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l. Imi¢ i nazwisko: Malgorzata Maj

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

oraz tytul rozprawy doktorskiej:

21.07.2011 — tytul zawodowy magistra biotechnologii

Katedra 1 Zaklad Genetyki Molekularnej Komérki

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytul pracy: Analiza wrazliwosci mutanta BRCAZ oraz innych mutantéw komaérkowych uszkodzonych
w homologicznej rekombinacji na wybrane leki nowotworowe

Promotor: prof. dr hab. Malgorzata Zdzienicka

18.11.2015 — stopien naukowy doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej

Katedra Urologii, Zaktad Inzynierii Tkankowe;

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

Tytul rozprawy: Badanie wlasciwodci przeciwezerniakowych rosuwastatyny w warunkach in vitro

Promotor: prof. dr hab. Rafal Czajkowski

11.07.2017 — $wiadectwo ukonczenia studiow podyplomowych w zakresie analityki medycznej
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych:

01.10.2011 - 31.12.2013

starszy technik

Zaktad Inzynierii Tkankowej

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

01.01.2013 — 31.05.2016

asystent

Katedra Medycyny Regeneracyjnej, Zaktad Inzynierii Tkankowej
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikolaja Kopernika w Toruniu
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01.06.2016 — obecnie

adiunkt

Katedra Urologii, Zaktad Inzynierii Tkankowej

Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

4. Wskazanie osiagnigcia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 ustawy z dnia 14 marca 2003r. o stopniach
naukowych I tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U, 2016 r. poz. 882 ze

zm. w Dz. U. z2016r. poz. 1311.)

a/ tytul osiggniecia naukowego: Interakeje pomigdzy komérkami macierzystymi pochodzacymi

z tkanki thuszczowej a komorkami raka pecherza moczowego, badania in vitro

b/ publikacje wchodzace w zakres zglaszanego osiagniecia naukowego (autor/autorzy, tytul/tytuly

publikacji, rok wydania, nazwa wydawnictwa)

Oswiadczenia wspotautorow okreslajgce ich indywidualny wklad w powstanie poszczegdlnyeh prac
znajdujq sig w zalgezniku nr 6. Wartos¢ wspdlezynnika IF i punktacje MNiSW dia poszcze gd!r;'ych prac
podano zgodnie z rokiem ich opublikowania, z wyjgtkiem pracy z roku 2019, dla kidrej przyjeio IF
i punktacje MNISW jak w roku 2018.

Osiagnigcie zostato udokumentowane cyklem trzech przedstawionych ponizej prac opublikowanych
w recenzowanych czasopismach z listy Journal Citation Reports (JCR) o sumarycznym wspdtczynniku
IF réwnym 10.040 i punktacji MNiSW rownej 90. Prace uszeregowano chronologicznie, zgodnie

z rokiem ich publikacji.

1. 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, ] Cell Biochem, 118(6): 1361-1368. IF = 2,959, MNiSW = 25

Mdj wkiad w powstanie pracy polegal na wspotopracowaniu koncepeji badan i koordynacji ich
przebiegu, hodowli komorek macierzystych i nowotworowych, przygotowaniu materialu do badan
cytometrycznych (rycina 2 i 3). a takze na analizie i interpretacji wynikow. Zebratam piSmiennictwo,
przygotowalam manuskrypt oraz ryciny i tabele. Prowadzitam takze korespondencje z edytorem

i odpowiadalam na recenzje jako autor korespondencyjny. Mdj udzial procentowy szacuje na 40%.
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2. Maj M, Kokocha A, Bajek A, Drewa T, 2018, The interplay between adipose-derived stem cells
and bladder cancer cells, Sci Rep, 8(1): 15118. IF = 4,122, MNiSW = 40

M¢6j wklad w powstanie pracy polegal na opracowaniu koncepcji badan, wykonaniu wigkszosci
dodwiadczen (poza ocenag migracji/inwazji komorek — rycina 6A i B}, a takze na analizie i interpretacji
wynikow, Zebratam pismiennictwo, przygotowatam manuskrypt oraz ryciny i tabele. Prowadzitam
korespondencje z edytorem i odpowiadatam na recenzje jako autor korespondencyjny. M¢j udzial

procentowy szacuje na 80%.

3. Maj M, Kokocha A, Bajek A, Drewa T, The effects of adipose-derived stem cells on CDI33-
expressing bladder cancer cells, J Cell Biochem, 2019; 1-11. IF = 2.959, MNiSW =25

M) wktad w powstanie pracy polegal na opracowaniu Koncepcji badan, wykonaniu wiekszosci
doswiadczen (poza oceng zywotnosci/proliferacji komorek — rycina 3), a takze na analizie i interpretacji
wynikow. Zebralam pismiennictwo, przygotowatam manuskrypt oraz ryciny i1 tabele. Prowadzitam
korespondencje¢ z edytorem i odpowiadatam na recenzje jako autor korespondencyjny. Méj udziat

procentowy szacuj¢ na 75%.

¢/ omowienie celu naukowego ww. prac i osiggnigtych wynikoéw wraz z omdwieniem ich ewentualnego

wykorzystania — wszystkie cytowania umieszczono w spisie pismiennictwa

Aktualny stan wiedzy w zakresie tematu badan

Terapie komorkowe stajg sig coraz bardziej atrakcyjng opcjg w leczeniu wielu schorzen. Medycyna
regeneracyjna, interdyscyplinarna dziedzina medycyny powstata z inzynierii tkankowej, wykorzystuje
metody z uzyciem przestrzennych rusztowan i hodowanych inn vitro komoérek w celu naprawy funkcji
uszkodzonych tkanek lub ich pelnej regeneracji, a nawet przeszczepiania calych narzadéw
skonstruowanych in vitro. Poza komérkami i biomaterialami, stanowigcymi podpore mechaniczng dla
komérek, do triady inzynierii tkankowej zalicza si¢ réwniez cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostu,

ktore reguluja podzialy i réznicowanie przeszczepionych komoérek [O'Brien, 2011].

Do przeszczepu mozna wykorzystaé zroznicowane, dojrzate komarki pochodzgce z tkanki, ktora ma
podlega¢ regeneracji. Wyizelowane od pacjentow komorki hodowane sa in vitro w celu uzyskania
odpowiedniej ich liczby do przeszeczepu lub podawane sa pacjentowi bezposrednio po etapie izolacji.
W ostatnim czasie wiele uwagi poswigca si¢ mezenchymalnym komérkom macierzystym (MSCs,
ang. mesenchymal stem cells), ktére w odroznieniu od zroznicowanych komorek dorostego organizmu

posiadaja wiele unikalnych cech korzystnych dla ich dalszego zastosowania w terapiach komorkowych,
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m.in. wysoki potencjal proliferacyjny. zdolnos¢ do wielokierunkowego réznicowania oraz mozliwosé
modulacji odpowiedzi immunologicznej [Nombela-Arrieta et al., 2011]. Komorki macierzyste po raz
pierwszy wyizolowano ze szpiku kostnego. Ze wzgledu na inwazyjno$¢ pobierania materiatu i niewielkg
ilos¢ komorek jaka udaje sie uzyska¢ w wyniku izolacji prowadzono dalsze badania nad zrédlami
komdrek macierzystych do celdw rekonstrukcyjnych. Szczegélnie bogatym Zrodtem komédrek
dla inzynierii tkankowej okazala sig¢ tkanka thuszeczowa, ktdrg mozna pobraé podczas zabiegu liposukeji
charakteryzujacego si¢ znacznie mniejsza inwazyjnoscia w pordwnaniu do biopsji szpiku kostnego

[Bajek et al., 2016; De Francesco et al., 2015].

