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1. Imie¢ i nazwisko
Artur Cieslar-Pobuda

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe — z podaniem nazwy, miejsca i roku ich
uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej.

e 10. 07. 2007 r. — uzyskanie tytulu magistra inzyniera technologii i inzynierii
chemicznej na Woydziale Chemii Politechniki Slaskiej w Gliwicach, kierunek:
Technologia i Inzynieria Chemiczna (Makrokierunek), specjalnos¢ “Technology and
Chemical Engineering of Fine Chemicals and Specialty Materials” na podstawie pracy
magisterskiej pt "Structure and morphology of poly(ADP-ribose) foci in cells exposed
to genotoxic stress™.

e 26.06. 2012 r. — uzyskanie stopnia doktora inzyniera w dziedzinie nauk technicznych,
w dyscyplinie Biocybernetyka i Inzynieria Biomedyczna, specjalnos¢ Biologia
SystemOw na podstawie rozprawy doktorskiej pt. ,,OdpowiedZz komdrkowa na
promieniowanie jonizujgce: rola polimerazy poli(ADP-rybozy)-1 i reaktywnych form
tlenu”. Wydziat Automatyki, Elektroniki i Informatyki Politechniki Slaskiej w
Gliwicach.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych.

e 2012 - 2015 Department of Clinical & Experimental Medicine, Integrative
Regenerative Medicine (IGEN) Center, Linkdping University, Linképing, Szwecja
stanowisko: post-doc

e 2012 - 2014, Zaktad Inzynierii Systeméw, Instytut Automatyki, Politechnika Slaska,
Gliwice
stanowisko: adiunkt

e 2014 - obecnie, Zaktad Eksploracyjnej Analizy Danych, Instytut Automatyki,
Politechnika Slaska, Gliwice
stanowisko: adiunkt

e 2016 — obecnie, Stem Cell Group; Nordic EMBL Partnership; Centre for Molecular
Medicine Norway (NCMM); University of Oslo; Oslo, Norwegia



stanowisko: post-doc, stypendysta programu ’Scientia”- EU Marie Curie
Postdoctoral Fellowship in Health Science

4. Wskazanie osiagniecia 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) Cykl publikacji pod wspolnym tytutem:

. Indukowane pluripotencjalne komoérki macierzyste — potencjalne zastosowania dla
medycyny regeneracyjnej oraz ryzyko zwigzane z ich podobienstwem do
nowotworowych komdérek macierzystych”

Powyzsze osiagniecie naukowe zostatlo udokumentowane w formie cyklu publikacji.
Oswiadczenie wspdtautoréw publikacji wchodzacych w skiad osiggniecia naukowego i
kopie publikacji habilitanta zawarte sa w Zatgczniku 6 (oswiadczenia wspotautorow) i 7
(katalog z kopiami publikaciji).

B) Publikacje wchodzace w sklad osiagniecia naukowego:

1. Cieslar-Pobuda A, Jain MV, Kratz G, Rzeszowska-Wolny J, Ghavami S, Wiechec E.
The expression pattern of PFKFB3 enzyme distinguishes between induced-pluripotent
stem cells and cancer stem cells. Oncotarget. 2015;6(30):29753-70.

[IF=5.008, MNiSW=40]

Wk/ad habilitanta - decydujgcy udziaZ w tworzeniu koncepcji i planu badasi, wybdr metodyki badas,
przeprowadzenie badaz (wszystkich, za wyjgtkiem tych, ktérych wyniki przedstawiono na rycinie
8B), analiza statystyczna i interpretacja otrzymanych wynikéw, analiza pismiennictwa,
przygotowanie rycin i tekstu manuskryptu, odpowiedzi na recenzje, korekta pracy przed z/ozeniem
do druku. Mo6j udziaZ procentowy szacuje na 85%

2. Jain MV, Jangamreddy JR, Grabarek J, Schweizer F, Klonisch T, Cieslar-Pobuda A,
Los MJ. Nuclear localized Akt enhances breast cancer stem-like cells through counter-
regulation of p21(Waf1/Cipl) and p27(kipl). Cell Cycle. 2015;14(13):2109-20.

[I1F=3.952 MNiSW=30]

Wkfad habilitanta - udzia/ w tworzeniu planu badasz, pomoc pierwszemu autorowi w
przeprowadzeniu analiz cytometrycznych, przeprowadzenie testu klonogennego, konsultacja oraz
pomoc w interpretacji wynikéw, przygotowanie rycin 2A,C oraz 6 do manuskryptu, odpowiedzi na
Czes¢ recenzji. M6j udziaZ procentowy szacuje na 20%

3. Cieslar-Pobuda A, Back M, Magnusson K, Jain MV, Rafat M, Ghavami S, Nilsson
KPR, Los MJ. Cell type related differences in staining with pentameric thiophene
derivatives. Cytometry A. 2014;85(7):628-35.

[1F=2.928, MNiSW=30]

Wkiad habilitanta - stworzenie koncepcji i planu badasi zwigzanych ze znakowaniem
fluorescencyjnym i analizg cytometryczng, przeprowadzenie analiz cytometrycznych i



mikroskopowych, analiza statystyczna i interpretacja otrzymanych wynikéw, przygotowanie
manuskryptu, odpowiedzi na recenzje. M@j udziaZ procentowy szacuje na 65%

4, Cieslar-Pobuda A,. Rafat M., Knoflach V., Skonieczna M., Hudecki A., Malecki A.,
Urasinska E., Ghavami S., Los M. J., Human induced pluripotent stem cell differentiation
and direct transdifferentiation into corneal epithelial-like cells. Oncotarget.
2016;6(30):29753-70.

[I1F=5.008, MNiSW=40]

Wk7ad habilitanta - Przygotowanie planu i metodyki badas, hodowla komérek iPS, przygotowanie
lentiwiruséw, réznicowanie komdrek iPS do komérek nabZonkowych rogdéwki, transréznicowanie
fibroblastow), immunocytochemia, analiza mikroskopowa, interpretacja otrzymanych wynikow,
przygotowaniu manuskryptu, odpowiedzi na recenzje. Mdj udziaZ procentowy szacuje na 70%

5. Gelmi A., Cieslar-Pobuda A., de Muinck E., Los M., Rafat M., Jager E.W.H., Direct
mechanical stimulation of stem cells: a beating electroactive scaffold for cardiac tissue
engineering, Adv. Healthc. Mater., 2016

[IF=5.760, MNiSW=40]

Wkfad habilitanta - Przygotowanie planu badazn zwigzanych z biologiczng czescia manuskryptu,
hodowla komorek iPS, réznicowanie ich do kardiomiocytéw, wraz z pierwszym i ostatnim autorem
stymulacja komorek i podfoza impulsami elektrycznymi, wykonanie reakcji PCR oraz znakowanie
fluorescencyjne, interpretacja otrzymanych wynikow, przygotowaniu czesci manuskryptu, korekta
pracy przed z/ozeniem do druku. M6j udziaZ procentowy szacuje na 35%

