ komorek macierzystych ptynu
owodniowego w kierunku miegsni gladkich. Jednakze, w pracy nr 6 po raz pierwszy
zastosowano do procesu réznicowania komoérek macierzystych ptynu owodniowego czynnik
TGF-B1. Ze wzgledu na ograniczong liczbe danych zwigzanych z réznicowaniem
mezenchymalnych komorek macierzystych ptynu owodniowego w komorki miegsni gladkich
uzyskane przeze mnie wyniki w wigkszosci porownywane byly do mezenchymalnych
komorek macierzystych szpiku kostnego. Kalponina uwazana jest za wczesny marker
réznicowania migsni gladkich, a jedynym specyficznym markerem jest lancuch cigzki
miozyny, ktérego w moich badaniach nie zaobserwowalam. Uwaza si¢ jednak, ze marker ten
ulega ekspresji w péznym stadium roéznicowania w komoérki miesni gladkich, wiec w mojej
opinii to jest gtowny powdd jego braku. Nalezy pamigtac takze, iz niezwykle trudno jest
uzyska¢ w warunkach in vitro catkowicie zréznicowane i funkcjonalne komorki. Co wigcej,
wigkszo$é aktualnych doniesien wskazuje na aktywacje specyficznych
wewnatrzkomoérkowych $ciezek sygnatowych w procesie dyferencjacji. Dlatego tez,
na podstawie wynikow uzyskanych w pracy nr 6 uwazam, ze dalsze badania nad
roznicowaniem w kierunku mie$ni gladkich powinny obejmowa¢ hodowle mieszang, tzw.
ko-kulture miegéni gladkich i komodrek macierzystych, a takze zwierzecy model in vivo

z zaindukowanym uszkodzeniem mig$ni gtadkich.
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Podsumowujac, uzyskane przeze mnie wyniki dowodza, ze w obu typach komorek
macierzystych zaindukowanie procesu réznicowania w kierunku komodrek migsniowych jest
mozliwe. Nalezy jednak zaznaczyé¢, iz efektywno$¢ tego procesu jest niewielka.
Zaobserwowalam réwniez roznice w podatnosci komodrek obu populacji na proces
roznicowania. Wydaje si¢, iz mezenchymalne komorki macierzyste izolowane z tkanki
tluszczowej sg bardziej wrazliwe na czynniki réznicujgce. Jednakze, do kompletnego procesu
regeneracyjnego, oprocz przerdéznicowania si¢ komorek i zasiedlenia przez nie tkanki
docelowej, potrzebna jest tez catkowita funkcjonalnos$¢ przeszczepionych komorek. W tym
celu w przysztosci nalezatoby skupi¢ si¢ na modelu in vivo. W mojej opinii kluczowym
bedzie réwniez wystandaryzowanie protokoldw rdéznicowania, a takze samych mediow

roéznicujacych w kierunku migsni szkieletowych 1 gladkich.

Podsumowanie

Przedmiotem wielu aktualnie prowadzonych eksperymentow jest ocena przydatnosci
komorek macierzystych do regeneracji tkanek i narzadow. Terapie komorkowe wcigz
stanowig alternatywe¢ do klasycznych metod leczenia. Szczegdlnym wyzwaniem jest
uzyskanie duzej liczby komodrek macierzystych, ktére nie tylko beda spetniaty funkcje
regeneracyjng, ale takze pobudza czy uzupeinig istniejaca endogenng pule, tak aby zapewnic
trwaty efekt leczenia. Wyniki przedstawione w opisanych powyzej pracach, zgtaszanych jako
osiggniecie naukowe, jednoznacznie wskazuja, iz tkanka tluszczowa 1 ptyn owodniowy
sg bogatym Zrédlem mezenchymalnych komorek macierzystych, ktére moga mie¢ znaczenie

praktyczne w leczeniu wielu schorzen.

Z badan prezentowanych w ramach zglaszanego osiggni¢cia naukowego wynika, ze:

1/ Plyn owodniowy jest bogatym zrédlem mezenchymalnych komérek macierzystych,
o duzym potencjalne do réznicowania i proliferacji. Komoérki te charakteryzujg si¢ takze
stabilnym kariotypem. Badania wtasciwos$ci biologicznych zostaly oparte na duzej grupie 165
pacjentek, co jest pierwszym takim doniesieniem w dostepnym pismiennictwie.