Komoérki macierzyste pochodzace z tkanki tluszczowej (ASCs, ang. adipose-derived stem cells)
syntetyzuja liczne cytokiny i czynniki wzrostu, ktore moga utatwiac regeneracje elementdow sktadowych
prawidltowej sciany pecherza moczowego w przypadku rekonstrukeji organu z powodu urazu, badz
stanow chorobowych wymagajacych zwigkszenia jego pojemnoscei. Giéwnym wskazaniem do operacji
rekonstrukeyjnych jest jednak cystektomia bedaca metoda pozwalajgeg na calkowite usuniecie
naciekajacego raka pegcherza moczowego [Pokrywezynska et al., 2013]. Udany zabieg rekonstrukeji
pecherza moczowego u pacjenta po przebytym newotworze wykonano w 2006 roku. Byla to pierwsza
na $wiecie praca doswiadczalna prezentujagca mozliwos¢ wytworzenia niemalze catego narzadu
w laboratorium. Po zabiegu cystektomii polegajacym na wycigeiu pecherza i pozostawieniu jedynie
ujscia moczowodow i cewki moczowej, narzad zostal zrekonstruowany z wyhodowanych komarek
wysianych na rusztowanie z kolagenu i kwasu poliglikolowego o ksztalcie pecherza. Zastosowana
terapia okazata sie catkowitym sukcesem, nie zaobserwowano zadnych powiktan, a wszczepiony narzad
spetniat wlasciwie swoje funkcje [Atala et al., 2006]. Prace badawcze nad konstrukejg funkcjonalnych
substytutow pecherza moczowego trwaja nadal, tak aby mozliwe byto przejscie z fazy eksperymentdw

do zastosowan klinicznych [Lee et al., 2015; Leonhduser et al., 2017; Pokrywczynska et al., 2014].

Wykorzystanie komdrek macierzystych do konstrukeji rusztowan majacych budowaé materiat
do odtworzenia narzadu u pacjentow onkologicznych stwarza jednak potencjalne niebezpieczenistwo
zainicjowania progresji nowotworu. Mezenchymalne komorki macierzyste wykazujg bowiem tropizm
do komdrek nowotworowych [Cuiffo and Karnoub, 2013]. Syntetyzowane przez nie czynniki, z jednej
strony ulatwiaja regeneracje tkanek, z drugiej mogg powodowa¢ wznowe choroby nowotworowej
poprzez pobudzenie proliferacji, wzrost zywotnosci i nabycie przez komérki nowotworowe fenotypu
inwazyjnego, ktory zwiazany jest ze zwigkszona zdolnoscia do migracji i naciekania sgsiednich tkanek
 [Zimmerlin et al., 2013]. Migracja komérek macierzystych w kierunku srodowiska nowotworowego
jest nastepstwem syntezy szeregu czynnikow o whasciwosciach chemotaktycznych wobec MSCs.
Po wbudowaniu w zrab nowotworu komérki macierzyste moga réznicowaé sig w miofibroblasty,
komorki srodblonka naczyniowego, badz tez istnie¢ w postaci komérek macierzystych zwiazanych

z nowotworem (T-MSCs, ang. tumor tissue-derived mesenchymal stem cells). Uwaza sie, ze T-MSCs
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promujg proliferacje komoérek nowotworowych, zwiekszajg liczbe komorek o cechach macierzystych
komérek nowotworowych (CSCs, ang. cancer stem cells), a takze pobudzaja procesy angiogenezy

[Sun et al., 2014].

Wplyw komdrek macierzystych na progresje nowotwordw pozostaje w duzej mierze nieznany. Pierwsze
doniesienia dotyczace oddzialywah MSCs izolowanych ze szpiku kostnego na wzrost komorek
nowotworowych wykazaly dziatanie antyproliferacyjne wzgledem hematopoetycznych i nie-
hematopoetycznych nowotworowych linii komoérkowych. Redukeja potencjatu proliferacyjnego
obserwowana byla podczas kokultury komdrek macierzystych z komdrkami nowotworowymi,
jak réwniez w warunkach ograniczonego kontaktu fizycznego. Potwierdzono takze obnizony poziom
apoptozy komérek nowotworowych oraz zahamowanie cyklu komérkowego. Z kolei doswiadczenia
na modelu zwierzgcym wykazaly promocje wzrostu guzéw nowotworowych. Opisane rozbieznosci
moga sugerowac. ze w warunkach in vive komdrki macierzyste tworzg nisze dla CSCs, w ktérej
zachowujg one swoje unikalne wlasciwosci, co moze potwierdza¢ ochronne dzialanie MSCs wzgledem
populacji nowotworowych komoérek macierzystych [Ramasamy et al., 2007]. Podobne wyniki
otrzymano podczas hodowli komdrek macierzystych izolowanych ze szpiku kostnego z komérkami raka
ptuca i przetyku w warunkach ograniczonego kontaktu fizycznego. W hodowli in viiro MSCs hamowaly

wzrost i inwazje komdrek, natomiast in vivo promowaly progresje nowotworu [Tian et al., 2011].

Niewiele wiadomo na temat wplywu komoérek macierzystych z tkanki thuszczowej na nowotwory uktadu
moczowo-plciowego. Dotychczasowe doniesienia literaturowe opisujg wylacznie oddziatywanie ASCs
na nowotwory prostaty. W tym przypadku zaobserwowano zardowno zahamowanie wzrostu komarek
nowotworowych in vitro, jak réwniez zwigkszenie liczby 1 rozmiarow guzéw nowotworowych in vivo.
Spadek proliferacji linii komdrkowych wrazliwych i niewrazliwych na androgeny zwigzany byt
z indukcja apoptozy 1 aktywacja kaspaz wykonawczych, z kolei in vivo obecno$¢ komorek
macierzystych stymulowala unaczynienie guzdw nowotworowych [Lin et al., 2010; Prantl et al., 2010;
Takahara et al., 2014]. Brak danych na temat wplywu ASCs na komorki raka pecherza moczowego
uniemozliwia jednoznaczne okreslenie mozliwosci ich zastosowania w regeneracji tego narzadu.
Najwieksze watpliwosci wzbudza prawdopodobienstwo zainicjowanie wznowy u pacjentdw w stanie
remisji, poprzez aktywacje niewielkiej populacji komorek niewrazliwych na zastosowane leczenie
przeciwnowotworowe [Zhang et al.. 2013]. Biorgc pod uwage wyniki dotychczasowych badan
kluczowa dla dalszego rozwoju metod rekonstrukeji pecherza moczowego z zastosowaniem terapii
komérkowych wydaje sie analiza wplywu ASCs na proliferacje i zywotnos¢ oraz indukeje fenotypu
inwazyjnego komdrek raka pecherza moczowego hodowanych w warunkach umozliwiajacych

wzajemne oddziatywanie obu typow komarek.
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Celem naukowym prezentowanego cyklu prac byla:

