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Osigeniecia naukowo - badawcze przed uzyskaniem stopnia dokiora

Moja przygoda z praca naukowa rozpoczela si¢ w roku 1999. W roku tym, bedac jeszcze
stuchaczem piatego roku studiéw Wydziatu Chemicznego Politechniki Slaskiej, zostatem
zatrudniony w Zakltadzie Biologii Molekulamej Centrum Onkologii w Gliwicach, w grupie
Pana Prof. Stanistawa Szali. Wczesniej, przez kilkanascie miesigcy, w ramach wolontariatu
zapoznawalem si¢ z praca laboratoryjng w grupie Pana Prof. Marka Rusina oraz grupie
wspomnianego juz Pana Prof. Stanistawa Szali.

Droga mojej kariery zawodowe] przebiegala poczawszy od stanowiska technika
(1999r.), poprzez chemika (2001r.), asystenta naukowo-badawczego (2001r.) az do adiunkta
(0od 2006r.). Pozwolito mi to na poznanie funkcjonowania zaktadu badawczego od podstaw oraz
zdobycie niezbednej praktyki pozwalajacej na samodzielnie prowadzenie badan naukowych.
Pod kierownictwem Pana Prof. S. Szali wykonalem prace magisterska pt.: ”"Oczyszczanie
preparatow plazmidowego DNA od endotoksyny oraz jej wplyw na transfekcje in vitro i in
vivo”, ktéra w 2000 roku obronitem na Politechnice Slaskiej z wynikiem bardzo dobrym.
Wiyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy magisterskiej zostaly opublikowane w pracy pt.:
“Direct in vivo transfer of plasmid DNA into murine tumors: effects of endotoxin presence and
transgene localization” Budryk M, Cichon T, Szala S., Acta Biochim Pol. 2001;48(3):795-800.

Od samego poczatku pracy w grupie Pana Prof. S. Szali prowadzilem badania na
zwierzetach. Poczatkowo jako osoba uczestniczaca 1 wykonujgca najprostsze zadania
polegajace na przygotowaniu zwierzat do doswiadczen, a z czasem juz jako samodzielnie
wykonujacy procedury na zwierzetach. W ramach doswiadczen na myszach opracowalem
model doswiadczalnych przerzutow w ptucach z wykorzystaniem komoérek mysiego czerniaka
B16-F10, ortotopowy model mysiego glejaka GL261, ortotopowy model mysiego raka nerki
RENCA oraz model niedokrwiennej konczyny u myszy.

W okresie przed doktoratem bratem udziat w realizacji szesciu projektéw grantowych,
aw jednym z nich bylem kierownikiem. W okresie tym bylem gléwnym autorem jednej
oryginalnej pracy naukowej oraz wspotautorem kolejnych czterech. Méj taczny Impact Factor
z prac opublikowanych przed uzyskaniem stopnia doktora wynosi - 7,405.

Osiggniecia naukowo-badawcze po uzyskaniu stopnia doktora.

Stopien doktora nauk medycznych w dziedzinie biologia medyczna uzyskalem 14 grudnia
2005r. Rozprawe doktorska pt.: ,,Antyangiogenna terapia genowa w hamowaniu
doswiadczalnych przerzutow u myszy”’, podobnie jak prace magisterskg, wykonatem
pod kierownictwem Pana Prof. S. Szali. Na posiedzeniu w dniu 14 grudnia 2005r. Rada
Naukowa Centrum Onkologii — Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie w Warszawie
postanowita wyrdzni¢ moja rozprawe doktorska. Posiadajac stopien doktora oraz ugruntowang
pozycje w grupie Prof. S. Szali, jeszcze mocniej zaangazowatem si¢ w funkcjonowanie 1 rozwdj
grupy.

Pierwszym moim przedsigwzigciem, ktore zakonczylem z sukcesem, bylo
zaplanowanie i zorganizowanie laboratorium immunohistochemii. Do tej pory, nasza grupa nie
posiadata  takiego laboratorium, a  wszelkie badania  histochemiczne oraz
immunohistochemiczne byly wykonywane dzigki uprzejmosci kolegdw z innych grup. W
ramach projektow grantowych zakupilismy niezb¢dny sprzet (m.in. mikrotom). Ja natomiast
opanowalem podstawowe techniki stosowane w histochemii oraz immunohistochemii, ktore
z powodzeniem stosowatem, a nastepnie przekazalem moim kolegom. Obecnie nasza grupa
posiada w pelni wyposazona pracowni¢ immunohistochemiczng, gdzie wykonywane sa
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ztozone barwienia immunohistochemiczne oraz immunofluorescencyjne na skrawkach
mrozeniowych, jak rowniez parafinowych.

Bylem rowniez pomystodawca 1 inicjatorem a nastgpnie wspolautorem, projektu
pt.: ,,Utworzenie Centrum Badah Translacyjnych w Dziedzinie Onkologii Molekularnej”
wramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka 2007-2013, priorytet2
nInfrastruktura sfery B+R”. Celem projektu bylo prowadzenie wysokiej jako$ci badan
nad molekularnymi mechanizmami procesu nowotworzenia 1 nowymi przeciwnowotworowymi
strategiami  terapeutycznymi. Projekt zostal pozytywnie zaopiniowany i uzyskal
dofinansowanie w wysokosci 36 mln zt. Niestety Instytut zrezygnowat z jego realizacji. W roku
2010 otrzymatem Nagrode Dyrektora Centrum Onkologii — Instytut oddz. w Gliwicach - za
pozyskiwanie srodkéw europejskich.