2/ Ograniczeniem zastosowania mezenchymalnych komérek macierzystych plynu
owodniowego w praktyce Kklinicznej jest proces starzenia. Analiza B-galaktozydazy,
biochemicznego markera starzenia, gwaltownie wzrasta po 5 pasazu, co z punktu widzenia
koniecznos$ci uzyskania duzej liczby komorek przed przeszczepieniem i ich namnozeniem

w warunkach in vitro jest problematyczne.
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3/ Metoda pobierania tkanki tluszczowej znaczaco wplywa na wybrane wlasciwosci
biologiczne izolowanych mezenchymalnych komérek macierzystych. Przeprowadzone
badania wskazuja, iz m.in. liczba wyizolowanych komorek, ich klonogenno$¢, czy czas
podwojenia populacji r6znig si¢ w zaleznosci od metody uzyskiwania tkanki thuszczowe;.

4/ Rozne metody liposukcji nie wplywaja na immunofenotyp mezenchymalnych
komorek macierzystych. Po raz pierwszy przeprowadzono badanie dotyczace porownania
ekspresji 242 markerow powierzchniowych mezenchymalnych komoérek macierzystych
uzyskanych z tkanki tluszczowej pobieranej przy pomocy liposukcji wspomagane)
maszynowo i liposukcji laserowej.

5/ Liposukcja wspomagana maszynowo jest najlepsza metoda pobierania tkanki
tluszczowej 1 izolacji mezenchymalnych komorek macierzystych do celow terapeutycznych.
6/ Ludzkie mezenchymalne komdérki macierzyste plynu owodniowego i tkanki
tluszczowej wykazuja rézny potencjal do réznicowania w kierunku miesni szkieletowych
i gladkich. Mezenchymalne komorki macierzyste tkanki tluszczowej sa bardziej podatne

na czynniki réznicujace (medium kondycjonowane i czynnik TGF- 1) i proces dyferencjacji.

Uzyskane przeze mnie wyniki 1 zaprezentowane wnioski maja fundamentalne
znaczenie dla pelnego poznania biologii mezenchymalnych komoérek macierzystych tkanki
thuszczowej i pltynu owodniowego. Okreslenie profilu obu populacji komorek macierzystych
stanowi niewatpliwy wkiad w badania podstawowe, ktore sg krokiem naprzdéd w standaryzacji
terapii komorkowych stosowanych w praktyce klinicznej. Badania te s3 takze istotne

dla nowych rozwigzan metodycznych w hodowli komorek in vitro.
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5. Omowienie pozostalych osiggnie¢ naukowo - badawczych

Poza omoéwionym powyzej cyklem 6 publikacji sktadajacych si¢ na osiggnigcie
naukowe opisane w punkcie 4. Autoreferatu, jestem réwniez wspotautorkg 35 artykulow
opublikowanych w czasopismach naukowych posiadajacych wspotczynnik wplywu IF
i znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation Reports (JCR), 20 artykutow w czasopismach
spoza bazy JCR oraz 4 rozdzialdbw w opracowaniach zbiorowych. Laczny IF wszystkich
opublikowanych przeze mnie prac naukowych wynosi 67,650, a liczba punktow MNiSW 927.
Pelny wykaz prac  znajduje si¢ w  Zalgczniku nr  6A do  wniosku

o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.
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Rozwoj naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych bylam wspotautorkg 14
publikacji naukowych o tgcznej wartosci 4,659 IF i 104 pkt wg MNiSW oraz 21 doniesien

zjazdowych.

W 2005 roku ukonczylam studia biologiczne, o specjalnosci biologia molekularna,
na Wydziale Biologii i Nauk o Ziemi UMK w Toruniu. Prace magisterska pt. ,,Ekto- i egzo-
enzymy naczyn krwionosnych 1 krwi $wini” wykonatam w Zakladzie Biochemii
pod kierownictwem dr hab. Michala Komoszynskiego, prof. UMK i obronitam 23 czerwca
2005 roku. Uzyskane przeze mnie wyniki zostaty zaprezentowane w 2005 i 2006 roku na 40
I 41-szym Zjezdzie Polskiego Towarzystwa Biochemicznego w Lublinie i Biatymstoku

w formie plakatow konferencyjnych.