- analiza wplywu rozpuszczalnych mediatoréw syntetyzowanych przez komoérki macierzyste
na zywotnos¢ i proliferacje komorek nowotworowych, a takze ich wrazliwos¢ na ciprofloksacyne —
antybiotyk o potencjalnym dziataniu przeciwnowotworowym (praca nr 1),

- analiza wplywu czynnikoéw wydzielanych przez komoérki macierzyste z tkanki tluszczowe]
na wlasciwosci biologiczne komorek raka pecherza moczowego, w tym na ich adhezje do skltadnikow
macierzy zewnatrzkomérkowej, migracje, inwazje oraz aktywacje szlakdéw sygnalizacyjnych
zaangazowanych w regulacje proliferacji, apoptozy, a takze wrazliwosci komérek nowotworowych
na chemioterapeutyki (praca nr 2),

- analiza wplywu medium kondycjonowanego z komoérek macierzystych z tkanki tluszczowej
na populacje komorek raka pgcherza moczowego wykazujacg ekspresje markera CD133, tj. na komarki

o cechach macierzystych komorek nowotworowych (praca nr 3).
Omowienie uzyskanych wynikow
Pracanr1

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, ) Cell Biochem, 118(6): 1361-1368.

Unikalne wtasciwosci mezenchymalnych komérek macierzystych sprawiaja, ze staly sie one
atrakcyjnym narzgdziem medycyny regeneracyjnej, w tym urologii eksperymentalnej. MSCs
wytwarzaja liczne rozpuszezalne mediatory, ktére wplywajg na procesy regeneracji tkanek sprzyjajac
przywréceniu funkeji pecherza moczowego. Coraz czeéciej wskazuje sie, ze pozytywne skutki terapii
komérkowych wynikajg z dziatania sekretomu komorek macierzystych, a nie ich zdolnosci do
osiedlania sig i roznicowania w miejscu przeszczepienia. Sktad sekretomu jest tkankowo-specyficzny
i zmienia si¢ w odpowiedzi na procesy zachodzace w obrebie tkanki. Synteza duzej liczby
rozpuszczalnych mediatoréw w miejscu przeszczepienia moze jednak wplynaé na aktywacje uspionych
komoérek nowotworowych, szczegdlnie biorac pod uwage fakt, iz lokalna wznowa wystepuje
u znacznego odsetka pacjentow poddanych cystektomii. Co wigcej, MSCs wykazuja tropizm
do $rodowiska nowotworowego spowodowany syntezg czynnikéw chemotaktycznych m.in. czynnika
martwicy nowotwordw «, interferonu vy, interleukiny 1, interleukiny 6, zrebowego czynnika wzrostu,
czy plytkopochednego czynnika wzrostu. Ukierunkowana migracja MSCs moze by¢ réwniez nasilona
przez niedotlenienie towarzyszace stanowi zapalnemu w mikrosrodowisku nowotworowym. Z tego
powodu pojawiaja sie watpliwosci dotyczace bezpieczenstwa stosowania terapii komoérkowych

opartych o komorki macierzyste u pacjentéw onkologicznych.
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Pomimo prowadzonych badan mozliwy wplyw MSCs na progresje choroby nowotworowej pozostaje
niejasny, szczegolnie w przypadku nowotwordw ukladu moczowo-plciowego. Dlatego celem pracy byta
analiza wplywu rozpuszczalnych mediatorow syntetyzowanych przez MSCs na zywotnos¢ dwach linii
nowotworowych, tj. komadrek raka prostaty (786-0) oraz raka pecherza moczowego (T24). W badaniach
wykorzystano medium kondycjonowane (CM, ang. conditioned medium) zawierajace czynniki
syntetyzowane przez mezenchymalne komorki macierzyste z ptynu owodniowego i tkanki tluszczowej.
Plyn owodniowy uzyskano od kobiet cigzarnych, u ktérych przeprowadzono amniopunkcje ze wskazan
medycznych. Tkanka tluszczowa byla natomiast pozyskiwana w czasie liposukcji. Oba materialy
pobierano zgodnie =z procedurami zaakceptowanymi przez Lokalng Komisje Bicetyczna,
a od wszystkich pacjentdow uzyskano $wiadomg zgode na udzial w badaniu. Po izolacji, komorki
macierzyste hodowano w standardowych warunkach w celu uzyskania sekretomu zawierajacego

rozpuszczalne mediatory.

Zasadniczym celem prowadzonych badan bylo okreslenie wplywu medium kondycjonowanego
z komorek macierzystych plynu owodniowego (AFSC-CM) i tkanki tluszczowej (ASC-CM)
na zywotnos¢ komorek nowotworowych. Analizie poddano réwniez postep cyklu komadrkowego,
atakze indukcje apoptozy po okresie hodowli komérek nowotworowych w obecnosci sekretomu MSCs.
Wykazano. ze komorki raka pecherza odpowiadajg obnizeniem zywotnosei o 16,4% po 72-godzinngj
inkubacji z ASC-CM. Wydluzona hodowla spowodowala rowniez zwiekszenie liczby komorek linii
T24 w fazie GO/G1 cyklu komorkowego, odpowiednio o 20% i 17% dila AFSC-CM i ASC-CM.
Nie zaobserwowano natomiast wplywu mediéw kondycjonowanych na translokacje fosfatydyloseryny
na zewnetrzng czgsé btony komorkowej, co ma miejsce we wezesnych etapach apoptozy. Aby sprawdzié
hipotezg mowigea o mozliwym wplywie czynnikow syntetyzowanych przez MSCs na indukcje
opornosci  na chemioterapeutyki analizie poddano wrazliwos¢ komérek nowotworowych
na ciprofloksacyng po okresie inkubacji z CM. Wybdr ciprofloksacyny — powszechnie
wykorzystywanego antybiotyku z grupy fluorochinolonéw — podyktowany byl doniesieniami
o mozliwosci jej potencjalnego wykorzystania w leczeniu nowotworéw pecherza moczowego
ze wzgledu na wysoka koneentracjg w moezu. Inkubacja z CM znaczaco zwickszyta opornosé komorek
obu linii na zwiazek w stezeniach odpowiadajgcych wartosci LC90, tj. powodujacych smieré 90%

badanych komorek.