6. Sherrell P. C., EImén K., Cieslar-Pobuda A., Wiechec E., Lemoine M., Arzhangi Z.,
Silvera-Ejneby M., Brask J., Daka J. N., Rafat M., Cardiac and Stem Cell-Cocooned
Hybrid Microspheres: A Multi Factorial Design Approach, Sensors and Actuators B:
Chemical. 2016, http://dx.doi.org/10.1016/j.snb.2016.06.002

[IF=4.758, MNiSW=40]

Wk#ad habilitanta - udziaZ? w tworzeniu planu badasi zwigzanych z biologiczng czescig
manuskryptu, przeprowadzenie eksperymentow z komoérkami (hodowla, enkapsulacja, znakowanie
fluorescencyjne, oznaczanie przezywalnosci komérek, pomoc w interpretacjii otrzymanych
wynikow, przygotowanie czesci manuskryptu opisujgcej eksperymenty na komorkach, korekta pracy
przed zfozeniem do druku. Mdéj udziaZ procentowy szacuje na 25%

Prace pogladowe:

Ponizsze prace formalnie nie wchodzag w sklad prezentowanego osiagniecia naukowego
(rozumianego jako wytacznie oryginalne prace), jednakze wraz z pozostatymi pracami,
tworza  jednolity tematycznie ciag publikacji opisujacy  problemy  zigzane
z przeprogramowaniem komorek somatycznych do komorek iPS, ich podobienstwem do
nowotworowych komdrek macierzytych (ang. CSC) oraz metodami detekcji komorek CSC.

Wk#ad habilitanta w prace polegaZ na napisaniu wybranych podrozdziaZéw, przygotowaniu
czesci rycin i tabel, korekcie prac przed z/ozeniem do druku oraz odpowiedzi na czes¢
uwag recenzentow.



7. A.M. Wasik, J. Grabarek, A. Pantovic, Cieslar-Pobuda A., H.R. Asgari, C.
Bundgaard Nielsen, M. Rafat, I.M. Dixon, et.al, Reprogramming and carcinogenesis-
parallels and distinctions, Int Rev Cell Mol Biol, 308 (2014) 167-203.

[IF=3.419, MNiSW = 30]

8. Akbari-Birgani S, Paranjothy T, Zuse A, Janikowski T, Cieslar-Pobuda A, Likus W,
et al. Cancer stem cells, cancer-initiating cells and methods for their detection. Drug
Discov Today. 03/2016;D0I:10.1016/j.drudis.2016.03.004

[IF=5.625, MNiSW=45]

9. W. Likus, K. Siemianowicz, K. Bienk, M. Pakuta, H. Pathak, C. Dutta, Q. Wang, S.
Shojaei, Y. G. Assaraf, S. Ghavami, Cieslar-Pobuda A., M. J. Los; Could drugs inhibiting
the mevalonate pathway also target cancer stem cells?; Drug Resistance Updates, Volume
25, 13 - 25, 2016

[IF=7.970, MNiSW=50]

Laczny wspotczynnik oddziatywania dla tych prac (z wytaczeniem prac pogladowych) IF
= 27.414; MNISW = 220, (uwzgledniajac prace pogladowe: IF = 44.408; MNiSW = 345)

C) Omoéwienie celu naukowego w/w prac i osiggnietych wynikow wraz z omowieniem
ich ewentualnego wykorzystania.

Ostatnie lata zaowocowaty w nauce obiecujgcym narzedziem do badan nad komorkami
macierzystymi oraz do zastosowan w medycynie regeneracyjnej - indukowanymi
pluripotencjalnymi komorkami macierzystymi (iPS). Te sztucznie otrzymywane komorki
macierzyste, oprocz licznych korzysci (np. etycznie akceptowalne zrédio komdrek
macierzystych dla zastosowan klinicznych) ciggle budzg obawy zwigzane z kwestig
bezpieczenstwa. Wielokrotnie wykazano, ze tkanki zréznicowane z komorek iPS maja
zwigkszong sktonnos¢ do tworzenia nowotwordw, a dodanie iPS do organdéw zwierzecych
skutkuje powstawaniem potworniakéw. Badania sugeruja, ze komorki iPS moga mie¢ wiele
wspolnego z nowotworowymi komorkami macierzystymi (ang. Cancer Stem Cells, CSC). IPS
wykazuja podobienstwo do CSC, nie tylko ze wzgledu na zdolno$¢ do wywotywania
nowotworow, ale rowniez w wielu innych aspektach, takich jak ekspresja genéw zwigzanych
z macierzystoscia (ang. stemness), czy tez regulacja cyklu komérkowego. Ryzyko zwiagzane z
nowotworzeniem jest zatem jedng z przyczyn, dla ktorej komorki iPS muszg zostaé
doktadniej scharakteryzowane zanim na dobre stang sie funkjonalnym narzedziem medycyny
regeneracyjnej. Analiza podobienstw i réznic miedzy CSC i iPS to tylko cze¢s¢ badan, ktdre
moga pomaAc w poznaniu przyczyn nowotworzenia w tkankach pochodzacych od iPS, a takze

prowadzi¢ do zmniejszenia ryzyka ich powstawania. Wazng kwestig sg takze badania nad



samymi nowotorowymi komorkami macierzystymi, a mianowicie badania nad ich
wykrywaniem oraz poznaniem mechanizmoéw ich powstawania. W dalszym ciagu istotna jest
rowniez koniecznos¢ udoskonalania i opracowywania nowych metod réznicowania komadrek
iIPS do poszczegdlnych tkanek, tak aby w jak najblizszej przysztosci umozliwi¢ bezpieczne

zastosowanie komorek iPS w medycynie.

Celem prowadzonych przeze mnie badan byta indukcja ludzkich komérek iPS z fibroblastow,
poréwnanie ich z komérkami CSC, a nastgpnie znalezienie czynnikéw roznicujacych oba
typy komorek od siebie. W swojej pracy skupiatem sie takze na wptywie AKT-1 na
zachowanie pluripotencjalnosci w nowotworowych komdérkach macierzystych, jak rowniez
na znalezieniu metody pozwalajacej na wykrycie CSC w populacji innych komorek,
nowotworowych poprzez wykorzystanie zwigzkdw LCO (ang. Luminescent Conjugated
Oligothiophenes). Kolejnym z celow byto ulepszenie metody réznicowania iPS do komoérek
migsnia sercowego wykorzystujac do tego mechaniczno-elektrycznie aktywne podloza oraz
enkapsulacje komorek, a takze opracowanie nowej metody otrzymywania komérek nabtonka
rogdwki oka wykorzystujac zarowno iPS, jak i dokonujac po raz pierwszy bezposredniej

transdyferencjacji fibroblastéw, pomijajac etap wykorzystujacy komorki macierzszyste.