Od wrzesnia 2005 roku zostalam zatrudniona w Zakladzie Inzynierii Tkankowej
Katedry Biologii Medycznej CM UMK jako asystent. Moje pierwsze badania dotyczyty
izolacji i hodowli chondrocytow w celu ich praktycznego zastosowania w ortopedii
(rekonstrukcja chrzastki stawowej) 1 urologii (nietrzymanie moczu). W tym celu nawigzatam
wspotprace z prof. dr hab. Jarostawem Deszczynskim i dr n. med. Konradem Stynarskim
z Kliniki Ortopedii i Rehabilitacji Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. Wspotpraca
ta zaowocowata czterema publikacjami naukowymi (Artroskop Chir. Stawow. 2006; 2: 51-56;
Artroskop Chir. Stawow. 2007; 3: 11-16; Artroskop Chir. Stawow. 2008; 4: 12-16; Artroskop
Chir. Stawow. 2009; 5: 24-28) i czynnym udzialem w trzech sympozjach dotyczacych
ortopedii: 2. Spotkanie Polskiego Klubu International Cartilage Repair Society w Warszawie
(2006 rok), III Miedzynarodowa Konferencja ,Inzynieria Tkankowa w Ortopedii”
(Warszawa, 2007 rok) i IV Konferencja naukowa ,Inzynieria tkankowa
w ortopedii” (Warszawa, 2010 rok). Dodatkowo réwniez wraz z dr n. med. Konradem
Stynarskim, w 2007 roku, zostatam wspotautorka rozdziatu pt. ,,Regeneracja chrzastki przy
uzyciu technik inzynierii tkankowej. Wybrane zagadnienia z medycyny regeneracyjnej
1 inzynierii tkankowej”, zamieszczonego w podreczniku do seminariow dla studentéw
kierunku biotechnologia.

W roku 2006, w celu doskonalenia swojego warsztatu naukowego, odbytam staz
naukowy w Laboratorium Inzynierii Tkankowej Medycznego Uniwersytetu Charite
w Berlinie, u prof. Michaela Sittingera. Przedmiotem badan prowadzonych w ramach stazu
bylo opanowanie techniki izolacji i hodowli ludzkich chondrocytow. W czasie ww. stazu
zainteresowatam si¢ mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi, w szczegdlnos$ci
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izolowanymi ze szpiku kostnego, co po powrocie stalo si¢ przedmiotem moich dalszych
badan eksperymentalnych. Mezenchymalne komorki macierzyste izolowatam ze szpiku
kostnego szczura, na co uzyskatam zgode Lokalnej Komisji Bioetycznej. Poza optymalizacja
metody izolacji i hodowli in vitro szczegdlnie interesowaly mnie mozliwosci tych komorek
do roznicowania w kierunku mieg$ni szkieletowych i gladkich, co w przysztosci mogloby
postuzy¢ do regeneracji pecherza moczowego czy tez leczenia nietrzymania moczu u kobiet.
W ramach prowadzonych badan zoptymalizowatam réwniez metode izolacji komorek
satelitarnych, czyli progenitorowych komorek migsni. W tym celu odbytam takze w 2007
roku krotki staz na Uniwersytecie Warszawskim, u prof. Anny Ciemerych-Litwinienko.
Uzyskane przeze mnie wyniki czteroletnich badah zebralam w rozprawie doktorskiej
zatytutowanej ,,Mozliwosci transdyferencjacji mezenchymalnych komodrek macierzystych
(MSC) szczura w komorki migéniowe, badanie in vitro”, ktorej promotorem byt prof. dr hab.
Tomasz Drewa. 15 grudnia 2010 roku, Uchwata Rady Wydzialu Lekarskiego, Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu, uzyskatam stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medyczne;j.
Wyniki badan nad mozliwoscig transdyferencjacji mezenchymalnych komorek macierzystych
szczura prezentowane byly podczas licznych krajowych i zagranicznych konferencji,
publikowane w materiatach zjazdowych (szczegdtowy wykaz w Zatgczniku nr 3), a finalnie

zostaty opublikowane w Curr Signal Transduct Ther 2012; 7: 220-227.

W okresie tym bralam roéwniez udzial w badaniach dotyczacych optymalizacji metody
izolacji i hodowli komorek macierzystych izolowanych z mieszkow wlosowych szczura oraz
ich potencjalnego zastosowania w urologii, a w szczegolnosci w rekonstrukcji pgcherza
moczowego (Polim. w Med. 2008; 38: 33-42; Transplant. Proc. 2009; 41: 1932-1935;
Transplant. Proc. 2009; 41: 4345-4351).