Uzyskane wyniki, jak rowniez wczesniejsze doniesienia literaturowe na temat antyproliferacyjnego
wplywu MSCs wobec hematopoetycznych i nie-hematopoetycznych komdrek nowotworowych wydajg
sie potwierdza¢ hipoteze o ochronnym dziataniu MSCs wzgledem populacji nowotworowych komorek
macierzystych. Konieczne okazato sig jednak okreslenie zmian sktadu sekretomu MSCs w odpowiedzi
na obecnos¢ komorek nowotworowych, a takze wplywu rozpuszczalnych mediatoréw na populacje

komorek o cechach CSCs, co stato si¢ tematem kolejnych prac wchodzacych w sktad osiagniecia.
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Praca nr 2

Maj M, Kokocha A, Bajek A, Drewa T, 2018, The interplay between adipose-derived stem cells and
bladder cancer cells, Sci Rep, 8(1): 15118.

Kontynuacja badan nad oddzialywaniem komorek macierzystych z tkanki tluszczowej na komérki
nowotworowe pozwolita okreslic zmiane sktadu sekretomu ASCs w odpowiedzi na obecnosé komorek
nowotworowych. Aby wykluczy¢ mozliwy wplyw czynnikéw osobniczych w badaniach wykorzystano
uniesmiertelniong lini¢ komérek macierzystych (ASC52telo). Komorki ASC52telo wykazuja wszystkie
cechy charakterystyczne dla mezenchymalnych komérek macierzystych m.in. wysoka (>90%) ekspresje
markerow CD29, CD44, CD79, CD105 oraz CD166, a takze niska (<5%) ekspresje CD14, CD19, CD34
i CD45. Sa réwniez zdolne do wielokierunkowego réznicowania. Linie komorek nowotworowych
wyprowadzone w pierwotnych guzéw wybrano tak, aby reprezentowaly nowotwory w stadium II
(linta 5637) i 11 (linie HT-1376 i HB-CLS-1), w przypadku ktérych najczesciej dokonuje sie radykalne;j
cystektomii. Oba typy komérek hodowano w warunkach uniemozliwiajacych bezposredni kontakt,
pozwalajacych jednak na oddzialywanie rozpuszczalnych mediatorow syntetyzowanych do srodowiska

zewnatrzkomorkowego (tzw. system transwell).

Wykazano znaczacy wzrost st¢zenia cytokin prozapalnych w sekretomie ASCs — szczegblnie
interleukiny 6 (od 23-krotnego do 3,9-krotnego w zaleznosci od linii komérkowej) oraz interleukiny 8
(od 16,1-krotnego do 10,3-krotnego), a takze umiarkowany wzrost stezenia GM-CSF, MCP-1 oraz
RANTES. Synteza cytokin prozapalnych moze nasila¢ aktywacje szlakéw sygnalizacji wewnatrz-
komérkowej PI3BK/AKT/mTOR i MAPK zaangazowanych w progresje nowotwordw. Z tego powodu
analizie poddano fosforylacje kinaz ERK1/2 i AKT1/2/3, a takze biatka efektorowego p70 S6K.
Wykazano 2,2-krotny wzrost fosforylacji ERK1/2 w komérkach linii 5637 inkubowanych w ASC-CM
w porownaniu do Kontroli, ktérg stanowity komérki hodowane w standardowych warunkach. Z kolei

w komérkach linii HB-CLS-1 zaobserwowano 2-krotny wzrost fosforylacji kinazy AKT1/2/3.

Oba szlaki poza regulacja wzrostu komérek nowotworowych, apoptozy 1 wrazliwosci
na chemioterapeutyki wplywaja takze na fenotyp inwazyjny. Dlatego kolejnym etapem badan byto
okreslenie przylegalnosci komorek do biatek macierzy zewnatrzkomérkowej (ECM, ang. extracellular
matrix) — kolagenu I, kolagenu 1l, kolagenu IV, fibronektyny, lamininy, tenascyny i witronektyny.
Mimo, ze uzyskane wyniki nie byly istotne statystycznie zaobserwowano tendencje do obnizenia
przylegalnosci komérek nowotworowych inkubowanych w ASC-CM do biatek ECM. Wykazano
réwniez istotne zwigkszenie migracji komoérek linii HT-1376, zaréwno hodowanych w kokulturze
z ASCs (0 24.5% w poréwnaniu do kontroli). jak rowniez w ASC-CM (o0 41,7%). Zdolnosci inwazyjne

zostaly zbadane przy uzyciu insertéw pokrytych macierza Matrigel otrzymang z mysiego migsaka EHS
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(Engelbreth-Holm-Swarm). Z powodu duzej zawartosci bialek macierzy zewnatrzkomérkowej Matrigel
stanowi odpowiednik btony podstawnej w warunkach in vitro. Zdolno$¢ do enzymatycznej degradacji
sktadnikéw macierzy Matrigel pozwala komérkom na oddzielenie si¢ od podloza i migracje przez pory
membrany, co tym samym pozwala na odréznienie komdrek nowotworowych majacych zdolnosé
do niekontrolowanego przemieszczania sie¢ od komorek nieinwazyjnych. W przypadku dwéch linii
nowotworowych wykazano istotny wzrost zdolnosci do inwazji, odpowiednio o 18,2% i 18,3%

dla komorek linii HT-1376 oraz HB-CLS-1.

Uzyskane wyniki wskazujg na ziozonos¢ oddzialywan pomiedzy komodrkami macierzystymi
1 nowotworowymi. Wspierajg rowniez hipoteze, iz poprzez synteze¢ czynnikow prozapalnych ASCs
indukujg proliferacje, zZywotno$¢ i inwazyjno$¢ komérek raka pecherza moczowego. Co wigcej.
aktywacja szlakow sygnalizacji wewngtrzkomérkowej moze wskazywaé, ze komorki macierzyste
wplywaja na progresje nowotwordw. Z tego powodu kolejnym etapem badan stalo sie okreslenie
wplywu ASCs na populacj¢ komérek o cechach macierzystych komorek nowotworowych

wyizolowanych z badanych linii raka pecherza moczowego na podstawie ekspresji markera CD133.

Praca nr 3

Maj M, Kokocha A, Bajek A, Drewa T, The effects of adipose-derived stem cells on CDI33-expressing
bladder cancer cells, ] Cell Biochem, 2019; 1-11.

Ocena mozliwosci bezpiecznego stosowania ASCs w terapiach komorkowych u pacjentéw
onkologicznych wymaga okredlenia wplywu rozpuszczalnych mediatordw na populacje komérek
|o cechach nowotworowych komorek macierzystych, ktore —jak si¢ powszechnie uwaza — odpowiadaja
za wznowg choroby nowotworowej. Z tego powodu analizie poddano komorki wykazujace
ekspresj¢ markera CD133 (promininy 1) — przezblonowej glikoproteiny szeroko wykorzystywanej
do identyfikacji prawidtowych i nowotworowych komérek macierzystych. Na podstawie ekspresji tego
markera udalo sie wyizolowaé niewielka populacje komdrek CD133+ z dwach linii raka pecherza
moczowego — 5637 (2,4%) oraz HB-CLS-1 (2,5%). Fenotyp wyizolowanych komdérek potwierdzono
cytometrycznie. W badaniach, tak jak poprzednio, wykorzystano uniesmiertelniong linie komdrek

macierzystych ASC52telo.

