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1. Dane osobowe
Imie i nazwisko: Agnieszka Smieszek

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

11.12.2012 - dyplom doktora nauk biologicznych; Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
Polska Akademia Nauk we Wroctawiu;

Promotor: prof. dr hab. Jan Kuryszko; Promotor pomocniczy: dr lwona Ewa Kochanowska

Tytut rozprawy: ,Biatka morfogenetyczne kosci jako czynniki stabilizujgce chondrocyty do
przeszczepow autologicznych poprzez mechanizm autokrynnej regulacji”.

17.06. 2005 — dyplom magistra biologii; specjalnos¢: Biologia stosowana; Akademia Rolnicza we
Wroctawiu (obecnie: Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu, UPWr), Wydziat Biologii i Hodowli
Zwierzat;

Promotor: dr lwona Ewa Kochanowska

Tytut pracy magisterskiej: "Badanie aktywnosci komdrek prekursorowych osteoklastow
pochodzqgcych z krwi obwodowej roznych gatunkow zwierzqt”.

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych

1.10.2006 - 30.09.2010; doktorant w Instytucie Immunologii i Terapii DoSwiadczalnej PAN
we Wroctawiu;

1.10.2010 — 22.01.2011; specjalista (biolog) w Instytucie Immunologii i Terapii Do$wiadczalnej
PAN we Wroctawiu;

01.08.2012 - 15.01. 2013; pracownik naukowy w projekcie BioMed, prace zlecone realizacja
zadania pt. ,Ocena mozliwosci regeneracji uszkodzer tkanki kostnej i nerwowej przy pomocy
autologicznych komdrek macierzystych izolowanych z tkanki ttuszczowej i szpiku kostnego
z zastosowaniem biomateriatow”;

1.10.2013 - 31.01.2017; asystent w Katedrze Higieny Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat
Uniwersytet Przyrodniczy we Wroctawiu;

16.10.2013 - 31.01.2017; specjalista w Pracowni Mikroskopii Elektronowej, Katedra Higieny
Srodowiska i Dobrostanu Zwierzat, UPWr;

16.01.2013 - 05.05.2013; specjalista ds. technicznych w zadaniu badawczym pt. ,Bardzo mate
komorki macierzyste przypominajace komarki embrionalne VSELs jako wskaznik potencjatu
regeneracyjnego organizmu”; Wroctawskie Centrum Badan EIT+ Sp. z.0.0,;

06.05.2013 - 24.01.2015; specjalista ds. naukowych we Wroctawskim Centrum Badan EIT+
Sp.2.0.0,;

26.04.2017 - 17.07.2018; inzynier badan we Wroctawskim Centrum Badan EIT+ Sp. z 0.0.;

01.02.2017 — obecnie; adiunkt badawczo-dydaktyczny w Katedrze Biologii Eksperymentalnej,
Wydziatu Biologii i Hodowli Zwierzat, UPWr.
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4. Omowienie osiggniec, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2. Ustawy
4.1. Tytut osiggniecia naukowego

Badania nad metforming jako czynnikiem modulujacym aktywnos¢ proliferacyjna, zywotnos¢ i
zdolnos¢ do réznicowania sie komérek progenitorowych.

4.2. Lista publikacji stanowigcych osiggniecie naukowe

W skfad osiggniecia naukowego wchodzi szes¢ oryginalnych publikacji naukowych (P1-P6) z listy
JCR. W przedstawionych pracach jestem pierwszym autorem, a w pieciu z nich réwniez autorem
korespondencyjnym. Sumaryczny Impact Factor (IF) prac uwzglednionych w cyklu wynosi 20,388
a suma punktow MNiSW (zgodnie z wykazem MNiSW w roku publikacji) wynosi 260.