Podsumowaniem tego okresu badah nad biologia komodrek macierzystych oraz ich
potencjalem do rdéznicowania bylo wyroznienie w konkursie ,,Najlepszy Projekt-
Bioinnowacje 20097, otrzymane podczas Konferencji ,,.BIO Biznes Finanse Innowacje”
w Gdansku 1 Gdyni w 2009 roku, a takze zespotowa nagroda Rektora UMK w Toruniu II°
za osiggnigcia uzyskane w dziedzinie naukowo-badawczej w 2010 roku.

Wazng cze$cig mojej aktywnosci naukowej byla wspdlpraca z dr hab. Marig
Luczkiewicz z Katedry i Zaktadu Farmakognozji Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.
Badania prowadzone w ramach wspotpracy dotyczyly wpltywu zwigzkow fenolowych

na metabolizm chondrocytéw. Wyniki zostaty przedstawione na XXI Naukowym Zjezdzie
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Polskiego Towarzystwa Farmaceutycznego ,,Farmacja Polska na tle Unii Europejskiej”,
w 2010 roku w Gdansku. Natomiast nawigzanie wspoipracy z dr Joanng Skopinska-
Wisniewska z Katedry Chemii Biomateriatbw i Kosmetykow z UMK w Toruniu
zaowocowalo cyklem badan nad oceng cytotoksyczno$ci réznych biomateriatow, ktore
zostaly opublikowane (Inz. Biomater. 2007; 67-72: 67-69 i Appl. Surf. Sci. 2009; 255: 8286-
8292) i sg kontynuowane do chwili obecne;j.

Rozwoj naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych bytam wspoétautorka 49 publikacji

naukowych o facznej wartosci 62,991 IF 1 822 pkt wg MNiSW oraz 58 doniesien zjazdowych.

W marcu 2011 roku zostalam zatrudniona na stanowisku adiunkta, a od listopada 2015
roku pehni¢ funkcje p.o. kierownika Zaktadu Inzynierii Tkankowej Collegium Medicum

im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu.

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych moje gltoéwne =zainteresowania
i tematyka badawcza nadal dotyczyty biologii komoérek macierzystych izolowanych z réznych
zrodel. Pracowalam nad metodg otrzymania tych komoérek m. in. z tozyska czy miazgi
zgbowej. Najwigcej uwagi wowczas poswiecitam jednak komoérkom macierzystym
izolowanym z tkanki tluszczowej 1 plynu owodniowego. Oproécz analizy wlasciwosci
biologicznych tych komorek, takich jak immunofenotyp, kinetyka wzrostu czy proces
starzenia, dokonana zostata takze ocena ich potencjatu do réznicowania. Poza standardowym
réznicowaniem w kierunku linii mezodermalnej interesowata mnie mozliwo$¢ zaindukowania
dyferencjacji w chondrocyty, osteoblasty i migsnie, w celu ewentualnego zastosowania
w ortopedii. Efektem mojej siedmioletniej pracy z komoérkami macierzystymi jest cykl
publikacji, stanowigcy podstawe osiggnigecia habilitacyjnego. Izolacja i hodowla komorek
macierzystych z nowych zrodet wymagata optymalizacji metody, co byto dlugim procesem.
Podsumowaniem tego okresu badan, oprocz szeSciu zglaszanych do osiagniecia
habilitacyjnego prac, jest zrealizowany w 2011 roku projekt pt. ,Zastosowanie
mezenchymalnych komoérek macierzystych tkanki tluszczowej w regeneracji chrzastki” oraz
wymienione ponizej publikacje:

e Bajek A, Olkowska J, Drewa T, 2011, Mezenchymalne komorki macierzyste narzedziem
terapeutycznym w regeneracji tkanek i narzqdow. Postepy Hig. Med. Dosw, 65: 124-132.

e Kuzniewski R, Bajek A, Joachimiak R, Roszek K, Drewa T, 2011, Mezenchymalne komorki
macierzyste oraz perspektywy ich zastosowania w terapii klinicznej wybranych schorzen.
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Nowoczesne metody analizy surowcow rolniczych. Pod red. G. Bartosz i Cz. Puchalski.
Rzeszow, 473-482.

Bajek A, Czerwinski M, Olkowska J, Gurtowska N, Kloskowski T, Drewa T, 2012, Does
aging of mesenchymal stem cells limit their potential application in clinical practice? Aging
Clin. Exp. Res, 24: 404-411.