Wykazano, iz rozpuszczalne mediatory syntetyzowane przez ASCs znaczaco indukujg proliferacje
i Zywotno$¢ komorek nowotworowych. Nie zaobserwowano jednak istotnych statystycznie roznic
pomigdzy badanymi populacjami o odmiennej ekspresji markera CD133. Inkubacja z ASC-CM
znaczaco zwigkszyla jednak klonogennos$é komérek nowotworowych obu linii, czyli ich zdolnosé

do tworzenia kolonii z pojedynczych komorek. Wykazano ponadto, iz komorki CD133- linii 5637
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hodowane w standardowych warunkach wykazuja obnizona fosforylacje kinazy AKT1/2/3 i bialka p70
S6K. Z kolei hodowla w ASC-CM spowodowala nieznaczny, ale istotny statystycznie wzrost
aktywnosci kinaz AKT1/2/3 (1,4-krotny) i ERK1/2 (1,6-krotny) w komorkach CDI133+ tej linii.
W odrdznieniu od komorek raka pecherza moczowego linii 5637, w komérkach linii HB-CLS-1
wykazujacych ekspresje markera CD133 spadla aktywacja szlakow PI3K/AKT/mTOR i MAPK pod

wplywem sekretomu ASCs.

Uzyskane wyniki wskazuja, ze komorki o odmiennej ekspresji markera CD133 odpowiadajg w rézny
sposéb na rozpuszczalne mediatory syntetyzowane przez komoérki macierzyste. Czynniki parakrynne
wydzielane do srodowiska zewnatrzkomorkowego przez przeszczepione lokalnie w duzej ilosci ASCs
moga modulowac aktywnos¢ szlakow zaangazowanych w progresje, przerzutowanie i chemioopornosé

komérek nowotworowych.

Podsumowanie

Komoarki macierzyste izolowane z tkanki ttuszczowej pacjentdéw cierpiacych na nowotwory pecherza
moczowego wykazuja podobne wlasciwosci biologiczne, m.in. kinetyke wzrostu, ekspresje markerow
powierzchniowych oraz zdoInoé¢ do réznicowania. jak komérki izolowane od populacji 0sob zdrowych.
Z tego powodu wydaje sig, iz moga by¢ z powodzeniem wykorzystane w terapiach komodrkowych
z zakresu urologii eksperymentalnej. Maja one jednak nietypowa, niepokojaca ceche, tj. tropizm
do komorek nowotworowych. Mobilizowane przez mediatory zapalne migruja do mikrosrodowiska
nowotworowego, gdzie osiadajq si¢ i wbudowuja w zrgb nowotworu. Czynniki wydzielane przez ASCs,
z jednej strony niezbedne do prawidlowego przebiegu procesu regeneracji tkanki, mogg indukowac
wznowe choroby nowotworowe] przez aktywacje uspionych komérek niewrazliwych na zastosowane
leczenie. Ze wzgledu na mozliwy wplyw ASCs na progresje nowotworu i nabycie przez komorki
nowotworowe fenotypu inwazyjnego istotna jest ocena zmian wlasciwosci biologicznych komérek raka

pecherza moczowego pod wplywem czynnikéw wydzielanych przez komérki macierzyste.

Z badan prezentowanych w ramach zglaszanego osiagniecia wynika, ze:

1/ Komorki macierzyste z tkanki tluszczowej hodowane w obecnosci komorek raka pecherza
moczowegoe zmieniajg profil syntezy rozpuszczalnych czynnikow bioaktywnych, zwiekszajgc

produkcje cytokin prozapalnych m.in. interleukiny 6 oraz interleukiny 8,

2/ Komérki macierzyste oddziatujg na komorki raka pgcherza moczowego w warunkach /n vitro, istotnie

wplywajac na ich wlasciwosci biologiczne, w tym potencjat proliferacyjny i zywotnosc.
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3/ Nowotworowe linie raka pecherza moczowego obnizaja swoja przylegalnosé do sktadnikdw macierzy
zewnatrzkomorkowej w odpowiedzi na rozpuszczalne mediatory syntetyzowane przez komorki

macierzyste, co powoduje zmiany w ich zdolnosci do migracji 1 inwazji.

4/ Sekretom komdrek macierzystych powoduje zmiany fosforylacji kinaz AKT1/2/3 i ERKI1/2,

kluczowych elementow szlakow sygnalizacji wewnatrzkomérkowej PI3K/AKT/mTOR { MAPK.

5/ Bioaktywne molekuly syntetyzowane przez komdrki macierzyste powoduja zmiany fosforylacji
kinaz AKT1/2/3 i ERK1/2 w komérkach CD133-dodatnich, reprezentujacych populacje komoérek raka

pecherza moczonego o cechach nowotworowych komorek macierzystyvch.

Uzyskane przeze mnie wyniki i wyciagniete wnioski majg istotne znaczenie dla okreslenia mozliwosci
stosowania terapii komorkowych z wykorzystaniem mezenchymalnych komoérek macierzystych
izolowanych z tkanki tluszczowe] w urologii eksperymentalnej. Okreslenie wplywu ASCs na
wlasciwodci biologiczne komérek raka pecherza moczowego stanowi niewatpliwy wkiad w badania
podstawowe prowadzone na modelu in vilro, ktdre sa krokiem naprzéd w standaryzacji terapii

komorkowych z wykorzystaniem komorek macierzystych stosowanych w praktyce klinicznej.
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5. Oméwienie pozostatych osiggnigé naukowo-badawczych

Poza omoéwionym powyzej cyklem publikacji sktadajacych si¢ na osiqgnie;cie naukowe, jestem rowniez
wspolautorky trzynastu artykuléw opublikowanych w czasopismach naukowych posiadajacych
wspolezynnik IF i znajdujacych sig¢ na liscie Journal Citation Reports (JCR), jednego artykuhu
w czasopismie spoza listy JCR oraz jednego rozdzialu w zagranicznym opracowaniu zbiorowym.
Eaczny IF wszystkich opublikowanych przeze mnie prac naukowych wynosi 42.172, a liczba punktow
MNiSW 443. Pelny wykaz prac znajduje si¢ w zataczniku nr 7 do wniosku o przeprowadzenie

postepowania habilitacyjnego.
Rozwo6j naukowy przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych bylam wspélautorem szeéciu prac o tacznym
wspofczynniku IF rownym 11.367 i punktacji MNISW rownej 138, w tym pierwszym autorem trzech
publikacji o tgcznym wspétczynniku IF réwnym 3.503 i punktacji MNiSW réwnej 48. Bytam réwniez

wspolautorem dwunastu doniesien zjazdowych, w tym dziesieciu zagranicznych.