(P1) Smieszek A*, Czyrek A, Basinska K, Trynda J, Skaradzinska A, Siudzinska A, Maredziak M,
Marycz K: Effect of Metformin on Viability, Morphology, and Ultrastructure of Mouse Bone
Marrow-Derived Multipotent Mesenchymal Stromal Cells and Balb/3T3 Embryonic
Fibroblast ~ Cell Line. BioMed  Research International  2015a  04/2015;
DOI:10.1155/2015/769402; (IFa015: 2,134; |Fsiae = 2,149; MNiSW2015=20; MNiSW,015=70).

(P2) Smieszek A, Basinska K, Chrzagstek K, Marycz K*: In Vitro and In Vivo Effects of Metformin
on Osteopontin Expression in Mice Adipose-Derived Multipotent Stromal Cells and Adipose
Tissue.” Journal of Diabetes Research 2015b 04/2015; DOI:10.1155/2015/814896;
(|F2015: 2,431; |Fsiae= 2,149; MNiSW,015=25; MNiSW2019:7O}.

(P3) Smieszek A*, Strek Z, Kornicka K, Grzesiak J, Weiss C, Marycz K: Antioxidant and Anti-
Senescence Effect of Metformin on Mouse Olfactory Ensheathing Cells (mOECs) May Be
Associated with Increased Brain-Derived Neurotrophic Factor Levels-An Ex Vivo Study.
International  Journal of Molecular  Sciences. 2017a; 18(4). pii: E872.
doi: 10.3390/ijms18040872;. (IF2017=3,687; |Fsia: =3,878; MNiSW3015 =30; MNiSW2015 =100).

(P4) Smieszek A*, Szydlarska J, Mucha A, Chrapiec M, Marycz K: Enhanced cytocompatibility and
osteoinductive properties of sol gel-derived silica/zirconium dioxide coatings by metformin
functionalization.  Journal of Biomaterials Applications 2017b; 32(5):570-586. doi:
10.1177/0885328217738006; (IF2017=2,082; IFsiat =2,154; MNiSW2017=30;
MN]SW2019= 70).

(P5) Smieszek A*, Tomaszewski KA, Kornicka K, Marycz K: Metformin Promotes Osteogenic
Differentiation of Adipose-Derived Stromal Cells and Exerts Pro-Osteogenic Effect
Stimulating Bone Regeneration. Journal of Clinical Medicine. 2018; 7(12). pii; E482.
doi: 10.3390/jcm7120482; (IF201s= 5,688; MNiSW:015=15; MNiSW,019=140).

(P6) Smieszek A*, Kornicka K, Sztapka-Kosarzewska J, Androvic P, Valihrach L,
Langerova L, Rohlova E, Kubista M, Marycz K: Metformin Increases Proliferative Activity
and Viability of Multipotent Stromal Stem Cells Isolated from Adipose Tissue Derived from
Horses with Equine Metabolic Syndrome Cells. 2019; 8(2). pii; E80.
doi:10.3390/cells8020080; (IF2019=4,366; MNiSW019= 140).

Oznaczenia:

* autor korespondencyjny
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4.3. Omowienie celu naukowego osiggniecia

Metformina (ang. metformin/MF) jest pochodng biguanidu, wobec ktdrej wykazano
wysokg skutecznosc i bezpieczenstwo w leczeniu cukrzycy typu II[1,2]. W ostatnich latach
metformina zyskata rowniez miano zwigzku o dziataniu plejotoropowym. Szerokie spektrum
dziatania metforminy zwigzane jest nie tylko z obnizaniem poziomu cukru we krwi, ale rowniez
z zapobieganiem insulinoopornosci. Podawanie metforminy na wczesnym etapie rozwoju
cukrzycy prowadzi do zmniejszenia ryzyka powiktan, ktore towarzyszg temu schorzeniu, m.in.
osteoporozy[3,4]. Plejotropowy charakter dziatania metforminy dotyczy rowniez obnizania
cisnienia tetniczego krwi oraz korzystnego wptywu na komaorki srodbtonka naczyn krwionosnych.
Ma to tez silny zwigzek z funkcja metforminy jako czynnika poprawiajacego profil lipidowy
pacjentow z cukrzycg typu Il. Wykazano, ze metformina obniza stezenie lipoproteiny bardzo matej
gestosci (ang. very low density lipoprotein/VLDL) we krwi, przy réwnoczesnym zwiekszeniu
stezenia frakcji lipoproteiny wysokiej gestosci (ang. high density lipoprotein/HDL) [5,6].
Dodatkowo wykazano, iz stosowanie metforminy u pacjentéw z cukrzyca zmniejsza ryzyko
wystapienia choréb nowotworowych, w tym nowotworu piersi[7], trzustki[8], prostaty[9], czy
kostniakomiesaka[10,11].