Bajek A, Porowinska D, Kloskowski T, Brzoska E, Ciemerych MA, Drewa T, 2015, Cell
therapy in Duchenne muscular dystrophy treatment: clinical trials overview. Crit. Rev. Eukar.
Gene Expr, 25: 1-11.

Bajek A, Porowinska D, Roszkowski K, 2017, Influence of extracellular matrix on the
proliferation and adhesion properties of stem cells derived from different sources.
Eur. J. Biol. Res, 7: 165-171.

Wazng cze$cia mojej pracy naukowej byly zagadnienia dotyczace urologii,

a w szczeg6Olnosci regeneracji pgcherza moczowego oraz leczenia nietrzymania moczu.

Zaowocowalo to publikacja serii prac:

Bajek A, Pokrywka L., Wolski Z, Debski R, Drewa T, 2011, Prostate epithelial stem cells are
resistant to apoptosis after al-antagonist treatment. The impact for BPH patients. Central
Eur. J. Urol, 64(4): 256-257.

Bajek A, Pokrywczynska M, Drewa T, 2012, Regeneracja narzqdéw metodami inZynierii
tkankowej u pacjentow dotknigtych chorobami nowotworowymi stanowi istotny problem.
Rozwazania na przykladzie raka pecherza moczowego. Nowotwory, 62(1): 34-41.

Bajek A, Drewa T, Joachimiak R, Marszatek A, Gagat M, Grzanka A, 2012, Stem cells for
urinary tract regeneration. Central Eur. J. Urol, 65(1): 7-10.

Drewa T, Krzyzanowska S, Marszatek A, Bajek A, 2012, Bladder cancer and stem cells.
Curr. Signal Transduct. Ther, 7(3): 209-219.

Bajek A, Olkowska J, Radziszewski P, Drewa T, 2012, Cell therapy for urinary
incontienence. Does in really work? Pelviperineol, 31(2): 37-41.

Kloskowski T, Gurtowska N, Bajek A, Drewa T, 2012, Ciprofloxacin as a prophylactic agent
against prostate cancer : a "two hit" hypothesis. Med. Hypotheses, 78: 235-238.

Gurtowska N, Bajek A, Olkowska J, Drewa T, 2012, Identyfikacja krgzgcych komorek
nowotworowych jako obiecujgca metoda diagnostyki chorob nowotworowych uktadu
moczowo-piciowego. Postepy Hig. Med. Dosw, 66: 983-990.

Adamowicz J, Juszczak K, Bajek A, Tworkiewicz J, Nowacki M, Marszatek A, Thor PJ,
Chtosta P, Drewa T, 2012, Morphological and urodynamic evaluation of urinary bladder
wall regeneration: muscles guarantee contraction but not proper function - a rat model
research study. Transplant. Proc, 44: 1429-1434.

Drewa T, Joachimiak R, Bajek A, Gagat M, Grzanka A, Bodnar M, Marszatek A, Debski R,
Chtosta P, 2013, Hair follicle stem cells can be driven into a urothelial-like phenotype:
An experimental study. Int. J. Urol, 20: 537-542.

Kloskowski T, Uzarska M, Gurtowska N, Olkowska J, Joachimiak R, Bajek A, Gagat M,
Grzanka A, Bodnar M, Marszatek A, Drewa T, 2014, How to isolate urothelial cells?
Comparison of four different methods and literature review. Hum. Cell, 27: 85-93.

Maj M, Bajek A, Nalejska E, Porowinska D, Kloskowski T, Gackowska L, Drewa T, 2017,
Influence of mesenchymal stem cells conditioned media on proliferation of urinary tract
cancer cell lines and their sensitivity to ciprofloxacin. J. Cell. Biochem, 118(6): 1361-1368.

Dodatkowo, w latach 2015-2016 realizowatam projekt Biotech50 finansowany przez

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu. Celem tego projektu byta ocena przej$cia
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epitelialno-mezenchymalnego w roéznych subpopulacjach komoérek raka prostaty (m.in.
komoérki macierzyste raka prostaty oraz heterogenna populacja komoérek nowotworowych).
Oceniona zostala takze migracja, inwazyjnos¢ i wlasciwosci komoérek macierzystych raka
prostaty. Analizie poddana zostata tez efektywno$¢ standardowo stosowanej hormonoterapii.
Powszechnie stosowany jest bikalutamid, majacy na celu zahamowanie oddziatywania
androgenow krazacych we krwi na ich receptory znajdujace si¢ w komoérkach prostaty.
Niestety, leczenie hormonalne nie przynosi zadowalajacych efektow. W celu zwigkszenia
efektu  terapeutycznego standardowo stosowany  bikalutamid zostal polaczony

z tlenkiem grafenu (GO).