W roku 2011 ukoniczylam studia na kierunku biotechnologia na Wydziale Lekarskim Collegium
Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu.
Pracg magisterskg pt. ,Analiza wrazliwosci mutanta BRCA2 oraz innych mutantéw komdérkowych
uszkodzonych w homologicznej rekombinacji na wybrane leki nowotworowe” realizowalam
w Katedrze i Zaktadzie Genetyki Molekularnej Komérki pod kierownictwem prof. dr hab. Matgorzaty
Zdzienickiej. Uzyskane przeze mnie wyniki przedstawilam na Miedzynarodowej Konferencji
Studentow Uczelni Medycznych w Krakowie (2011, Analiza wrazliwosci komdrek mutantéw Brea?
i Rad5IC opornych na terapi¢ przeciwnowotworowy z wykorzystaniem wybranyeh chemio-
ferapeutvkow). Po ukonczeniu studiéw i uzyskaniu tytutu zawodowego magistra zostatam zatrudniona
w Zakladzie Inzynierii Tkankowej Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,

Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu na stanowisku starszego technika.

Poczatkowo moje zainteresowania naukowe skupialy si¢ na wykorzystania melanocytéw do celdw
inzynierii tkankowej. Wyniki prowadzonych wczesniej prac zostaly przeze mnie zaprezentowane
na XXI Kongresie Europejskiej Akademii Dermatologii i Wenerologii w Pradze (2012, Culiure
of melanocytes using in vitiligo treatment: hope or danger?) oraz na | Pomorskiem Sympozjum
Inzynierii Tkankowej i Medycyny Regeneracyjnej w Bydgoszezy (2013, Zastosowanie melanocytow
hodowlanych w dermatologii). Efektem wspotpracy z Katedra Dermatologii, Choréb Przenoszonych
Droga Piciowa i Immunodermatologii bylo réwniez wspdtautorstwo rozdzialu w zagranicznym

opracowaniu zbiorowym, ktore w druku ukazato si¢ juz po uzyskaniu przeze mnie stopnia doktora nauk
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medycznych (Czajkowski R, Maj M, Drewa T, 2018, Management of vitiligo: setting up a tissue culture
laboratory. Vitiligo: medical and surgical management. Red. Gupta S, Olsson MJ, Parsad D, Lim HW,
van Geel N, Pandva AG, Wiley-Blackwell, 317-321).

W roku 2012 rozpoczetam badania nad oceng przeciwczerniakowej aktywnodci rosuwastatyny
w warunkach in viiro, co stalo si¢ pdzniej tematem mojej rozprawy doktorskiej. W tym celu
skontaktowatam si¢ z p. Jerzym Pieczykolanem, Kierownikiem Laboratorium Badawczego firmy
ADAMED, ktéry udostgpnit mi zwigzek w czystej postaci do dalszych analiz. Udalo mi sie réwniez
pozyskac¢ srodki na badania z funduszy przeznaczonych na granty dla mtodych naukowcéw CM UMK
(Ocena antyproliferacyjnego i proapoptotycznego dzialania statyn na komorki czerniaka ludzkiego -
bacanie in vitro, nr projektu MN-2/WL, kierownik). Z kolei stypendium wyjazdowe Polskiego
Towarzystwa Dermatologicznego umozliwilo mi udziat w XLIV ZjeZdzie Europejskiego Towarzystwa
Badan Dermatologicznych w Kopenhadze, na ktérym przedstawitam wstepne wyniki prowadzonych

badan w formie plakatu (2014, Rosuvastatin: is it a promising agent for melanoma chemoprevention?).

Wyniki czteroletnich prac zebratam w rozprawie doktorskiej zatytulowanej ,,Badanie wlasciwosci
przeciwczerniakowych rosuwastatyny w warunkach in vitro”, ktérej promotorem byl prof. dr hab.
Rafal Czajkowski. Kierownik Katedry Dermatologii. Choréb Przenoszonych Drogg Plciows
i Immunodermatologii. a promotorem pomocniczym dr hab. Marta Pokrywczynska, adiunkt
w Zaktadzie Inzynierii Tkankowej. 18 listopada 2015 roku, Uchwala Rady Wydziatu Lekarskiego
Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika
w Toruniu, uzyskalam stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medyczne]j. Ostateczne
wyniki badan nad ocena przeciwczerniakowej aktywnosci rosuwastatyny zostaly przeze mnie
zaprezentowane w formie wystapienia ustnego na X Sympozjum Naukowo-Szkoleniowe Polskiej
Akademii Dermatologii 1 Wenerologii w Karpaczu (2015, Czy resuwastatyna wykazuje potencjal
przeciwezerniakowy?) oraz na Zjezdzie Sekcji Forum Miodych Polskiego Towarzystwa
Dermatologicznego w Ossie k. Warszawy (2015, Analiza cytotoksycznej aktywnosci rosuwastatyny
wobec komdrek czerniaka ludzkiego w warunkach in vitro), a takze opublikowane juz po uzyskaniu
stopnia doktora nauk medycznych w postaci pracy oryginalnej w czasopismie z listy JCR (Maj M,
Czajkowski R, Zegarska B, Kowaliszyn B, Pokrywczynska M, Drewa T, 2016, Anti-proliferative and
cytotoxic activity of rosuvastatin against melanoma cells, Postgpy Dermatol Alergol, 33(4): 257-262).
Za wspomniang publikacje otrzymatam Nagrode im. Profesora Feliksa Wasika przyznawang przez
Dolnoslgski Oddzial Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego za najlepsza prace z onkologii
dermatologicznej opublikowana przez polskiego badacza w danym roku. Szczegdlowy wykaz doniesien
konferencyjnych i publikacji zwigzanych z badaniami prowadzonymi we wspolpracy z Katedra
Dermatologii, Chordb Przenoszonych Droga Plciowa i Immunodermatologii znajduje sie w zalgczniku

nr 7 do wniosku o przeprowadzenie postepowania habilitacyjnego.
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Po rozpoczeciu pracy w Zaktadzie Inzynierii Tkankowej na stanowisku starszego technika, a takze po
awansie na stanowisko asystenta angazowalam si¢ réwniez w projekty dotyczace analizy cytotoksycznej
aktywnosci zwiazkéw o potencjale przeciwnowotworowym. W tym celu podjetam wspotprace
z Katedra Chemii Nieorganicznej i Koordynacyjnej Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu.
Efektem prowadzonych badan byly dwie prace opublikowane w czasopismach z listy JCR (Katafias A,
Impert O, Kita A, Fenska J, Koter S, Kaczmarek-Kedziera A, Rézyvcki H, Bajek A, Uzarska M, van Eldik
R, 2014, Kinetics and mechanism of the reduction of mer-Tris picolinatoruthenium(IIl) by L-Ascorbic
acid, Eur J Inorg Chem, 2014: 2529-2535; Jarzynka P, Topolski 4, Uzarska M, Czajkowski R, 2014,
New dinuclear platinum complexes. Synthesis and kinetics of chloride substitution by thiourea and
glutathione in water-DMF solution, Inorg Chim Acta, 413: 60-67). Badania nad analiza nowych
kompleksow cisplatyny., prowadzone we wspodlpracy z dr. Adrianem Topolskim, kontynuowatam takze
po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych, czego wynikiem byta kolejna publikacja (Topolski A,
Rozmarynowska P, Maj M, Czajkowski R, 2017, Kinetics and mechanism of chloride substitution
by thiourea, L-methionine, and glutathione in bimetallic [P12(6NNqui)Cl4] complex in water-DMF

medium. Unusually slow reaction with thiourea, Inorg Chim Acta, 462: 10-135).