Kolejnym przedsigwzigciem inwestycyjnym, w ktdre bylem zaangazowany, byla
przebudowa oraz wyposazenie instytutowej zwierzetarni. Istniejaca zwierzetarnia byla
przestarzala, przez co bardzo mocno ograniczala nasze mozliwosci badawcze. Prace budowlane
w zwierzgtarni zostaly wykonane czesSciowo dzigki $rodkom, ktére wraz z kolegami
pozyskatem od sponsordw (m.in. Jastrzebska Spotka Weglowa). Wyposazenie do zwierzetarni
zostato zakupione dzicki $rodkom projektu Slaska BIOFARMA w ramach Laboratorium
Terapii Doswiadczalnej, za utworzenie ktérego bylem odpowiedzialny. Zakupiono m.in.
system przyzyciowej obserwacji myszy - IVIS Lumina XR firmy Caliper oraz system klatek
indywidualnie wentylowanych - IVC XJ firmy Allentown. Klatki te pozwalaja
na utrzymywanie i prowadzenie badan z wykorzystaniem myszy z uposledzonym uktadem
immunologicznym.

Doswiadczenia na modelach zwierzgcych stanowia dla mnie najbardziej ekscytujaca
czes¢ prowadzonych badan. W planowaniu doswiadczen na zwierzgtach zawsze kieruje si¢
zasadg 3R, a ich dobrostan jest dla mnie rzecza najwazniejsza. Od 2016 roku jestem jedna z
trzech 0sob odpowiedzialnych za dobrostan zwierzat znajdujacych si¢ w instytutowej
zwierzetarni. Od 2016 roku jestem rowniez cztonkiem Lokalnej Komisji Etycznej w
Katowicach ds. Doswiadczen na Zwierzgtach. W roku 2020 zostalem wybrany na drugg
kadencje. Oprocz dbania o dobro zwierzat staram si¢ rowniez szkoli¢ nowych badaczy. W tym
celu w roku 2017 zorganizowatem i prowadzitem szkolenie dla 0s6b wykonujacych procedury
zwigzane z wykorzystaniem zwierzat do celéw naukowych lub edukacyjnych.

Od poczatku mojej dzialalnoéci naukowej, gtéwnym kierunkiem moich badan byto
poszukiwanie nowych terapii oraz lekow przeciwnowotworowych jak réwniez badanie
mikrosrodowiska nowotworowego. Prowadzilem badania, ktorych celem bylo opracowanie
terapii skojarzonej opartej na kombinacji chemioterapii z terapig antyangiogenna. W swoich
badaniach stosowatem réwniez czynniki antyangiogenne w celu normalizacji naczyn
nowotworowych. Efektem tych badan jest kilka opublikowanych oryginalnych prac
naukowych.

W roku 2003 (jeszcze przed uzyskaniem stopnia doktora) rozpoczatem wspotprace ze
Slaskim Centrum Choréb Serca w Zabrzu. W ramach projektu pt.:. ,,Angiogeneza w
niedokrwionej konczynie tylnej krolika po stymulacji genami kodujacymi czynniki wzrostu
fibroblastéw (bFGF) i hepacotytow (HGF)” do niedokrwiennej konczyny kroélika, przy pomocy
elektroporacji, wprowadzalismy plazmidowy DNA z genami kodujacymi czynniki wzrostu:
bFGF 1 HGF. W roku 2008 realizowalem wspoélnie z SCCS w Zabrzu kolejny projekt grantowy
pt.: "Ocena jakoSciowa i ilosciowa puli endogennych, sercowych komoérek macierzystych i
progenitorowych (Cardiac Stem/Progenitor Cels) u pacjentow z cigzkim nieodwracalnym
uszkodzeniem migénia sercowego"

W roku 2010 w ramach konsorcjum, ktore utworzyty Slaskie Centrum Choréb Serca w
Zabrzu (lider projektu), Fundacja Rozwoju Kardiochirurgii w Zabrzu oraz Centrum Onkologii
w Gliwicach, rozpoczeliSmy realizacj¢ projektu pt.: ,,Sercowe komorki macierzyste i
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progenitorowe — nowa metoda regeneracji uszkodzonego serca”. W ramach tego projektu nasza
grupa po raz pierwszy rozpoczela badania nad wykorzystaniem mezenchymalnych komérek
zrebu do naprawy uszkodzonej tkanki mi¢sniowej. Wyniki uzyskane w ramach tego grantu
(m.in. jedna z publikacji tworzacych cykl habilitacyjny) byly inspiracjg do dalszych projektow
badawczych dotyczacych tej tematyki. W 2015 roku rozpoczatem, jako kierownik grantu,
realizacje projektu pt.: ,,Rola cytokiny IL-6 wydzielanej przez mezenchymalne komorki zrebu
(MSC) w powstawaniu naczyn krwionosnych”. Projekt zakonczyt si¢ w roku 2019, a powstate
w jego efekcie trzy publikacje sa podstawg cyklu prac stanowiacych przedmiot mojego
postgpowania habilitacyjnego.

Osiggniecie naukowe bedgce przedmiotem rozprawy habilitacyjnej

Niniejsza rozprawa habilitacyjna zostala przygotowana na podstawie cyklu czterech prac
opublikowanych w okresie 2016-2019 (w czasopismach o tgcznym IF = 18,791).

Oswiadczenia wspotautorow okreslajace indywidualny wklad w powstanie publikacji
naukowych w zalaczeniu.

Skorupa A, Ciszek M, Pilny E. Smolarczyk R, Jarosz-Biej M, Boguszewicz L, Krakowczyk L.,
Szala S, Sokot M, Cichon T. Monitoring of diffusion properties and transverse relaxation time
of mouse ischaemic muscle after administration of human mesenchymal stromal cells derived
from adipose tissue, Cell Prolif. 2019:52(6):e12672.

Czapla J, Matuszczak S, Kulik K, Wisniewska E. Pilny E, Jarosz-Biej M, Smolarczyk R, Sirek
T, Zembala MO, Zembala M. Szala S, Cichon T. The effect of culture media on large-scale
expansion and characteristic of adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells, Stem Cell
Res Ther. 2019:10(1):235.