Wyniki uzyskane w ramach tego projektu s3 aktualnie zbierane i analizowane, réwniez
statystycznie. Wstepna ich ocena wskazuje, iz moga mie¢ istotne znaczenie dla oceny

progresji i rokowania choroby gruczotu krokowego.

Ukoronowaniem pracy naukowej zwigzane] z zastosowaniem komorek macierzystych
w urologii byto otrzymanie w 2014 roku nagrody za najlepsza prac¢ opublikowana w ,,Central
European Journal of Urology” w latach 2012-2013.

Innymi realizowanymi przeze mnie badaniami byla mozliwos¢ izolacji komorek
macierzystych z jajowodu kury. Badania te prowadzitam we wspotpracy z Katedra Biochemii
i Biotechnologii Zwierzat Uniwersytetu Technologiczno-Przyrodniczego w Bydgoszczy.
Jest to pierwsza udana proba wyprowadzenia hodowli pierwotnej komorek macierzystych
z jajowodu kury, ktora zaowocowata udzieleniem patentu nr 218931 na wynalazek
pt. ,,Sposob otrzymania komorek epitelialnych z jajowodu kury w hodowli pierwotnej
in vitro”, przez Urzad Patentowy Rzeczypospolitej Polskiej. Po uzyskaniu komorek
z jajowodu badania zostaly rozszerzone o mozliwo$¢ produkcji biatek terapeutycznych
w jajowodzie kury i przepiorki. Projekt zatytutowany ,,Modele komorkowe in vitro do badan
sekrecji biatek terapeutycznych w jajowodzie ptakéw”, ktorego bytam wykonawca, uzyskat
finansowanie w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki (nr projektu
2011.03/N/N29/03814).

Wspotpraca ta, rozpoczeta w 2011 roku 1 kontynuowana do dzisiaj, zostata udokumentowana

nastepujacymi publikacjami i doniesieniami zjazdowymi:
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o Kasperczyk K, Bajek A, Joachimiak R, Walasik K, Marszatek A, Drewa T, Bednarczyk M,
2012, In vitro optimization of the Gallus domesticus oviduct epithelial cells culture.
Theriogenology, 77: 1834-1845.

e Stadnicka K, Marszatek A, Koztowska I, Walasik K, Bodnar M, Bajek A, Porowinska D,
Drewa T, Bednarczyk M, 2014, The expression of p63 and Ck HMW in magnum and
infundibulum of Gallus domesticus oviduct. Folia Biol, 62(3): 179-185.

e Stadnicka K, Bodnar M, Marszatek A, Bajek A, Drewa T, Phlucienniczak G, Chojnacka-
Puchta L, Cecuda-Adamczewska V, Dunistawska A, Bednarczyk M, 2016, Efficient source
of cells in proximal oviduct for testing non-viral expression constructs in the chicken
bioreactor model and for other in vitro studies. Folia Biol, 64(1): 37-46.

o Kasperczyk K, Chojnacka-Puchta L, Cecuda-Adamczewska V, Bajek A, Plucienniczak G,
Drewa T, Bednarczyk M, 2011, The in vitro model for transfection and exogene expression
studies in Gallus domesticus. 6™ International Chick Meeting, Edynburg, Wielka Brytania.

o Kasperczyk K, Bajek A, Drewa T, Bednarczyk M, 2011, Elaboration of in vitro model for
transgenic research with tissue-specific promoters in Gallus Gallus domesticus.
International Ph.D. Workshop on Welfare, Biotechnology and Quality of Animal Production,
Dolina Raczkowa, Stowacja.

o Kasperczyk K, Bajek A, Joachimiak R, Gagat M, Sawicka D, Walasik K, Chojnacka-Puchta
L, Ptucienniczak G, Drewa T, Bednarczyk M, 2011, Non-viral transfection of chicken oviduct
epithelial cells - first results. XXIII Mig¢dzynarodowe Sympozjum Drobiarskie PO WPSA.
"Nauka praktyce drobiarskiej - praktyka drobiarska nauce", Poznan, Polska.

e Stadnicka K, Bodnar M, Marszatek A, Bajek A, Drewa T, Bednarczyk M, 2014, Stem-like
characteristic of chicken oviduct epithelial cells. APPC 2014. The 10th Asia Pacific Poultry
Conference "Poultry Science & Industry for Next Generation", Jeju, Korea.