Wstep

Wyprowadzanie indukowanych pluripotencjalnych komérek macierzystych (iPS) z komorek
somatycznych dato medycynie nadzieje na skuteczng walke z r6znymi chorobami. Do tej pory
zostato opracowanych wiele sposobdw produkcji komdrek iPS majacych na celu zmniejszenie
ryzyka zwigzanego z samym procesem reprogramowania, jednak ryzyko nowotworzenia w
tkankach zroznicowanych z IPS jest nadal powazne [1,2]. Jednym z powoddw, dla ktérych
komorki iPS moga przeksztatca¢ si¢ w komdrki nowotworowe jest zastosowanie czynnikow
transkrypcyjnych w procesie reprogramowania. Dwa z nich: c-Myc i KIf4 oprécz tego, ze
wchodzg w sktad tzw. “Yamanaka cocktail”, sg takze znanymi protoonkogenami, ktére
odgrywaja waznag role w samoodnowie komorek macierzystych. Kif4 koduje czynnik
transkrypcyjny, ktory jest zwigzany zaréwno z represja nowotworu, jak i z onkogeneza.
Zarbwno KiIf4 i c-Myc prowadza takze do zaktocen replikacji DNA i niestabilnosci
genomowej, co réwniez swiadczy o duzym podobienstwie miedzy procesem indukowania
pluripotencji, a nowotworzeniem. Komarki iPS sg pod wieloma wzgledami podobne takze do

macierzystych komdrek nowotworowych, ktore stanowig nieliczng podgrupe komdrek



nowotworowych majacych zdolnos¢ do samoodnawiania, tworzenia nowotworu oraz
przerzutow [3]. Do tej pory obecnos¢ tych komorek udokumentowano w wielu typach
nowotworow: piersi, mozgu, skory, gtowy i szyi, tarczycy, szyjki macicy, ptuc oraz biataczki
[4-7]. CSC wystepujg preferencyjnie w obrebie tzw. nisz mikrosrodowiskowych tkanki
nowotworowej, gdzie majg ograniczony dostep do tlenu. Obnizone stezenie tlenu ma
kluczowe znaczenie dla samoodnowy CSC, ich potencjatu przerzutowego oraz opornosci na
terapie. Komorki te znane sg rowniez ze zwigkszonego poziomu biatek anty-apoptotycznych
w stosunku do komorek tej samej tkanki, co po czesci wyjasnia opornos¢ CSC na
chemioterapi¢ [8,9]. Niemniej jednak, pochodzenie CSC pozostaje nadal niejasne. Sadzi sie,
ze CSC tworzg sie w procesie podobnym do reprogramowania, z komdrek ktére nabyty
fenotyp bardziej przypominajacy komorki macierzyste lub z komorek macierzystych, w
ktorych nagromadzita sie¢ wystarczajaca liczba mutacji wymaganych do transformacji
nowotworowej. Mozliwe jest réwniez, ze CSC sg wynikiem kombinacji obu tych
mechanizméw. Komorki iPS wykazujg spore podobienstwo do CSC takze, jesli chodzi o
proliferacje oraz ekspresje niektorych czynnikdw zwigzanych z macierzystoscia (stemness
factors). Podobnie jak komorki iPS, CSC wykazuja zwigkszong sktonno$¢ do tworzenia
nowotworéw, przy czym sktonnos¢ ta zalezy od pochodzenia komdrek. Komdrki iPS
wyprowadzone z réznych typow komdrek somatycznych moga rozni¢ si¢ zarowno w ich
zdolnosci do réznicowania, jak i w podatnosci do tworzenia potworniakow [1,10]. Zaréwno
CSC jak i IPS charakteryzuja si¢ zmienionym przebiegiem cyklu komoérkowego zaréwno w
poréwnaniu do komdérek normalnych, jak i macierzystych. Badania przeprowadzone przez
Ghule i wspotpracownikow wykazaty, ze ludzkie komorki iPS charakteryzuja si¢ krotka faza
G1 i skréconym cyklem komérkowym (16-18h) [11]. Dotychczasowe badania wskazuja
takze na istotng funkcje réznych szlakbw metabolicznych w wyznaczaniu losu komérek. To
miedzy innymi dlatego rola i znaczenie metabolizmu glukozy w biologii nowotwordw jest
przedmiotem intensywnych badan. Wiasciwosci metaboliczne normalnych komorek réznia
sie znacznie od komorek nowotworowych, dlatego stan metaboliczny szybko rozmnazajacych
si¢ iIPS i CSC moze przyczyni¢ si¢ do ich wiasciwosci fizjologicznych i ostatecznych funkcji.

Niemniej jednak, réznice pomigdzy iPS i CSC pozostajg stabo zdefiniowane.



Uzyskane wyniki

Praca #1

Celem niniejszej pracy byto zbadanie progresji cyklu komdrkowego poprzez tzw. punkt R
(ang. Restriction Point, R-point) w réznych typach komérek (IPS, komérki nowotworowe,
CSC oraz komorki normalne). Skupiono sie na oznaczaniu poziomu 6-fosfofrukto-2-kinazy /
fruktozo-2,6-bifosfatazy, izoformy 3 (PFKFB3) i 6-fosfofrukto kinazy-1 (PFK1) w réznych
fazach cyklu komorkowego. PFK1, po uprzedniej aktywacji przez produkt PFKFB3:
fruktozo-2,6-bifosforan (F2,6BP), odgrywa kluczowa role we wczesnych etapach glikolizy,

ktora jest szczeg6lnie wazna dla komorek przechodzacych przez faz¢ G1 cyklu komoérkowego.

Indukowane pluripotencjalne komdrki macierzyste zostaly przeze mnie indukowane z
ludzkich fibroblastow skoérnych za pomoca retrowirusowej transdukcji nastepujacymi
czynnikami transkrypcyjnymi: Oct4, Sox2, KIf4 i c-Myc. W celu zwigkszenia wydajnosci
procesu reprogramowania, transdukowane fibroblasty hodowatem poczatkowo w warunkach
hipoksji (5% O,). Otrzymane w ten sposob komorki iPS byty wykorzystywane takze w
pracach: 1, 4, 5 oraz 6. W celu poréwnania komorek iPS z komérkami CSC wybrano trzy
nowotworowe linie komorkowe (SKBR 3, MDAMB 468 oraz BT 474) z ktérych nastepnie,
po uprzednim wyznakowaniu odpowiednimi markerami powierzchniowymi (CD24, CD44)
oraz Aldeofluorem ®, wyizolowano komorki CSC.