Pilny E. Smolarczyk R, Jarosz-Biej M, Hadvk A, Skorupa A, Ciszek M, Krakowczvk £.. Kutach
N. Gillner D, Soko6t M, Szala S, Cichon T. Human ADSC xenograft through I1.-6 secretion

activates M2 macrophages responsible for the repair of damaged muscle tissue, Stem Cell Res
Ther. 2019;10(1):93.

Czapla J, Matuszczak S, Wisniewska E, Jarosz-Biej M,Smolarczyk R, Cichon T, Glowala-
Kosinska M, Sliwka J, Garbacz M, Szczypior M, Jazwiec T, Langrzyk A, Zembala M, Szala S.
Human Cardiac Mesenchymal Stromal Cells with CD105+CD34- Phenotype Enhance the
Function of Post-Infarction Heart in Mice, PLoS ONE. 2016:11(7): e0158745.

Oméwienie celu naukowego wyze] wymienionych prac i osiagni¢tych wynikéw wraz z
omdwieniem ich ewentualnego wykorzystania

Podstawy teoretyczne

Mezenchymalne komérki zrebu (Mesenchymal Stromal Cells, MSC) to heterogenna populacja
komorek zdolnych do r6znicowania w kierunku linii komérek mezodermalnych,
morfologicznie zblizonych do fibroblastéw. Grupa Friedensteina jako pierwsza, pod koniec lat
60-tych ubiegltego wieku, wyizolowata ze szpiku kostnego, a nastgpnie opisata mezenchymalne
komorki zrebu MSC [1]. Przez wiele lat, wraz z pojawianiem si¢ nowych informacji na temat
wlasciwosci komorek, probowano znalez¢ dla nich wlasciwa nazwe. Nazywano je
mezenchymalnymi komoérkami macierzystymi (mesenchymal stem cells), mezenchymalnymi
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komorkami zrebu (mesenchymal stromal cells), multipotentnymi komérkami zrgbu
(multipotent stromal cells), szpikowymi komoérkami zrgbu (marrow stromal cells) [2]. W 2005
roku Miedzynarodowe Towarzystwo Terapii Komodrkowej (International Society for Cellular
Therapy, ISCT) uznalo za bledne stosowaniu terminu ,,mezenchymalne komoérki macierzyste”
i zaproponowalo nazwe ,multipotentne mezenchymalne komoérki zrgbu” (Multipotent
Mesenchymal Stromal Cells) o akronimie MSC [3]. Do dnia dzisiejszego, nie potwierdzono
mozliwosci MSC do réznicowania do wielu linii komorkowych, jak réwniez zdolnosci do
samoodnowy.

Poniewaz, MSC to bardzo heterogenna populacja komorek, pochodzacych z réznych
tkanek, istnieje duzy problem z ich identyfikacjg. W 2006 roku Migedzynarodowe Towarzystwo
Terapii Komoérkowej (ISCT) zaproponowalo trzy podstawowe cechy, ktore powinny posiadaé
MSC. (1) W hodowlach in vitro powinny przylega¢ do plastikowych podtozy. (2) Réznicowaé
si¢ do trzech linii komérkowych: adipocytéw, chondroblastow i osteoblastow. (3) Posiada¢ na
swojej powierzchni antygeny: CD105, CD73, CD90, jednoczesnie nie posiada¢ antygendéw
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79 lub CD19 i HLA-DR [4].

Komorki mezenchymalne zrgbu to komdrki o dzialaniu plejotropowym, a ich
wlasciwosci zaleza od warunkdéw mikrosrodowiska, w ktéorym si¢ znajduja. Komorki
mezenchymalne, podobnie jak np. makrofagi, pod wptywem czynnikow znajdujgcych sie¢ w
mikrosrodowisku moga ulega¢ polaryzacji. Niskie st¢zenie IFN-y oraz TNF-a, powoduje
polaryzacje MSC do fenotypu prozapalnego - MSCI1. Komérki wydzielaja wtedy czynniki
takie jak: IL-6, IL-8, TGF-3, MIP-1a, MIP-1 dzigki czemu nastgpuje rekrutacja limfocytow T
[5]. Wysokie stgzenie IFN-y oraz TNF-a powoduje polaryzacj¢ MSC do fenotypu
przeciwzapalnego — MSC2, a komorki zaczynaja wydziela¢ czynniki takie jak: IDO, NO,
PGE2, IL-4 oraz IL-10, co prowadzi do zahamowania proliferacji i cytotoksyczno$ci
limfocytéw T, komoérek NK, oraz dojrzewania DC i limfocytow B. Polaryzacja MSC moze
rébwniez nastapi¢ poprzez aktywacj¢ receptora TLR. Aktywacja receptora TLR4 na skutek
zwigzania LPS powoduje pojawienie si¢ fenotypu prozapalnego (MSC1), natomiast aktywacja
receptora TLR3 przy pomocy dsRNA wirusow fenotypu przeciwzapalnego (MSC2) [6].