Odrebnym obszarem moich zainteresowan naukowych jest analiza cytotoksycznos$ci
1 biokompatybilno$ci nowych biomateriatdw, mogacych mie¢ zastosowanie w praktyce
klinicznej. Badania te zostaly rozpoczete w 2007 roku 1 intensywnie trwaja do chwili obecne;.
Zostaly zapoczatkowane dzigki wspolpracy z dr Joanng Skopinska-Wisniewska z Katedry
Chemii Biomateriatow 1 Kosmetykow UMK w Toruniu. W 2012 roku otrzymalam
finansowanie na realizacje¢ projektu pt. ,,Ocena wybranych biomateriatow w regeneracji
i rekonstrukcji chrzastki stawowej”, w ktorym oceniatam zdolno§¢ materiatow
hydrozelowych do zaindukowania procesu odnawiania tkanki chrzestnej. W latach 2012-2015
bratam réwniez udziat jako glowny wykonawca w projekcie NCN zatytulowanym ,,Badanie
nowych, bezpieczniejszych metod sieciowania materiatow biatkowych dla inzynierii
tkankowej” (nr projektu 924-Ch).
Analiza cytotoksyczno$ci materiatdow na wybrane linie komérkowe zwierzece 1 ludzkie
prowadzona jest zgodnie z normg ISO 10993 (Biologiczna ocena wyroboéw medycznych),
a wyniki opublikowane zostaty w nastgpujacych artykutach:

e Skopinska-Wisniewska J, Sionkowska A, Kaminska A, Kaznica A, Joachimiak R, Drewa T,
2009, Surface characterization of collagen/elastin based biomaterials for tissue regeneration.
Appl. Surf. Sci, 255: 8286-8292.

e Skopinska-Wisniewska J, Olszewski K, Bajek A, Rynkiewicz A, Sionkowska A, 2014,
Dialysis as a method of obtaining neutral collagen gels. Mat. Sci. Eng. C - Mater, 40: 65-70.
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e Skopinska-Wisniewska J, Kuderko J, Bajek A, Maj M, Sionkowska A, Ziegler-Borowska M,
2015, Collagen/elastin hydrogels cross-linked by squaric acid. Mat. Sci. Eng. C - Mater, 60:
100-108.

e Skopinska-Wisniewska J, Wegrzynowska-Drzymalska K, Bajek A, Maj M, Sionkowska A,
2016, Is dialdehyde starch a valuable cross-linking agent for collagen/elastin based
materials? J. Mater. Sci.: Mater. Med, 27(4): 1-10.

e Skopinska-Wisniewska J, Bajek A, Maj M, Sionkowska A, 2017, PEG-dialdehyde-the new
cross-linking agent for collagen/elastin hydrogels. Polym. Adv. Technol, 28(6): 763-767.

Wyniki tej owocnej wspotpracy zostaly rowniez zaprezentowane podczas wielu konferencji

krajowych i zagranicznych, ktorych doktadny wykaz zawarty jest w Zatgczniku nr 3.

Podsumowaniem mojej 6wczesnej pracy naukowej bylo otrzymanie w 2013 roku
nagrody zespotowej I° Rektora UMK w Toruniu za osiagnigcia uzyskane w dziedzinie

naukowo-badawczej w 2012 roku.

Duzym wyro6znieniem bylo zaproszenie mnie do udziatu w 7. Programie Ramowym
Komisji Europejskiej w ramach wspdlnego konkursu Komisji Europejskiej UE
i Meksykanskiej Organizacji CONACYT ,,Adding Value to Mining at the Nanostructure
level”, ,,Rozw¢j 1 zastosowanie nowych nanokompozytowych materiatdéw otrzymanych
w recyklingu metali szlachetnych” o akronimie NANOMINING, w latach 2010-2013, gdzie
zajmowalam stanowisko pracownika naukowo-technicznego. Do moich gléwnych
obowigzkow nalezala analiza cytotoksycznosci modyfikowanych implantow tytanowych.

Uzyskane wyniki opublikowano w J Biometer Tissue Eng 2016; 6: 463-472.