Przeprowadzone eksperymenty wykazaty, ze badane typy komdrek r6znig sie regulacja cyklu
komorkowego na poziomie punktu R, w ktérym PFKFB3 jest jednym z kluczowych
enzymow, bioragcym réwnoczesnie udziat w glikolizie. W pracy wykazano, ze poziom biatka
PFKFB3 i ekspresja genu kodujacego to biatko jest najwyzsza w komorkach CSC, a najnizsza
w iPS oraz w komorkach normalnych. Jednoczesnie zaobserwowano, iz komoérki CSC,
komorki normalne oraz iPS maja obnizona ekspresj¢ genu PFK1 w poréwnaniu z komdrkami
nowotworowymi. Badania wykazaty rowniez, ze komorki nowotworowe oraz komérki iPS w
warunkach hipoksji (5%) zmieniajg ekspresje PFKFB3 i PFK1, w taki sposob, ze bardziej
przypominaja one komorki CSC (podwyzszona ekspresja PFKFB3, obnizona ekspresja
PFK1). Zbadano takze wptyw zahamowania aktywnosci PFKFB3 przy uzyciu inhibitora 3PO
na progresj¢ cyklu komdrkowego. Wyniki wykazaty, ze zahamowanie funkcji PFKFB3
powoduje zatrzymanie cyklu komérkowego w fazie G2 w komdrkach nowotworowych oraz
w fibroblastach, ale nie w komdrkach iPS. W pracy sprawdzono takze efekt zahamowania
glikolizy na poziom ekspresji PFKFB3 oraz ATP w komdrkach rakowych, iPS oraz



fibroblastach. Po 24 h inkubacji z 10 mM 2-deoksy-D-glukozg (2-DG) ekspresja PFKFB3
zmalata. Niski endogenny poziom PFKFB3 w nietraktowanych komdrkach iPS oraz
fibroblastach uniemozliwito wysunigcie wniosku, ze inhibicja glikolizy w tych komorkach
wplywa takze na ekspresje PFKFB3. Zaobserwowano rowniez, ze zahamowanie glikolizy za
pomoca 2-DG spowodowato ~ 30% obnizenie st¢zenia ATP w komorkach nowotworowych,
podczas gdy w komérkach iPS i fibroblastach spadek ten byt nieznaczny. W pracy
sprawdzono takze efekt wyciszenia genu kodujacego PFKFB3 na aktywnos¢ glikolitycza
komorek poprzez pomiar stgzenia mleczanu. Podobnie jak w przypadku inhibitora 3PO, tak
samo SiRNA wyciszajagce PFKFB3 powodowato znaczacy spadek poziomu mleczanu w
komorkach nowotworowych, umiarkowany spadek w komdrkach iPS oraz brak efektu we
fibroblastach. Stgzenie mleczanu byto jednak we wszystkich przypadkach wyzsze, niz to
obserwowane po zahamowaniu glikolizy poprzez 2-DG.

Podsumowujac, w przedstawianej pracy zaproponowano poziom ekspresji PFKFB3 jako
marker do rozrézniania iPS od CSC, oraz CSC od komorek nowotworowych. Mozliwos¢
odréznienia CSC od komdrek nowotworowych i iPS poprzez ekspresje PFKFB3 oraz PFK1
zwigksza szanse klinicznego zastosowania terapii opartych na komdrkach macierzystych oraz
umozliwia bardziej precyzyjne wykrywanie nowotworowych komorek macierzystych.
Dodatkowo, przeprowadzona analiza podobienstw i roznic migdzy CSC i iPS stanowi wazng
czes$¢ badan, ktdére moga pomoc w zrozumienia mechanizmdw zwigzanych z regulacjg cyklu
komdrkowego oraz glikoliza, a takze przyczyni¢ si¢ do poznania przyczyn nowotworzenia w
tkankach pochodzacych od iPS i tym samym prowadzi¢ do zmniejszenia ryzyka ich

powstawania.

Praca #2

Czes¢ moich badan dotyczyta takze szlaku Akt w macierzystych komérkach nowotworowych.
Akt jest serynowo-treoninowa kinaza biatkows, odgrywajaca kluczowa role w szlaku 3-
kinazy fosfatydyloinozytolu (PI3K). Akt peini istotng funkcje w regulacji proceséw
zwigzanych ze wzrostem, metabolizmem, przezyciem i proliferacja komorek. Sadzi sie, ze
Akt przyczynia si¢ do progresji nowotworéw przez hamowanie apoptozy, promowanie
odpowiednich zmian w metabolizmie i proliferacji komorek oraz regulowanie ich zdolnosci
do migracji i inwazji.

Celem pracy #2 byto okreslenie wptywu, jaki odgrywa wewnatrzkomorkowa lokalizacja Akt-
1 na utrzymanie macierzystosci komorek nowotworowych. Pomimo ze kinaza Akt-1 nie

posiada sekwencji lokalizacji jadrowej (NLS), (albo pozostaje ona jeszcze nieznana); moze



ona by¢ transportowana do jadra. Wiadomo takze, ze Akt-1 wysylane jest do jadra
komorkowego po stymulacji réznymi czynnikami, (np. czynnikami wzrostu) ktore inicjuja
ten proces [12-15]. Do badan, podobnie jak w pracy #1, wykorzystano komorki CSC
wyodrebnione z populacji z komorek SKBR 3 oraz MDAMB 468. Akt-1 wprowadzano do
jader komdrek za pomoca transfekcji chemicznej.

W pracy zaobserwowano, ze poziom jadrowego Akt-1 w transfekowanych liniach
komorkowych raka piersi (SKBR 3 i MDAMB 468) powoduje zwigkszenie si¢ populacji
komdrek CSC o wysokiej ekspresji dehygrogenazy aldehydowej ALDH-1. Komérki ALDH-
1" wykazywaty rowniez fenotyp typowy dla komorek macierzystych raka piersi (CD44",
CD24"). Podobne zjawisko zaobserwowano, kiedy transfekowane komorki raka piersi
hodowano w nieadhezyjnych warunkach (hodowla komorek w zawiesinie sprzyja
formowaniu tzw. mammosfer i jest czesto stosowana w celu wzbogacenia hodowli 0 komorki
CSC). Wykazano takze, ze Akt-1 po przetransportowaniu do jadra komérkowego zwicksza

populacje komérek CSC za pomoca regulacji p21VAFYCIPL j pp7kieL

. W pracy pokazano
rowniez, ze zwiekszenie populacji komérek CSC poprzez zwiekszenie ilosci jadrowego Akt-1
jest procesem odwracalnym w momencie zastosowania specyficznego inhibitora Akt-1,
triciribiny, zarbwno w transfekowanych adherentnych jak i w nieadherentnych
(mammosfarach) komorkach raka piersi.

W celu okreslenia roli jadrowego Akt-1 w mechanizmie zwigkszania liczebnosci komorek
CSC zbadano ekspresje podstawowych markerow pluripotencjalnosci: Oct4, Sox2, Klf4,
Nanog i cMyc. Wykazano, ze Akt-1 powoduje zwigkszenie macierzystosci poprzez
regulowanie i/lub stabilizace powyzszych czynnikow transkrypcyjnych odpowiedzialnych za
reprograming komorkowy. W badaniach zaobserwowano zwiekszong ekspresje biatek Oct3/4,
cMyc, Nanog i Sox2 zarébwno w komorkach Akt typu dzikiego (WT), jak réwniez w
komorkach Akt-NLS, w poréwnaniu z komorkami kontrolnymi - nietransfekowanymi.
Rdznice miedzy komorkami Akt WT i Akt-NLS zaobserwowano réwniez na poziomie
MRNA. Komorki Akt WT wykazaty zwi¢kszong ekspresjec mRNA dla Oct4, cMyc, Nanog i
Sox2, podczas gdy komorki Akt-NLS wykazaty znaczace zwickszenie ekspresji tylko w
przypadku cMyc. Aby potwierdzi¢ funkcjonalne aspekty roéznic w poziomie markeréw
macierzystosci, przeprowadzono dodatkowo test klonogennosci potwierdzajacy, ze komorki z
trasfektowanym Akt-NLS majg znacznie wigkszg zdolnos¢ do tworzenia kolonii. Wyniki
wykazaty réwniez, ze komorki transfekowane Akt-NLS charakteryzuja si¢ krétsza faza GO/

G1 cyklu komorkowego i zwigkszonym odsetkiem komorek w fazie G2.