Komoérki mezenchymalne zr¢gbu posiadajg wilasciwosci immunomodulacyjne. Przez
wydzielane czynniki m.in. IL-6, IDO, PGE2, COX-2, HGF wywieraja wpltyw na komorki
uktadu immunologicznego m.in. na: makrofagi [7], limfocyty T [8], limfocyty B [9], komorki
NK [10], komoérki dendrytyczne [11]. Odzialywanie komoérek mezenchymalnych zrebu z
komorkami ukladu immunologicznego, szczeg6lnie z monocytami oraz makrofagami ma
istotne znaczenie w procesach terapeutycznych z udzialem MSC. Mezenchymalne komorki
zrebu pod wplywem wydzielanych czynnikow takich jak: IL-6, IDO, PGE2 powoduja
polaryzacje makrofagéw z fenotypu prozapalnego M1 do fenotypu przeciwzapalnego M2 [12].
Polaryzacja makrofagéw jest procesem odwracalnym. Brak m.in. IL-6 w mikro$rodowisku
powoduje polaryzacj¢ makrofagow w kierunku fenotypu prozapalnego M1, natomiast wysokie
stezenie IL-6 powoduje  polaryzacje makrofagobw do fenotypu przeciwzapalnego,
proangiogennego M2 [13]. Makrofagi M1 dzieki wydzielanym cytokinom prozapalnym takim
jak: IL-12; IL-6, TNF-0 INF-¥ wykazuja silne dziatanie bakteriobdjcze oraz cytotoksyczne
[14]. Makrofagi M2 poprzez wygaszanie reakcji zapalnej aktywuja procesy naprawy tkanek.
Wydzielajg szereg cytokiny przeciwzapalnych, takich jak: IL-10, IL-4, IL-13 oraz czynnikow
proangiogennych m. in. VEGF [15]. Oddzialywanie migdzy makrofagami a MSC ma istotne
znaczenie w procesach naprawy uszkodzonych tkanek [16].

Potencjat terapeutyczny MSC nie polega na ich zdolnosci wbudowywania sie w
uszkodzong tkanke a nastgpnie réznicowania w kierunku komoérek tkanki np. kardiomiocytow.
Czas retencji wszczepianych MSC jest stosunkowo krétki i w zaleznosci od drogi podania
wynosi od kilku dni do kilku tygodni [17]. Kluczowa rolg terapeutyczng odgrywaja wydzielane

I

5|Strena



przez MSC czynniki o wlasciwosciach immunostymulujacych, proangiogennych,
antyapoptotycznych oraz remodelujacych macierz pozakomorkowa [18]. Czynniki te
wydzielane do mikrosrodowiska moga hamowaé znajdujace si¢ tam komorki ukladu
immunologicznego (wygaszanie stanu zapalnego), aktywowaé procesy angiogenezy oraz
wplywa¢ na komorki macierzyste i progenitorowe, powodujac ich proliferacj¢ oraz
roznicowanie [19]. Te efekty obserwowane w tkance, spowodowane czynnikami wydzielanymi
przez MSC, okresla si¢ mianem efektéw parakrynnych lub parakrynnym przekazywaniem
sygnatow. Sklad wydzielanych czynnikow przez MSC, moze byé w roézny sposob
modyfikowany, a genetycznie zmodyfikowane komorki moga produkowac $cisle okreslone
zestawy bialek [20]. MSC, do ktorych wprowadzono gen Akt wydzielaja czynniki
proangiogenne (m.in. VEGF, FGF-1, IGF-2, HGF) [21] a te do ktorych wprowadzono gen
kodujacy chemotaktyczne bialko SDF-1, wydzielaja HGF, ale jednoczes$nie hamuja synteze
kolagendéw I i III, a takze metaloproteinaz MMP-2 i MMP-9 [22]. Oprécz genetycznych
modyfikacji MSC, mogg by¢ przeksztatcane przez hipoksje, szok cieplny, zwiekszone cisnienie
tlenu oraz rézne czynniki farmakologiczne (np. estrogeny, atorwastatyne) [23].

MSC, ze wzgledu na swdj ogromny potencjal, wykorzystywane sag w leczeniu wielu
choréb o podlozu kardiologicznym, ortopedycznym, hematologicznym, neurologicznym,
autoimunnologicznym 1 wielu innych. Wg Clinical Trials do tej pory zarejestrowano ponad
1400 badan klinicznych z wykorzystaniem MSC (1156 dla ,,mesenchymal stem cells” i 252
,mesenchymal stromal cells”) (www.clinicaltrials.gov).

Omowienie wynikow badan stanowigcych przedmiot rozprawy habilitacyjne;.

Zaprezentowany cykl prac doswiadczalnych stanowi podsumowanie wynikéw badan
prowadzonych w ramach dwodch projektow badawczych, ktérych celem bylo zbadanie
mozliwodci wykorzystania komoérek mezenchymalnych do naprawy uszkodzonej tkanki
migsniowe;j.

Jak juz wspomniatem wczesniej, badania nad wykorzystaniem komorek mezenchymalnych w
naprawie uszkodzonych tkanek rozpoczatem w roku 2010 w ramach projektu pt.: ,,Sercowe
komorki macierzyste i progenitorowe — nowa metoda regeneracji uszkodzonego serca”
wspotfinansowany ze $rodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju Regionalnego w ramach
Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka ,,Dotacje na innowacje”. Glownym celem
projektu bylo opracowanie skutecznej terapii pacjentoéw z ciezka niewydolnoscig serca, opartej
na terapii komorkowej wykorzystujacej autologiczne komorki posiadajgce potencjat
regeneracyjny.