Od pazdziernika 2017 roku, po powrocie z drugiego urlopu macierzynskiego,
rozpocz¢lam rowniez prace nad projektem NCN pt. ,,Nowe materialy zawierajace
mikroczasteczki inkorporowane w matrycy polimerowej do zastosowan medycznych,
farmaceutycznych i kosmetycznych”  (nr  projektu  UMO-2016/21/D/ST8/01705),
we wspotpracy z dr Justyng Koztowskag z Katedry Chemii Biomateriatow 1 Kosmetykow

UMK w Toruniu.

Plany badawcze

Najnowszym zagadnieniem badawczym podj¢tym przeze mnie jest ocena wplywu
obecnie stosowanego leczenia przeciwnowotworowego u kobiet w cigzy na mezenchymalne

komorki macierzyste ptynu owodniowego reprezentujace rozwijajacy sie ptod. Oszacowanie
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ryzyka 1 korzysci z podawania lekéw w czasie cigzy czgsto stanowi wyzwanie. Szczegolnie,
ze dane dotyczace wplywu zwiazkéw biologicznie czynnych na ptod sa niewystarczajace.
Nowotwory ztosliwe u kobiet w cigzy stanowig 0,05-0,1% wszystkich nowotwordéw i sg one
zwigzane z 0,02-0,1% wszystkich cigz. Diagnostyka i leczenie kobiet chorych na nowotwory
w cigzy jest trudna, dotyczy bowiem zarowno matki, jak i ptodu. Niestety, standardy
postepowania z kobietami cigzarnymi z rozpoznanym nowotworem S3 Wcigz
niewystarczajaco dobrze opisane. Optymalne leczenie obejmuje skutecznos¢ terapii
z jednoczesnym zachowaniem prawidlowego rozwoju ptodu. Istnieje wiele kontrowersji
zwigzanych z wplywem cigzy na rozwdj choroby nowotworowej. Aktualna wiedza opiera si¢
glownie na wynikach badan klinicznych, analiz retrospektywnych czy tez przegladzie
dostepnego pismiennictwa. Z tego tez powodu bardzo cz¢sto decyzje istotne z klinicznego
punktu widzenia podejmowane sa bez wystarczajacej wiedzy opartej na rzetelnych
i wiarygodnych danych naukowych.

Dlatego tez, obecnie prowadz¢ badania nad oceng wptywu wybranych chemioterapeutykow
i antybiotykow antynowotworowych na ludzkie mezenchymalne komoérki macierzyste ptynu

owodniowego.

Kolejnym zagadnieniem naukowym, ktore bedzie przeze mnie realizowane przez
najblizsze dwa lata, jest analiza wptywu warunkoéw hipoksji na wihasciwosci biologiczne
ludzkich mezenchymalnych komoérek macierzystych izolowanych z tkanki tluszczowej
1 pltynu owodniowego. Dotychczas nie poswigcano nalezytej uwagi odpowiedniemu stezeniu
tlenu w warunkach hodowli in vitro. Wiele aktualnie prowadzonych badan klinicznych
stosuje mezenchymalne komorki macierzyste namnozone W warunkach in vitro w 20%
stezeniu tlenu [Estrada, 2012]. 10-krotnie przekracza to stezenie tlenu osiggane
w fizjologicznych niszach komorek macierzystych. Poziom tlenu, ktéry dociera
do poszczegblnych tkanek i organow waha sie od 2% do 9% [Mohyeldin, 2010]. Dodatkowo
rowniez tkanki mogg znaczaco rozni¢ si¢ w konteksScie zapotrzebowania na tlen. Odbiega
to od warunkow uwazanych za ,,normoksje” (21% tlenu), w ktorych standardowo hoduje si¢
komorki w warunkach in vitro. Nieliczne badania, gtdéwnie z ostatnich 4 lat, wskazuja na to,
iz 20% tlen indukuje w komorkach ssakow uszkodzenia DNA, przyspieszajac tym samym
proces ich starzenia czy zmniejszenie zywotnosci. Odwrotnie, hodowanie ludzkich komorek
macierzystych w stezeniu tlenu od 1 do 5% korzystnie wptywa na ich wzrost, hamuje proces
ich roznicowania, a takze powoduje wzrost ekspresji Oct4 (specyficznego markera

pluripotencji), czy aktywnosci telomerazy [Mohyeldin, 2010].
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Moje najblizsze plany badawcze obejmuja kompleksowa analiz¢ wlasciwosci
mezenchymalnych komoérek macierzystych w réznych stezeniach tlenu, co wydaje si¢ by¢

kluczowe w §wietle cieszacych si¢ ogromng popularnoscig terapii komérkowych.
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