Podsumowujac, przedstawione w pracy #2 badania potwierdzity, ze szlak PI3K/Akt jest
wazny dla utrzymania macierzystosci komorek, a takze wykazaty, ze jadrowe Akt-1 odgrywa
kluczowg role zaréwno w utrzymaniu macierzystosci komdrek CSC, jak réwniez w ich
proliferacji. Dalsze badania nad jadrowym Akt-1 oraz szlakiem PI13K/Akt moga doprowadzi¢
do opracowania bardziej selektywnych metod wykrywania i eliminowania CSC i tym samym

znalez¢ zastosowanie w onkologii.

Praca #3

LCO (ang. Luminescent Conjugated Oligothiophenes) sa zwigzkami o wysokiej fluorescencji
i fotostabilnosci, a takze czutosci i selektywnosci wzgledem niektdrych bioczasteczek [16].
LCO stanowig nowg klase zwigzkdéw na bazie tiofenu, sktadajacych sie z diugiego szkieletu
oraz sprzgzonych do niego hydrofobowych grup funkcyjnych. Oligotiofeny sa z natury
nietoksyczne, co sprawia, ze nadaja si¢ do barwienia biomolekut i moga by¢ uzyte w
eksperymentach zwigzanych z obrazowaniem komaérkowym [17]. Ostatnie badania wykazaty,
ze modyfikacje tancuchéw bocznych w oligotiofenach moga by¢ wykorzystane w
bezposrednim znakowaniu czasteczek biologicznych, takich jak nukleozydy czy
oligonukleozydy [18,19]. Oprocz mozliwosci znakowania oligonukleotydow, odpowiednio
zmodyfikowane LCO selektywnie i specyficznie taczag sie¢ z agregatami biatkowymi
zwigzanymi z niektorymi chorobami takimi jak choroby prionowe, czy choroba Alzheimera
[20-22].

Celem pracy #3 byto scharakteryzowanie nowych pochodnych LCO, ktére moga zostaé
wykorzystane do selektywnego znakowania komorek, w szczegolnosci komorek
nowotworowych oraz nowotworowych komorek macierzystych w heterogennej populacji
komorkowej. We wspodtpracy z grupa prof. P. Nilssona, odpowiedzialng za synteze zwigzkdw,
przetestowano kilkanascie rodzajow LCO (gtéwnie pentamerow) oraz kilkanascie linii
komdrkowych; zaréwno nowotworowych, jak i normalnych. Przebadane za pomoca
mikroskopii fluoroscencyjnej oraz cytometrii przeptywowej linie komorkowe znakowane
zwigzkami LCO wykazujg rézny stopien zabarwienia. Co ciekawe, zdecydowana wigkszos¢
przebadanych zwigzkéw nie barwi fibroblastbw. Na uwage zastuguje réwniez LCO z
metylowana reszta imidazolowg podstawiong do szkieletu tiofenu (p-HTMI). W
przeciwienstwie do pozostatych LCO, zwigzek ten barwi komorki rakowe w réznym stopniu -
w zaleznosci od linii komorkowej. Co wiecej, barwienie za pomocg p-HTMI zalezy od
ekspresji biatka p53. W pracy wykazano réwniez, ze znakowanie niektorych linii
komérkowych za pomoca p-HTMI oraz p-HTAA (polythiophene acetic acid)
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charakteryzowato si¢ tym, ze okoto 1-2 % komorek wykazywato silniejszy sygnat
fluorescencji niz pozostate komérki. Miato to miejsce gtownie w przypadku linii
komorkowych raka piersi (SKBR-3, MCF-7), a takze raka jelita grubego (HCT-116)
sugerujac, ze mocniej wyznakowane komorki moga by¢ subpopulacja komérek CSC. Niestety
nie udato sie jednoznacznie okresli¢ czy komorki te rzeczywiscie posiadajg wiasciwosci
komorek macierzystych.

Podsumowujac, w pracy wykazano, ze zwigzki LCO nadaja si¢ do znakowania
fluorescencyjnego komarek, a barwienie to jest rézne w zaleznosci od typu komdrek. Kilka z
przebadanych zwigzkdéw wykazato zdolnos¢ barwienia rzadkich subpopulacji komérkowych,
CO sprawia, ze moga Stanowi¢ one interesujace narzegdzie do specyficznego barwienia
komdrek CSC. Odkrycie takie moze znaczaco wptynaé na dalsze badania w dziedzinie
biologii komérek macierzystych, szczeg6lnie tych nowotworowych, jednakze potrzebne sa
dodatkowe eksperymenty dla potwierdzenia tych obserwacji.

Praca #4

W kolejnych pracach skupiatem si¢ na bardziej praktycznych zastosowaniach komérek iPS, tj.
na roéznicowaniu ich do wybranych typéw komdrek, m.in. do komdrek nabtonkowych
rogowki. Nabtonek rogowki jest ,,utrzymywany” przez matg pule komdrek macierzystych
pochodzacych z rabka rogowki. Niektore urazy lub choroby moga powodowac, iz pula tych
komorek ulega wyczerpaniu, prowadzac w konsekwencji do pogorszenia widzenia.
Standardowe metody leczenia obejmujg autologiczna lub allogeniczng transplantacje komorek
macierzystych rabka rogowki (ang. Limbal Stem Cells, LSC), jednak odrzucenie przeszczepu i
przewlekte stany zapalne obnizajg wskaznik sukcesu w perspektywie diuzszego czasu.
Indukowane pluripotencjalne komorki macierzyste pochodzace bezposrednio od pacjentow
otworzyty nowe mozliwosci w leczeniu réznych schorzen eliminujac rownoczesnie ryzyko
immunologicznego odrzucenia. W ostatnich latach zostato opracowanych kilka metod
opisujacych roznicowanie komorek iPS do nabtonka rogowki, ktdre opierajg si¢ na jak
najdoktadnieszym odwzorowaniu srodowiska niszy mikrosrodowiskowej rabka rogowki z
komdrkami  macierzystymi. Niestety, ryzyko powstawania powiklan zwigzane z
zastosowaniem komdrek iPS utrudnia w dalszym ciaggu zastosowanie tych metod in vivo.
Celem pracy #4 bylo zrdznicowanie komdrek iPS do komorek nabtonkowych rogowki
wykorzystujac do tego celu medium kondycjonowane zbierane podczas hodowli komorek
stromalnych rabka rogowki oraz zelatyne, stuzaca jako podtoze zastepujace kolagen typu |
oraz IV. Dodatkowo, po raz pierwszy przeprowadzono badania, ktérych celem byto
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opacowanie metody bezposredniej transdyferencjacji fibroblastéw do komorek nabtonkowych
rogoéwki, pomijajac posredni stan pluripotencjalny (z komérkami IPS lub embrionalnymi
komaorkami macierzystymi).