Na podstawie doniesien literaturowych uznaliSmy ze, populacja komoérek
mezenchymalnych (MSC) izolowanych z ludzkiego serca o fenotypie CD105*CD34 posiada
wlasciwoscei, ktore czynig je odpowiednimi do zastosowania w terapii komorkowej
uszkodzonego/pozawatowego migsnia sercowego. Celem naszych badan byto wyizolowanie z
ludzkich serc (usuwanych podczas transplantacji serca) MSC o fenotypie CD105'CD34, oraz
zbadanie ich potencjalu regeneracyjnego na modelu mysiego zawalu serca oraz mysiego
modelu niedokrwiennej koficzyny. W badaniach wykorzystywalismy komaérki CD105°CD34,
izolowane z fragmentéw prawej komory serca, pochodzace od 19 pacjentow. Komorki
CD105°CD34°, w warunkach in vitro, wykazywaly zdolno$¢ do réznicowania w kierunku
adipocytow, osteoblastéw i chondroblastow, jak rowniez wydzielaly Interleuking 6 i 8, oraz
czagsteczki GRO. Interleukina 6 stanowita cytoking dominujgca. W badaniach na mysim modelu
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niedokrwiennej konczyny zaobserwowaliSémy, ze podanie jednego miliona komdrek
CD105"CD34" do niedokrwiennego migs$nia powoduje jego szybsza odbudowe i poprawe
funkcjonowania konczyny w poréwnaniu do myszy grupy kontrolnej otrzymujacych PBS". W
niedokrwiennym mi¢sniu konczyny u myszy po podaniu komoérek CDI105'CD34
zaobserwowaliSmy rowniez wigksza liczbe naczyn krwionos$nych, w porownaniu z grupa
kontrolng otrzymujacg PBS". Komérki CD105°CD34" podawalisSmy w okolicy blizny
pozawalowej w sibdmym dniu po wywolaniu zawatu. U zwierzat, ktérym podano komorki
CD105"CD34  nastapito zmniejszenie wielko$ci blizny pozawalowej, w poréwnaniu do grupy
myszy kontrolnych, ktérym podano PBS". Stwierdzilismy rowniez zmniejszenie ilosci kolagenu
w grupie terapeutycznej, w stosunku do grupy kontrolnej PBS”. Zaobserwowalismy, ze podanie
komoérek CD1057CD34" zwigksza liczbe naczyn krwionosnych w bliznie pozawatowej oraz w
obszarze z nig graniczacym. Zmniejszenie blizny pozawalowej, jak rowniez jej lepsze
ukrwienie, wplyng¢lo na poprawe pracy pozawatowego serca. Na podstawie badania
echokardiograficznego ustalono, Zze po 6 tygodniach od podania komoérek, w grupie myszy,
ktorym podano komoérki CD105°CD34, nastapil wzrost frakcji wyrzutowej lewej komory
(LVEF) z 38,8% (dzien podania komorek) do 42,5%. Natomiast, w grupie myszy kontrolnych,
obserwowano dalszy spadek kurczliwosci serca. W poblizu wszczepionych komoérek
CD105°CD34, zidentyfikowali$my makrofagi o fenotypie M2 (F4/80"CD206") oraz niewielka
liczbe makrofagow M1 (F4/80"CD86"). Przestawione wyniki zostaly opublikowane w pracy:
Czapla J, Matuszczak S, Wisniewska E, Jarosz-Biej M, Smolarczyk R, Cichon T, Glowala-
Kosifiska M, Sliwka J, Garbacz M, Szczypior M, Jazwiec T, Langrzyk A, Zembala M, Szala S:
wHuman Cardiac Mesenchymal Stromal Cells with CD105"CD34" Phenotype Enhance the
Function of Post-Infarction Heart in Mice”

Uzyskane wyniki zostaly wykorzystane jako punkt wyjscia do dalszych badan z
wykorzystaniem komoérek mezenchymalnych, prowadzonych m.in. w ramach projektu NCN
OPUS pt.: ,,Rola cytokiny IL-6 wydzielanej przez mezenchymalne komorki zrebu (MSC) w
powstawaniu nowych naczyn krwionosnych”, ktérego bytem kierownikiem. Gléwnym celem
badawczym tego projektu bylo wyjasnienie mechanizmu naprawy
uszkodzonego/niedokrwiennego migsnia, z wykorzystaniem mezenchymalnych komorek
zrgbu. W badaniach wykorzystalismy ludzkie mezenchymalne komérki zrebu izolowane z
podskornej tkanki thuszczowej zlokalizowanej w okolicach brzucha (hADSC — human adipose
tissue- derived stromal cells). Izolacja komoérek mezenchymalnych z thuszczu posiada wiele
zalet. Najwazniejsze z nich to bezpieczny i prosty sposdb pobierania tkanki ttuszczowe;,
najczescie] w trakceie liposukcji, oraz duza wydajno$¢ izolacji komorek. Szacuje sie, ze jest ona
okolo pig¢ razy bardziej wydajna niz np. izolacja komoérek mezenchymalnych ze szpiku
kostnego [24]. W trakcie badan ustalono, ze czas przezycia hADSC po transferze do miesnia
koficzyny u myszy C57BL/6NCrl wynosi okoto 14 dni. W sasiedztwie hADSC obserwowany
jest naciek immunosupresyjnych i proangiogennych. makrofagéw M2. Postawilismy zatem
hipotezg, wedtug ktorej, proces naprawy uszkodzonej tkanki mig¢$niowej z wykorzystaniem
hADSC przebiega wedlug nastgpujacego mechanizmu: hADSC wydzielajg IL-6. Cytokina ta
aktywuje makrofagi M2, ktore stymulujg powstawanie nowych naczyh krwionosnych i
napraw¢ uszkodzonej tkanki. Aby potwierdzi¢ nasza hipoteze przeprowadzilismy dwa
doswiadczen polegajace na wykluczeniu jednego z elementéw zaproponowanego przez nas
mechanizmu. W pierwszym doswiadczeniu z wykorzystaniem liposoméw zawierajacych
klodronian przeprowadzono deplecj¢ makrofagéw. W grupie myszy, ktérym podawano
hADSC wraz z liposomami z klodronianem, liczba nowo powstatych naczyn krwiono$nych
byla mniejsza, niz u myszy, ktérym podano hADSC z liposomami z PBS™ i zblizona do liczby
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naczyf u myszy, ktérym podano sam PBS. W doswiadczeniu drugim zatozyliSmy, Ze
zablokowanie ludzkiej IL-6 przy pomocy przeciwciala anty-IL-6 zahamuje aktywacje
makrofagéw M2. U myszy, ktérym podawano przeciwciato skierowane przeciwko ludzkiej IL-
6, a nastepnie hADSC, nie zaobserwowano naptywu makrofagéw M2. Liczba nowopowstatych
naczyh krwiono$nych w tej grupie myszy byta mniejsza, niz w grupie myszy, ktére otrzymaty
hADSC, ale poréwnywalna z liczba naczyn u myszy, ktore otrzymaty PBS-.