Wazng czgscig mojej aktywnosci naukowej staly si¢ takze badania na prawidiowych i nowotworowych
liniach komoérkowych izolowanych z drég moczowo-plciowych. Wyniki badan nad przeciw-
nowotworowa aktywnoscia ciprofloksacyny — antybiotyku z grupy fluorochinolonéw - przedstawitam
na XXII Zjezdzie Europejskiego Towarzystwa Urologicznego w Dreznie (2012, Ciprofloxacin
as possible anti-cancer prophylactic agent. An in vitre study on bladder cancer cells) oraz na XXIII
Zjezdzie Europejskiego Towarzystwa Urologicznego w Pradze (2013, Cyvfotoxic and antiproliferative
activity of ciprafloxacin against human urinary tract cancer cell lines). W pézniejszym czasie badania
rozszerzylam o analizg wptywu komodrek macierzystych na wrazliwos¢ komérek nowotworowych na
ciprofloksacyng, ktdrych wstepne wyniki przedstawilam na XXIV Zjezdzie Europejskiego
Towarzystwa Urologicznego w Krakowie (2014, Do mesenchymal stem cells influence urinary tract
cancer cells sensitivity to ciprofloxacin?). Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych analiza
interakcji pomigdzy mezenchymalnymi komérkami macierzystymi a komérkami raka pecherza stata sie
glownym nurtem moich =zainteresowan naukowo-badawczych. Ponadto, w latach 2013-2015
uczestniczylam jako wykonawca w realizacji dwoch projektow finansowanych z funduszy Narodowego
Centrum Nauki zwigzanych z wykorzystaniem hodowli komérkowych w urologii eksperymentalne;j
(Poznanie procesu gojenia pecherza moczowego drogg do jego regeneracji, nr projektu UMO-
2012/07/D/NZ 100854, wykonawca; Badanie nowyeh bezpieczniejszych metod sieciowania merterialow

bialkowych dla inzynierii thankowej, nr projektu UMO-2011/03/D/ST8/04600, wykonawca).
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Rozwoj naukowy po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych

Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych bytam wspélautorem jedenastu prac o lacznym
wspoétczynniku IF réwnym 30.805 i punktacji MNiSW réwnej 305, w tym pierwszym autorem czterech
publikacji o Iacznym wspoélezynniku IF réwnym 11.723 i punktacji MNiSW réwnej 105, a takze
wspolautorem jednego opracowania zbiorowego. Bylam rowniez wspétautorem dziesigciu doniesien

zjazdowych, w tym dwoch zagranicznych.

Zaangazowanie w projekt dotyczacy poszukiwania metod sieciowania materiatow biatkowych dla
inzynierii tkankowej zaowocowal podjeciem stalej wspdlpracy z dr Joannag Skopinska-Wisniewska,
pracownikiem Katedry Chemii Biomateriatow i Kosmetykdw, a takze publikacja cyklu prac (Skopinska-
Wisniewska J, Kuderko J, Bajek A, Maj M, Sionkowska A, Ziegler-Borowska A, 2016, Collagen/elastin
hydrogels cross-linked by squaric acid, Mat Sci Eng C - Mater, 60: 100-108; 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;
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). Badania na tym polu
rozszerzytam o analiz¢ wlasciwosci innych naturalnych i syntetycznych biomateriatéw o potencjalnym
zastosowaniu w inzynierii tkankowej i medycynie regeneracyjnej prowadzong we wspolpracy
z dr. Mariuszem Tszydlem, pracownikiem Katedry Ekologii i Zoologii Kregowcow Uniwersytetu
Lodzkiego oraz dr. Konradem Szustakiewiczem, pracownikiem Zakladu Inzynierii i Technologii
Polimerow Politechniki Wroctawskiej. Efektem badan na modelu in vitro byly prace opublikowane
w czasopismach z listy JCR (Tszydel M, Zablotni A, Wojciechowska D, Michalak M, Krucinska 1,
Szustakiewicz K, Maj M, Jaruszewska A, Strzelecki J, 2015, Research on possible medical use of silk
produced by caddisfly larvae of Hydropsyche angustipennis (Trichoptera, Insecta), Mech Behav Biomed
Mater, 45: 142-153; Szustakiewicz K, Stepakc B, Antonczak AJ, Maj M, Gazinska M, Kryszak B,
Piglowski J, 2018, Femtosecond laser-induced modification of PLLA’hydroxypatite composite, Polym
Degrad Stabil, 149: 152-161).

W tym czasie zaangazowalam si¢ rowniez w badania nad analiza mezenchymalnych komédrek
macierzystych z tkanki tluszczowej. Wspélpraca z dr hab. Anng Bajek pozwolifa mi na rozszerzenie
warsztatu naukowego, a takze poznanie wtasciwosci biologicznych komorek, ktore wykorzystuje sie
najczesciej w eksperymentalnych terapiach komorkowych. Badania zaowocowaly wspétautorstivem
dwoch prac w czasopismach z listy JCR (Bajek A, Gurtowska N, Olkowska J, Kazmierski, . Maj M,
Drewa T, 2016, Adipose-derived stem cells as a tool in cell-based therapies. Arch Immunol Ther Exp,
64(6): 443-434; Bajek A, Gurtowska N, Olkowska J, Maj M, Kaznierski L, Bodnar M, Marszalek A,
Debski R, Drewa T, 2017, Does the harvesting technique affect the properiies of adipose-derived stem
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cells? - The comparative biological characterization, J Cell Biochem, 118(3): 1097-1107). Poznanie
technik wykorzystywanych przy analizie komorek macierzystych z tkanki ttuszczowej umozliwito mi
rowniez udzial w projekecie finansowanym ze srodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju
(Nowoczesne protezy odprowadzajgce mocz dia pacjentow z rakiem pecherza moczowego poddanych
bezkontaktowym minimalnie inwazyjnym operacjom onkologicznym wycigcia pecherza moczowego,

nr projektu Strategmed1/25368/8/NCBR/2014, wykonawca).