Wyniki przedstawione w pracy wykazaly, ze réznicowanie si¢ komorek iPS do komorek
nabtonkowych rogowki jest takze mozliwe, gdy kolagen zastapiony zostanie zelatyng.
Komorki zréznicowane w ten sposob z komoérek iPS wykazuja ksztaltt komorek
nabtonkowych, jak rowniez ekspresje ich podstawowych markerow takich jak: ANp63, CK3,
CK12, C/EBPS, ITF2, ABCG2 oraz Pax6. Ze wzgledu na czasochtonnos¢ metody oraz
niecatkowity zanik macierzystosci w komorkach, postanowiono opracowa¢ alternatywna
metode polegajaca na bezposrednim roznicowaniu fibroblastow do komorek nabtonkowych
rogowki. W celu dokonania transdyferencjacji, fibroblasty zostaty transdukowane specjalnie
przygotowanymi lentiwirusami kodujacymi trzy geny (czynniki transkrypcyjne) wazne w
rozwoju rabka nabtonka rogéwki: ANp63a, TCF4 i C/EBPS, a takze Oct4 oraz KlIf4. Juz po
uptywie 7 dni hodowli komérek w odpowiedniej pozywce, wykazywaty one morfologie
komorek nabtonka rogéwki oraz podwyzszong ekspresje ich markeréw: CK3, CK12, ANp63,
C/EBPS oraz TCF4. Po uptywie kolejnych siedmiu dniu ekspresja wyzej wymienionych
czynnikow jeszcze bardziej wzrosta.

Podsumowujac, przedstawione wyniki potwierdzaja, ze komorki nabtonkowe rogowki moga
zosta¢ otrzymane na drodze r6znicowania komorek iPS z wykorzystaniem podtoza pokrytego
zelatyng oraz odpowiedniego medium kondycjonowanego. Dodatkowo, komdrki takie mozna
rowniez otrzymac poprzez podwyzszenie ekspresji kilku czynnikéw transkrypcyjnych we
fibroblastach. Przedtawiona metoda jest zatem pierwszym krokiem na drodze do tworzenia
komorek nabtonkowych rogowki z wykorzystaniem trandyferencjacji.
W dalszym ciagu konieczne jest jednak dopracowanie opisanej metody, m.in. aby zapewni¢
zroznicowanie si¢ wszystkich komorek w tym samym stopniu. Konieczne jest réwniez
przeprowadzenie dodatkowych testbw w celu doktadniejszego scharakteryzowania

otrzymanych komorek.

Praca #5

Réwnoczesne zastosowanie komdrek macierzystych oraz odpowiednich biomateriatéw
uwazane jest obecnie za perspektywiczny Kkierunek badan w dziedzinie medycyny
regeneracyjnej, w szczeg6lnosci w inzynierii tkankowej serca. Od wielu lat trwajg
intensywne badania nad wykorzystaniem rusztowan mogacych pomaéc dostarczy¢ komorki w

uszkodzony region serca, a hastepnie wesprzec jego regeneracje.
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Celem pracy byto stworzenie nowego, elektroaktywnego rusztowania na potrzeby inzynierii
tkankowej serca, zapewniajacego biomimetyczna, 3-wymiarowg strukture sprzyjajaca
zagniezdzaniu oraz roznicowaniu si¢ komorek macierzystych. Rusztowanie takie miato
rowniez za zadanie stymulowa¢ elektrycznie i mechanicznie rosngce tam komorki
macierzyste polepszajac ich réznicowanie sie oraz wzrost. Celem pracy byta rowniez ocena
skutecznosci  takiego rusztowania poprzez okreslenie  optymalnych  parametrow
elektromechanicznej stymulacji komdrek macierzystych (iPS) oraz zbadanie, czy taka
stymulacja sprzyja réznicowaniu sie komorek do kardiomiocytow.

Wiekszo$¢ aktualnych prac naukowych opisuje gtdwnie pasywne rusztowania; w pracy #5
zademonstrowano elektroaktywny biomateriat, ktéry dostarcza rosngcym na nim komdrkom
macierzystym mozliwos¢ zardwno elektrycznej, jak i mechanicznej stymulacji. Rusztowanie
stworzone zostato z widkien polimeru poli(kwas mlekowy—ko-glikolowy) pokrytych
przewodzacym prad polipirolem i byto w stanie dostarcza¢ zaréwno elektrycznej jak i
mechanicznej (rozcigganie materialu pod wplywem napiecia elektrycznego) stymulacji
roznicujacym sie w kardiomiocyty komérkom iPS. W celu zroznicowania komorek iPS do
kardiomiocytéw, w pracy zastosowano metode zaproponowana przez Zhang’a [23]. Po
pierwszych 4 dniach hodowli w zawiesinie (w formie tzw embryoid bodies), komorki posiano
na rusztowania podtgczone do elektrod. Za pomoca potencjostatu dokonano dwufazowej
stymulacji (0,2 V oraz —1 V) o czestotliwosci 0,05 Hz przez 600 sekund, co 24 godziny, przez
3 kolejne dni. Po stymulacji, komdrki hodowano w odpowiedniej pozywce przez kolejne
kilka/kilkanascie dni, a nastepnie sprawdzano zywotnos¢ komorek oraz stopien ich
zréznicowania w kardiomiocyty. Badania przezywalnosci komorek nie wykazaty aby
rusztowanie, jak i stymylacja elektryczno-mechaniczna miaty jakikolwiek efekt
cytotoksyczny. Dodatkowo, roznicujace sie komorki wykazaty ekspresje podstawowych
markerow kardiomiocytow: aktyniny, NKX2.5, GATA4, Myh6 oraz c-kit.

Podsumowujac, w pracy zaprezentowano po raz pierwszy biomaterial zapewniajacy
roznicujgcym si¢ komorkom iPS elektryczng i mechaniczng stymulacje. Stymulacja taka ma
za zadanie poprawienie wydajnosci oraz jakosci procesu roznicowania komorek
macierzystych do kardiomiocytow. Mimo, iz badany biomateriat nadaje si¢ znakomicie jako
podioze dla komorek, a zrdznicowane przeze mnie komorki iPS wykazywaty cechy
kardiomiocytéw, potrzebne sa dodatkowe badania, aby otrzyma¢ w petni funkcjonalne

komorki miesnia sercowego gotowe na ewentualne testy na modelach zwierzgcych.
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Praca #6

Jak juz wspomniano podczas omawiania pracy #5, terapia komorkowa jest obiecujacym
podejsciem do leczenia pacjentbw z zawatem miesnia sercowego. Aktualne terapie
komorkowe obejmuja bezposrednie wstrzyknigcie komdrek do uszkodzonej tkanki serca w
celu indukcji regeneracji i przywrdcenia jego funkcji. Niestety, niesprzyjajace srodowisko
oraz $mier¢ komorek na drodze anoikis (rodzaju apoptozy) mocno obnizaja wydajnosé¢
takiego podejscia. W ostatnim czasie coraz wigkszym zainteresowaniem ciesza Si¢
alginianowe mikrosfery wykorzystywane do enkapsulacji komérek w celu dostarczenia ich
do organizmu podczas teapii komadrkowej. Wiekszos¢ z tych metod wykorzystujaca alginiany
nie jest do konca wystandaryzowana, co rodzi koniecznos¢ wielu czasochtonnych i
kosztownych badan. Dodatkowo, mikrosfery zbudowane wyltacznie z alginianu
charakteryzuja si¢ niska biodegradowalnoscia oraz uniemozliwiajg odpowiedniag komunikacje
miedzy enkapsulowanymi komorkami, a otoczeniem.