Postanowiliémy réwniez sprawdzi¢, czy do naprawy uszkodzonego migsnia wystarczy
sama ludzka IL-6, bez koniecznosci podawania hADSC. Aby odpowiedzie¢ na to pytanie,
grupie myszy podano biatko ludzkiej lub mysiej IL-6. Kontrolg stanowity myszy, ktorym
podano PBS- i hADSC. U myszy, ktérym podano biatko IL-6, ludzkie lub mysie, liczba
makrofagéw byta podobna, lecz wigksza niz u myszy, ktérym podano PBS". Natomiast liczba
naczyn, w grupie gdzie podano ludzka IL-6, byta wigksza, niz w grupie gdzie podano mysia
IL-6. Najwigkszg liczbe naplywajacych makrofagéw oraz naczyh krwionosnych
zaobserwowano w grupie myszy, ktorym podano hADSC.

Na podstawie uzyskanych przez nas wynikéw mozemy stwierdzi¢, ze mechanizm naprawy
uszkodzonego miesnia z wykorzystaniem hADSC polega na wydzielaniu przez nie 1L-6, ktora
aktywuje makrofagi M2 stymulujace powstawanie nowych naczyn rwionosnych.
Przestawione wyniki zostaty opublikowane w pracy: Pilny E, Smolarczyk R, Jarosz-Biej M,
Hadyk A, Skorupa A, Ciszek M, Krakowczyk L, Kulach N, Gillner D, Sokét M, Szala S,
Cichon T: Human ADSC xenograft through IL-6 secretion activates M2 macrophages
responsible for the repair of damaged muscle tissue.

Do oceny postepu naprawy uszkodzonej tkanki mig$niowej z wykorzystaniem hADSC,
stosowaliémy réwniez obrazowanie metoda rezonansu magnetycznego (MRI). Technika ta
posiada mechanizmy do wieloparametrycznej charakterystyki uszkodzonej tkanki. Sg nimi
m.in. czas relaksacji poprzecznej (T2), wzrastajacy wraz z obrzekiem tkanek, martwicg 1 stanem
zapalnym oraz dyfuzyjne obrazowanie tensorowe (DTI), umozliwiajagce mapowanie procesu
dyfuzji wody. Badania MRI zostaty wykonane na skanerze Bruker 9.4 T wyposazonym w
system gradientowy Micro2. W 3 dniu od podania komérek w grupie myszy otrzymujacych
hADSC zaobserwowali$my zwiekszony czas relaksacji T2 w poréwnaniu z grupg kontrolna.
Natomiast w 7 dniu od podania hADSC zaobserwowaliémy zaréwno zwigkszone T2 jak
rowniez zmniejszone wartosci A3 tensora dyfuzji dla grupy myszy, ktére otrzymaty hADSC w
poréwnaniu z grupami kontrolnymi. Zwickszenie T2 wigzato si¢ ze zwigkszong infiltracja
makrofagdbw M2 w niedokrwiennej koniczynie a zmniejszenie A3 dyfuzji z obecnoscia matych
regenerujgcych sie wiokien. Wyniki uzyskane w trakcie obrazowania metodg rezonansu
magnetycznego MRI  potwierdzity udzial ~makrofagbw w  procesie  naprawy
uszkodzonej/niedokrwiennej tkanki miesniowej oraz duzy potencjat metody w ocenie postepow
terapii komérkowej. Uzyskane wyniki zostaty przedstawione w pracy: Skorupa A, Ciszek M,
Pilny E, Smolarczyk R, Jarosz-Biej M, Boguszewicz L, Krakowczyk ., Szala S, Sokoét M,
Cichon T: Monitoring of diffusion properties and transverse relaxation time of mouse
ischaemic muscle after administration of human mesenchymal stromal cells derived from
adipose tissue.

W badaniach naszych zauwazyliSmy, ze komorki izolowane z fragmentow tkanki
thuszczowej pobranej od réznych dawcow roznity si¢ morfologig, poziomem wydzielanych
cytokin i czynnikéw wzrostu oraz zdolnoscia do namnazania. W kilku przypadkach,
wyizolowane hADSC nie dzielity si¢ a po pewnym czasie gingty. Dodatkowo, na stan komorek,
duzy wplyw ma proces izolacji oraz sktad pozywek hodowlanych. Biorgc to pod uwage
postanowiliémy poréwna¢ kilka z dostepnych pozywek hodowlanych. Naszym celem bylo
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opracowanie procedury hodowlanej, opartej na sprawdzonej pozywce, pozwalajgce] na
pozyskanie duzej liczby hADSC w mozliwie krotkim czasie. Dodatkowym istotnym kryterium
bylo bezpieczenstwo pacjentéw w trakcie terapii z wykorzystaniem hADSC. W tym celu
poréwnalismy trzy rodzaje pozywek hodowlanych wykorzystywanych do hodowli hADSC.
Pierwsza z nich to pozywka hodowlana aMEM (a-modified Minimum Essential Medium)
suplementowana 10% lizatem z ludzkich ptytek (hPL). Pozywka druga to DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) réwniez suplementowana 10% lizatem z ludzkich plytek (hPL). I
ostatnia, to DMEM suplementowane 20% surowica bydlgca (FBS) z dodatkiem ludzkiego
czynnika wzrostu fibroblastéw (10 ng/mL bFGF). Ocenilismy wptyw testowanych pozywek
hodowlanych na kinetyke wzrostu hADSC, ich morfologie i fenotyp, zdolno$é do réznicowania
oraz potencjal klonogenny i sekretom. Nie zauwazyliSmy réznic, w zaleznosci od stosowanej
pozywki hodowlanej, w morfologii, fenotypie, potencjale do rdéznicowania, zdolnosci do
tworzenia klonéw 1 wydzielanych cytokinach i czynnikach wzrostu hADSC.
ZaobserwowaliSmy natomiast wplyw pozywki hodowlanej na kinetyke wzrostu hADSC.
Najwyzszy wskaznik proliferacji hADSC zaobserwowano stosujac jako pozywke hodowlang
oaMEM z dodatkiem 10% hPL. Uzyskane wyniki przedstawiliémy w naszej kolejnej pracy:
Czapla J, Matuszczak S, Kulik K, Wisniewska E, Pilny E, Jarosz-Biej M, Smolarczyk R, Sirek
T, Zembala MO, Zembala M, Szala S, Cichon T: The effect of culture media on large-scale
expansion and characteristic of adipose tissue-derived mesenchymal stromal cells.