Zainteresowanie metodami analizy wlasciwosci biologicznych komorek macierzystych i komérek
nowotworowych, szezegélnie linii nowotworowych izolowanych z ukladu moczowo-plciowego, a takze
technikami inzynierii tkankowej wykorzystywanymi w urologii eksperymentalnej zaowocowalo
podjgciem badan nad szeroka i wieloparametryczng analiza wzajemnyvch oddzialywan komorek
macierzystych i nowotworowych. Udalo mi si¢ pozyska¢ srodki na realizacje badan z funduszy
przeznaczonych na podniesienie kompetencji studentéw i mlodych naukowcdw na Wydziale Lekarskim
CM UMK (Wplyw sekretomu mezenchymalnych komorek macierzystyeh thanki thuszczowej na komérki
macierzyste raka pecherza moczowego, nr projektu BIOTECHI100, gléwny wykonawca; Pozunanie
wplywu rozpuszczalnych mediatorow  mikrosrodowiska nowotwordw uldadu moczowo-plciowego
na fenotyp mezenchymalnyeh komdrek macierzystyeh, nr projektu MN-1/WL, kierownik). Efektem
prowadzonych badan jest szereg doniesien zjazdowych (szczegdlowy wykaz znajduje sie w zalaczniku
nr 7) oraz cykl publikacji stanowiacych osiggnigcie naukowe zgloszone do wniosku o przeprowadzenie
postgpowania habilitacyjnego. Uzyskane wyniki wskazujg kierunek dalszych dziatan, ktére zostana
podjete przeze mnie w najblizszej przyszlodci, a ktére koncentrowaé si¢ beda na izolacji skladowych
sekretomu komorek macierzystych, ktére mogg stanowi¢ bezpieczny produkt inzynierii tkankowe;j

wspomagajacy procesy regeneracji.

Plany badawcze

Najnowszym, podjetym przeze mnie zagadnieniem badawczym jest analiza zewnatrzkomérkowych
pecherzykéw blonowych (EVs, ang. extracellular vesicles) bedacych elementem komunikacji pomiedzy
komorkami macierzystymi a nowotworowymi. W $wietle coraz wigkszego zainteresowania terapiami
komorkowymi, takze u pacjentéw onkologicznych, konieczna wydaje si¢ ocena mozliwego wplywu
komérek macierzystych na komorki nowotworowe. Techniki inzynierii tkankowej i medycyny
regeneracyjnej koncentrujg si¢ w duze] mierze na wykorzystaniu mezenchymalnych komdrek
macierzystych. Coraz czgsciej wskazuje sie jednak, ze to nie same komoérki poprzez mechanizmy
roznicowania, ale wytwarzane przez nie rozpuszczalne mediatory odpowiadaja za odbudowe tkankowa
w miejscu przeszezepienia. Lokalna synteza duzej ilosci bioaktywnych molekul istotnie zmienia
warunki panujace w mikrosrodowisku, co moze wplywaé na aktywacje uspionych komérek

nowotworowych. Jest to szczegdlnie istotne w przypadku pacjentéw po przebyte] radykalnej
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cystektomi, u ktérych wykorzystuje si¢ konstrukty odprowadzajace mocz, przygotowane w oparciu
o innowacyjne techniki inzynierii tkankowej, gdyz pozostawiona cewka moczowa jest najczestszym

miejscem wznowy nowotworu.

Prowadzone wezesniej badania wykazaly, ze sekretom komorek macierzystych wplywa na proliferacje
1 zywotnos¢ komorek raka pecherza moczowego. Istotna dla zrozumienia wzajemnych interakcji obu
typéw komdrek okazata si¢ ocena oddzialywania czynnikow wydzielanych przez komérki izolowane
z tkanki ttuszczowej na szlaki sygnalizacji wewnatrzkomérkowej, gtownie szlaki PI3K/AKT/mTOR
1 MAPK, ktore regulujg wzrost i réznicowanie komdrek nowotworowych, odpowiadaja za inicjacje
apoptozy i wrazliwos¢ na chemioterapeutyki, a takze wplywaja na nabycie fenotypu inwazyjnego przez
indukcjg przejscia epitelialno-mezenchymalnego. Wykazatam, ze wsrdd rozpuszezalnych mediatoréw
syntetyzowanych przez mezenchymalne komoérki macierzyste z tkanki tluszezowej pod wplywem
komérek nowotworowych szczegdlnie miejsce zajmuja cytokiny prozapalne promujace aktywacje
szlakow indukujgcych wzrost nowotworu. Ostatnie doniesienia wskazuja jednak, ze nie tylko
rozpuszezalne mediatory, ale takze EVs oderwane od powierzchni komoérek macierzystych zmieniajg

fenotyp komorek nowotworowych.

EVs stanowia heterogenng populacje pecherzykéw przenoszacych informacje pomiedzy komérkami
roznych typéw w postaci bialek, mRNA i miRNA. Przeprowadzona analiza proteomu egzosomoéow
z linii raka pecherza moczowego T24 pozwolita na identyfikacje ponad 350 roznych bialek.
Potwierdzono, ze komérki raka pecherza moczowego sa zdolne do internalizacji pecherzykéw
blonowych pochodzacych z innych komérek nowotworowych. Konieczne jest jednak okreslenie
wplywu EVs izolowanych z mezenchymalnych komadrek macierzystych na komarki nowotworowe,
gdyz do chwili obecnej, poza jedng praca wykorzystujaca komérki macierzyste pochodzenia
plodowego, skadinad rzadko wykorzystywane w celach rekonstrukeyjnych, nie ma zadnych doniesien
na temat oddzialywania pecherzykéw z komérek mezenchymanych na komérki raka pecherza
moczowego. lzolowane EVs moglyby stanowi¢ produkt inzynierii tkankowej, ktory regulowatby
procesami regeneracyjnymi, ale jednoczesnie nie uruchamialby szlakow odpowiedzialnych za wzrost

zywotnoscl, proliferacji, czy inwazyjnosci komdrek nowotworowych.

W tym celu planuje izolacje EVs z komorek macierzystych przy uzyciu nowoczesnych metod
pomijajacych ultrawirowanie. Hodowla komoérek w surowicy pozbawionej pecherzykow blonowych
pozwoli na wykluczenie wplywu egzogennych EVs na wyniki prowadzonych badan. Po identyfikacji
EVs przeprowadzona zostanie inkubacja z komérkami nowotworowymi. Nastepnie okreslony zostanie
potencjal proliferacyjny komorek nowotworowych, fenotyp inwazyjny i aktywacja szlakow kluczowych
dla procesu progresji nowotworowej. Potwierdzenie wplywu EVs na komérki raka pecherza

moczowego wskazywaloby na koniecznos¢ poszukiwania innego zrodla komoérek do celéw
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rekonstrukcyjnych w urologii eksperymentalnej. Z tego powodu projekt jaki planuje zlozyé
w przyszlych konkursach Narodowego Centrum Nauki zaklada przeprowadzenie badan w oparciu
o model in vivo. Majgc na uwadze ograniczenia badan z wykorzystaniem linii komarkowych
wiarygodna analiza wzajemnych oddziatywan miedzy MSCs a komérkami raka pecherza moczowego
nie jest mozliwa bez przeprowadzenia badan na modelu zwierzecym. Konieczna bedzie réwniez

identyfikacja i pelna charakterystyka EVs, w tym okreslenie ich zawartosci.
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