Celem pracy #6 Dbyto stworzenie mikrosfer na podstawie parametrow otrzymanych z
symulacji dokonanych przez model matematyczny, okreslajagcy optymalne parametry syntezy
mikrosfer, a nastepnie enkapsulacja komorek iPS, kardiomiocytow oraz komérek srddbtonka
pochodzacych z krwi (BOEC). Skonstruowany model matematyczny postuzyt do
przewidywania wptywu skiadu chemicznego (stosunku dwdéch polimerow), szybkosci
przeptywu, odlegtos¢ dyszy od powierzchni cieczy na wielkos¢ i ksztatt mikrosfer - dwaoch
parametrow majacych kluczowy wptyw na przezywalno$¢ enkapsulowanych komorek oraz
szybkos¢ degradacji mikrosfer.

W pracy wykazano, ze dodatek kolagenu typu | do alginianowych mikrosfer poprawia ich
biokompatybilnos¢ wzgledem komorek iPS, kardiomiocytow oraz komérek BOEC poprzez
polepszenie dyfuzji miedzy s$rodowiskiem zewnetrznym, a wngtrzem mikrosfer.  Jak
zaobserwowano w pracy, dodatek kolagenu prowadzi dodatkowo do szybszej degradacji
mikrosfer, a tym samym do wigkszej kontroli nad procesem uwalniania komdrek po
ewentualnym dostarczeniu ich do organizmu. Przezywalnos¢ wszystkich typow
enkapsulowanych komorek po szesciu dniach wynosita nie mniej niz 80%. Wykazano takze,
ze optymalnymi mikrosferami dla komoérek BOEC produkujacymi GFP oraz uwalniajacymi
do s$rodowiska czynnik VIII byty mikrosfery o sktadzie: 50% kolagen, 50% alginian. Co
wiecej, kardiomiocyty oraz komdrki iPS enkapsulowane w mikrosferach o takim skfadzie
wykazywaty wysoka przezywalnos¢.

Podsumowujac, przedstawiony w pracy model matematyczny jako narzegdzie predykcyjne do

okreslenia wielkosci mikrosfery i ich ksztattu zminimalizowat potrzebe kosztownych i
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czasochtonnych eksperymentdw dostarczajac niezbednych parametrow do budowy mikrosfer
dla kardiomiocytow, komorek iPS oraz BOEC. Testy przeprowadzone na enkapsulowanych
komdrkach wykazaty ze dodatek kolagenu do alginianu znaczaco poprawia przezywalnosc,
jak réwniez wymiane substancji miedzy enkapsulowanymi komorkami, a srodowiskiem
zewnetrznym. Praca ta dostarcza waznego narzedzia do okreslania zaleznosci typu
struktura/wtasnosci mikrosfer do enkapsulowania komorek utatwiajac tym samym przyszte

badania nad terapig komdrkowa podczas leczenia zawatdw serca u ludzi.

Podsumowanie

Zarobwno macierzyste komorki nowotworowe, jak i indukowane pluripotencjalne komorki
macierzyste charakteryzuja si¢ zdolnoscia do samoodnowy oraz do nowotworzenia.
Zrozumienie molekularnych mechanizmoéw tych procesow w komorkach iPS oraz CSC jest
pwaznym krokiem w rozwoju bardziej skutecznych metod eliminacji macierzystych komorek
nowotworowych, a takze zapewni¢ w przysztosci mozliwos¢ bezpieczniejszego
wykorzystania indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych w medycynie
regeneracyjnej. Przedstawione w pracach #1 i #2 wyniki posiadaja potencjat do wyjasnienia
roli czynnikdw odpowiedzialnych za procesy samoodnawiania, regulacji cyklu komoérkowego
I nowotworzenia; zarowno w macierzystych komdrkach nowotworowych, jak i w komorkach
iPS. Poszerzenie wiedzy na temat regulacji wspomnianych procesow komaorkowych oraz roli,
jaka w nich odgrywaja AKT-1 oraz PFKFB3 moze dostarczy¢ istotnych inforamcji o
fizjologii komérek CSC oraz iPS. Uzyskane wyniki moga rowniez okaza¢ sie przydatne w
rozwoju strategii terapeutycznych przeciwko macierzystym komdérkom nowotworowym
charakteryzujacymi sie wysokg opornosciag na radio- i chemioterapie; np. poprzez
opracowanie specyficznych markeréw prognostycznych. Pomocne w tym celu moga okazac
si¢ rowniez opisane w pracy #3 zwiazki LCO, pozwalajace na wykrywanie rzadkich populacji
komorkowych. Wyniki przedstawione w pracach #4, #5 oraz #6 zwracaja z kolei uwage na
ogromny potencjat jaki niosg ze sobg komorki iPS, w szczegolnosci gdy rozpatrywane sa jako
narzedzie dla medycyny regeneracyjnej. Prace te dostarczaja rownoczesnie kluczowych
informacji na temat efektywniejszych metod réznicowania komdrek macierzystych do
poszczeg6lnych typow komorek, takich jak komdrki miesnia serca, czy komdrki nabtonka
rogowki. Podkresli¢c nalezy rowniez, ze praca #4 jako pierwsza opisuje metode
bezposredniego roznicowania fibroblastbw do komorek nabtonka rogéwki, co moze
przyczyni¢ do rozwoju kolejnych tego typu metod, a tym samym pozwoli na szybsze
zastosowanie transdyferencjacji w terapiach komadrkowych.
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5. Omowienie pozostatych osiagnieé¢ naukowo-badawczych

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania przed uzyskaniem
stopnia doktora

Gléwnym tematem moich zainteresowan naukowych przed uzyskaniem stopnia doktora byta
odpowiedz komdrkowa na promieniowanie jonizujace. Badania w tym zakresie rozpoczatem
jeszcze w trakcie studiow magisterskich, odbywajac praktyki, a nastepnie wykonujac prace
magisterska w Zaktadzie Radiobiologii Klinicznej i Doswiadczalnej Centrum Onkologii w
Gliwicach pod opieka prof. Joanny Rzeszowskiej. Wykonane wowczas eksperymenty
postuzyty jako punkt wyjscia dla przysztych badan w trakcie studiow doktoranckich. W
swojej pracy doktorskiej skupiatem sie na roli jaka petnig w komdérkach nowotworowych
polimeraza poli(ADP-rybozy)-1 (PARP-1) oraz reaktywne formy tlenu. Gidwnym celem
prowadzonych przeze mnie badan bylo scharakteryzowanie procesow wolnorodnikowych
zachodzacych w komdrkach, pod wptywem promieniowania jonizujacego; w szczegolnosci
proceséw zwiagzanych z indukcja i zanikaniem reaktywnych form tlenu i azotu, naprawa DNA,
smiercig komdrkowsg oraz sprawdzenie, czy przebieg tych proceséw zalezy od aktywnosci
polimerazy poli(ADP-rybozy)-1.