Wnioski plyngce z opublikowanych prac.

1. Ludzkie mezenchymalne komoérki zrebu wykazuja duza skuteczno$é w naprawie
uszkodzonego w wyniku niedokrwienia miesnia.

2. Jeden z mozliwych mechanizméw naprawy uszkodzonego w wyniku niedokrwienia
migsnia z wykorzystaniem hADSC polega na wydzielaniu przez te komorki interleukiny
6, ktora aktywuje makrofagi o fenotypie M2, stymulujace powstawanie nowych naczyn
krwionosnych.

3. Mozliwa jest hodowla hADSC, w pozywkach nie zawierajgcych antygenéw pochodzenia
zwierzgcego, pozwalajgca na uzyskanie duzej liczby komoérek do bezpiecznego
zastosowania klinicznego.

4. Technika obrazowania metoda rezonansu magnetycznego pozwala na skuteczng ocene
postgpow terapii komorkowej uszkodzonego na skutek niedokrwienia miesnia z
wykorzystaniem hADSC.

W perspektywicznych zamierzeniach naszego zespotu dgzymy do wykorzystania hADSC
w badaniach klinicznych. Wymaga to jednak znalezienia odpowiedzi na kilka istotnych pytan.
Na kilka z nich udato nam si¢ juz odpowiedzie¢, co przedstawilem powyzej, ale na kilka,
szukamy ciagle odpowiedzi. Pytania te brzmig nastepujgco: Jaka droge podania hADSC
wybra¢? Czy ma to by¢ podanie miejscowe czy tez systemowe? Jednorazowe czy wielokrotne?
Aktualnie jesteSmy na koncowym etapie badan, ktore dadzg nam odpowiedz na te pytania.
Wydaje si¢ zatem, Ze juz niedlugo bedziemy dysponowali odpowiednig wiedzg oraz warsztatem
pozwalajacym nam na rozpoczecie badan klinicznych.
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Omowienie pozostalych osiggnieé naukowo-badawczych.

Od roku 2015 do roku 2017 bratem udzial w organizacji, a nastepnie kierowatem
Bankiem Tkanek i Komdrek w Laboratorium Medycyny Regeneracyjnej i Izolowanych Tkanek
i Narzadéw Slaskiego Parku Technologii Medycznych Kardio-Med Silesia w Zabrzu.
Pozwolito mi to na zdobycie wiedzy oraz doswiadczenia niezb¢dnego do pracy w laboratorium
typu ,,Clean room”. Zajmowatem si¢ rowniez dziatalnoscig dydaktyczng. W latach 2014 - 2018
w Katedrze Chemii Organicznej, Bioorganicznej i Biotechnologii, Politechniki Slaskiej w
Gliwicach prowadzitem wyktady oraz bytem odpowiedzialny za prowadzenie przedmiotu pt.
»Metody badania aktywnosci biologicznej substancji”. Bytem wykladowca w ramach szkolen
1kursow CMKP prowadzonych przez NIO. Opiekowalem sie studentami w ramach
wolontariatéw, praktyk i stazy studenckich. Bylem opiekunem 6 prac magisterskich,
wspolpromotorem  trzech prac licencjackich oraz jednej magisterskiej. Jestem
wspotpromotorem rozprawy doktorskiej Pani mgr Eweliny Pilny pt.: , Wlasciwosci
proangiogenne mezenchymalnych komérek zrgbu izolowanych z ludzkiej tkanki thuszczowej
(ADSC)”, ktérej obrona odbedzie sie na Politechnice Slaskiej w Gliwicach pod koniec 2020r.

Po uzyskaniu stopnia doktora bralem lub biore udzial w realizacji 20 projektow
grantowych, a trzema z nich kierowatem. Jestem wspotautorem lub autorem 35 oryginalnych
prac naukowych. Jestem réwniez wspétautorem i autorem 74 doniesien zjazdowych
(wystapienia ustne i plakatowe). Mo6j taczny Impact Factor z prac opublikowanych po
uzyskaniu stopnia doktora wynosi - 94,307.

Plany na przysztosé

Plany badawcze.

W przyszlosci planuje realizowa¢ dwa kierunki badawcze. Kierunek pierwszy to
kontynuacja badan nad wykorzystaniem mezenchymalnych komérek zrebu do naprawy
uszkodzonych tkanek. Obecnie, jestem cztonkiem zespotu realizujacego grant wewnetrzny pt.:
»Rekonstrukcja tchawicy szczura z wykorzystaniem acellularnej allogenicznej tchawicy oraz
mezenchymalnych komoérek zrgbu pochodzenia tluszczowego — badania wstepne”
pod kierownictwem prof. Adama Maciejewskiego. Projekt ten zaklada wykorzystanie ludzkich
mezenchymalnych komoérek zrgbu pochodzenia thiszczowego do odtworzenia tchawicy
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szczura. W tym celu na acellularnej tchawicy szczura zostang namnozone meznchymalne
komorki zrebu. Komorki te nastepnie zostang poddane réznicowaniu w  kierunku
chondrocytéw. Tak spreparowany fragment tchawicy, zostanie wszyty w tchawicg szczura.
Sadzimy, Ze po pewnym czasie nastapi catkowite zespolenie przeszczepionej tchawicy z
tchawica szczura. Wyniki uzyskane we wspomnianym projekcie bedg stanowily wyniki
wstepne wigkszego projektu, w ramach ktérego zaplanowane zostang doswiadczenia na duzych
zwierzetach oraz wstepne badania kliniczne.

Kierunek drugi to badania nad opracowaniem przeciwnowotworowej terapii
komoérkowej opartej na modyfikowanych genetycznie makrofagach M1. Obecnie realizuje
projekt wewnetrzny, ktérego jestem kierownikiem, pt.: ,,Wykorzystanie modyfikowanych
genetycznie ex vivo makrofagbw M1 w terapii przeciwnowotworowej”. W proponowanym
przeze mnie projekcie myszom z guzami nowotworowymi zostana podane autologiczne,
zmodyfikowane genetycznie: Interleuking 12 oraz czerwonym biatkiem RFP makrofagi
(makrofagi M1/IL-12+/RFP) hodowane ex vivo. Zmodyfikowane tak makrofagi M1/IL-
12+/RFP wprowadzone do guzéw pierwotnych nie tylko beda niszczyly komorki
nowotworowe, ale rowniez dzieki wydzielanej IL-12 spowodujg polaryzacje rezydentnych
makrofagow TAM (M2) do makrofagéw cytotoksycznych MI1. Makrofagi TAM (M2)
to komorki biorace udziat w progresji nowotworu. Ich zablokowanie lub deplecja powoduje
zahamowanie wzrostu nowotworéw. Dodatkowo wydzielana do mikrosrodowiska guza
Interleukina 12 bedzie aktywowaé pozostate komorki uktadu immunologicznego, takie jak
limfocyty B i T oraz komérki NK. W celu rozréznienia wprowadzonych makrofagéw M1/IL-
12+/RFP od makrofagéw rezydentnych TAM (M2) oraz naptywowych pochodzenia
szpikowego opracowany zostanie model myszy ,.chimery” z zielonym szpikiem BM/GFP+
(GFP - green fluorescent protein). W tym celu, u myszy szczepu C57BL/6NCrl zostanie
zniszczony szpik kostny (jednorazowe napromienienie myszy dawka 10 Gy na cale cialo), a
nastepnie do zyty ogonowej zostanie podany odpowiednio przygotowany szpik kostny pobrany
od myszy transgenicznej - GFP (C57BL/6-Tg(UBC-GFP)30Scha/]). W realizacji mojego
projektu wykorzystuje do$wiadczenie oraz wiedze, jaka zdobylem dzigki wspolpracy z
kolegami z Oddziatlu Hematoonkologii ze Szpitala Uniwersyteckiego w Ostrawie. Wspolnie
prowadzimy badania nad przeciwnowotworowg terapig komoérkowa wykorzystujacg ludzkie
komorki NK.

Plany modernizacji infrastruktury badawczej.

Zostalem osoba odpowiedzialng za realizacj¢ projektu (tytut roboczy) pt.: ,,Utworzenie
Slaskiego Centrum  Przedklinicznych Badan Onkologicznych”.  Projekt zaklada
zaprojektowanie, wybudowanie oraz wyposazenie osrodka, ktorego celem bedzie prowadzenie
szkolen, badan podstawowych oraz badan przedklinicznych z dziedziny onkologii. W ramach
projektu powstanie budynek, w ktorym zostang zlokalizowane nastgpujgce pracownie:
pracownia doswiadczalnej radioterapii zwierzat, na wyposazeniu ktorej bedzie przyspieszacz
liniowy firmy Varian, pracownia PET dla zwierzat, zwierzetarnia (nowa zwierzgtarnia zastgpi
obecna) oraz pracownia hodowli komorkowej. Przy pracach z projektem nieocenione okazato
sie doswiadczanie, jakie zdobytem w trakcie mojej dziatalnosci w Slaskim Parku Technologii
Medycznych Kardio-Med Silesia w Zabrzu.
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Podsumowanie

Od poczatku moja dzialalno$¢ naukowa zwigzana jest z Narodowym Instytutem
Onkologii im. Marii Sklodowskiej-Curie Panstwowym Instytutem Badawczym Oddzial w
Gliwicach, wczes$niej z Centrum Onkologii — Instytutem im. Marii Sklodowskiej-Curie,
Oddziat w Gliwicach. Mialem szczescie trafié i nastepnie pracowaé w grupie Sp. Pana Prof.
Stanistawa Szali. To on uksztattowal we mnie badacza i wszystkiego mnie nauczyt. Codziennie
czerpatem od niego nie tylko wiedze zawodowg ale réwniez zyciowa. Niestety w roku 2018
odszed!.

Mam zamiar dalej prowadzi¢ swojg dzialalno$¢ naukowa w NIO w Gliwicach. Moje
badania bedg si¢ koncentrowaly na poszukiwaniu nowych terapii przeciwnowotworowych,
badaniu mikrosrodowiska nowotworowego oraz wykorzystywaniu mezenchymalnych
komorek zrebu pochodzenia ttuszczowego do naprawy uszkodzonych tkanek.

Dorobek naukowy we. danych bibliometrycznych.

Jestem autorem lub wspoétautorem 40 publikacji oraz 88 doniesien zjazdowych (doniesienia
ustne 1 plakatowe). Sumaryczny Impact Factor moich prac z dnia 30.09.2020 wynosi 101,712.
Liczba cytowan bez autocytowari wedlug bazy Web of Science (WoS) z dnia 30.09.2020
wynosi 507 przy catkowitej liczbie cytowari wynoszacej 545 a wedtug bazy Scopus: 573 (bez
autocytowan 490). Indeks Hirscha wedhig bazy Web of Science (WoS) z dnia 30.09.2020
wynosi 13 (14 wg. bazy Scopus).

-7 oihberet

Joce @52
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