Prowadzone badania obejmowaty m.in. analize kinetyki aktywacji polimerazy poli(ADP-
rybozy)-1 w komorkach poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego, analiz¢ kinetyki
naprawy uszkodzen DNA indukowanych promieniowaniem jonizujagcym w komorkach z

obnizong aktywnoscia PARP-1, analize¢ poziomu mikrojader, analize¢ zmian w cyklu
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komorkowym, poréwnywanie odsetka komdrek apoptotycznych oraz nekrotycznych po
ekspozycji na promieniowanie jonizujace, analize zmian aktywnosci wybranych kaspaz,
analiz¢ zmian poziomu wewnatrzkomorkowego ATP, analize zmian w poziomie reaktywnych
form tlenu, analiz¢ wptywu inhibicji I kompleksu mitochondrialnego, poréwnanie zmian
potencjatu mitochondrialnego oraz masy mitochondriéw w komorkach oraz analize zmian w
poziomie tlenku azotu po ekspozycji komdrek na promieniowanie jonizujace.

Réwnolegle do badan eksperymentalnych, pracowatem takze nad stworzeniem modelu
matematycznego opisujacego proces indukcji oraz zanikania reaktywnych form tlenu po
ekspozycji komdrek na promieniowanie jonizujgce. Model skonstruowany zostat na
podstawie wiasnych danych eksperymentalnych otrzymanych w trakcie wykonywania badan i
dat (do pewnego stopnia) mozliwos¢ symulacji zachowania komoérek w warunkach innych,
niz te sprawdzane przeze mnie w laboratorium.

Cze$¢ prowadzanych przeze mnie badan dotyczyta rowniez tzw. efektu sasiedztwa (ang.
bystander effect). Efekt sasiedztwa wywotany promieniowaniem jonizujagcym jest dobrze
znanym zjawiskiem, ktore polega na indukowaniu uszkodzen cytogenetycznych, apoptozy
oraz szeregu zmian biochemicznych w komérach nienapromieniowanych w odpowiedzi na
sygnaty wystane z komorek napromieniowanych. Poniewaz komunikacja migdzy
napromieniowanymi i nienapromieniowanymi komorkami moze by¢ wzajemna, w badaniach
skupiatem sie na procesach komdrkowych zachodzacych w obu rodzajach komorek tj. na
analizie poziomu mikrojader, apoptozie, zmianach poziomu reaktywnych form tlenu, a takze
na oznaczaniu zmian potencjatu mitochondrialnego. Przeprowadzone eksperymenty wykazaty,
ze oprocz klasycznego efektu sgsiedztwa, w ktorym komorki napromienione wysylaja sygnaty
komorkom nienapromienionym (wywotujac m.in. ich smier¢), ma rowniez miejsce sytuacja
odwrotna, w ktorej nietraktowane komorki wpltywaja pozytywnie na komorki napromienione.

Jak pokazuja wyniki, w obu tych procesach wazna role odgrywaja reaktywne formy tlenu.

Tematyka badan bedacych przedmiotem mojego zainteresowania po uzyskaniu stopnia
doktora, nie wchodzace w sklad osiagniecia naukowego

Po uzyskaniu stopnia doktora swoje zainteresowania skupitem gtéwnie na problemach
zwigzanych z otrzymywaniem indukowanych pluripotencjalnych komorek macierzystych, ich
roznicowaniem do poszczegdlnych tkanek oraz na nowotworowych komdrkach
macierzystych.  Mimo to, przez pewien czas kontynuowalem badania zwigzane z
rekatywnymi formami tlenu i $miercia komorkowsa. W szczegoOlnosci tej ostatniej

poswigcitem wigcej czasu uczestniczac w badaniach nad apoptyna (biatko zdolne do
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selektywnej indukcji apoptozy w komorkach nowotworowych) oraz salinomycyna (naturalny
zwigzek organiczny o wihasciwosciach cytostatycznych).

Wazng czgscia mojej dziatalnosci naukowej stanowity réwniez badania nad
zastosowaniem pochodnych oligotiofenow (LCO, luminescent conjugated oligothiophenes) w
selektywnym znakowaniu komorek nowotworowych (w tym nowotworowych komorek
macierzystych), oraz poszukiwanie czynnikow molekularnych, do ktérych wiaza si¢ badane
LCO. Mimo, iz nie udato si¢ jednoznacznie odpowiedzie¢ na pytanie, ktéry z testowanych
zwiazkdéw wykazuje zdolnosci do selektywnego znakowania komérek CSC, odkryto ciekawe
wiasciwosci zwigzkow PTAA (polythiophene acetic acid), p-HTIM (imidazole functionalized
pentameric oligothiophene) oraz p-HTMI (methylated imidazole functionalized pentameric
oligothiophene) polegajace na specyficznym znakowaniu komérek czerniaka, pozwalajac na
odréznienie ich od komdrek normalnych (fibroblastow).

Poczawszy od 2016 roku, kiedy to rozpoczatem prace na Uniwersytecie w Oslo,
kontynuuj¢ badania w dziedzinie komorek iPS, otrzymywanych przeze mnie z komdrek
szpiku kostnego pacjentéw z chorobami krwi. W celu poznania mechanizmow powstawania
chorob takich jak ostra biataczka szpikowa, czy zespét mielodysplastyczny, komorki te sa
roznicowanie do komdrek hematopoetycznych (CD34+), a nastepnie do monocytéw,
erytrocytow oraz limfocytow T. Dodatkowo, aby lepiej scharakteryzowaé¢ proces
hematopoezy, w swoich badaniach nad komérkami iPS wykorzystuje system CRISPR/Cas9
pozwalajacy na naprawe mutacji gendéw zwiazanych z wyzej wymienionymi schorzeniami.
Prowadzone obecnie przeze mnie badania majag na celu doktadniejsze poznanie zaréwno
genetycznych, jak i epigenetycznych czynnikow zwigzanych z niewlasciwag hematopoeza.
We wrzesniu 2016, w ramach programu “Scientia” - EU Marie Curie Postdoctoral
Fellowship in Health Science rozpoczatem projekt zatytuowany “DNMT3A and DNMT3B
targeted mutations in hESC - interplay between non-coding RNAs and DNA methylation
during human hematopoiesis”. W projekcie tym badam rol¢ jaka pelnia mutacje
wprowadzone do dwdéch DNA metylotransferazz DNMT3A and DNMT3B, w ludzkich
macierzystych komorkach embrionalnych w procesie tworzenia krwi, a takze rol¢ jaka petnia

w tym procesie niekodujace RNA, takie jak miRNA, czy piRNA.
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