Metformina zostata po raz pierwszy zsyntezowana 100 lat temu, a jej znaczenie w terapii
przeciwcukrzycowe] potwierdzit w roku 1957 francuski lekarz Jean Stern[1]. Jednak pomimo tego,
ze metformina jest znana i wykorzystywana od dziesigtek lat jako lek referencyjny w leczeniu
cukrzycy, to jej wewnatrzkomorkowy mechanizm dziatania wcigz nie jest dokfadnie
scharakteryzowany. Wykazano, ze metformina reguluje aktywnos$¢ metaboliczng komdrek
watroby, tkanki ttuszczowej i migsni regulujac szlak AMPK, czyli kinazy biatkowej aktywowanej
przez monofosforan adenozyny (ang. adenosine monophosphate (AMP)-activated protein
kinase). Jest to podstawowy szlak zwigzany z przemianami metabolicznymi i procesami
energetycznymi organizmu(12,13]. Aktywacja tego szlaku sygnatowego, wyjasnia plejotropowe
dziatanie metforminy oraz jej role jako czynnika warunkujgcego proliferacje i wzrost komarek.

W ostatnich latach rosnie réwniez znaczenie metforminy w kontekscie medycyny
regeneracyjnej, szczegdlnie jako leku o dziataniu zapobiegajgcym procesom starzenia sie
organizmu. Senolityczne dziatanie tego leku zostato potwierdzone na wielu modelach
zwierzecych, w tym Caenorhabditis elegans[14,15], myszach[16] oraz szczurach[17]. Ponadto,
metformina zaliczana jest do grupy tzw. mimetykdw restrykcji kalorycznej, czyli substancji,
ktorych efekty przypominajg te obserwowane przy stosowaniu diety niskokalorycznej[18].
Z uwagi na to metformine zaczeto postrzegac jako lek zmniejszajgcy wystepowanie chordb
zwigzanych z podesztym wiekiem.

Z pojeciem medycyny regeneracyjnej, zwigzana jest rowniez biologia komdrek
macierzystych, ktore z definicji wyrdznia zdolnos¢ do samoodnawiania populacji i plastycznosé
fenotypowa, determinujgca ich hierarchie w kontekscie potencjatu do réznicowania sie [19].
Ostatnie dwudziestolecie przyniosto istotny rozwdj wiedzy na temat biologii tzw. dojrzatych
komorek macierzystych, czyli multipotentych komoérek stromalnych (ang. multipotent stromal
cells). Znaczenie terapeutyczne MSC ciagle rosnie, wykorzystywane s3 do leczenia przede
wszystkim schorzeri aparatu ruchu, ale tez w leczeniu choréb metabolicznych i kardiologicznych,
w tym choroby niedokrwiennej serca i kardiomiopatii[20]. Pofaczenie pro-regeneracyjnych
wiasciwosci metforminy z potencjatem regeneracyjnym MSC mogloby stanowic skuteczng
strategie terapeutyczng, w leczeniu wielu choréb cywilizacyjnych. Do roku 2014 wptyw
metforminy na potencjat regeneracyjny komdrek progenitorowych nie byt szczegdtowo
poddawany analizie, a publikowane dane czesto ujawniaty sprzeczne wyniki.
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Nadrzednym celem prac badawczych wchodzacych w sktad dorobku naukowego byita
ocena wptywu metforminy na parametry cytofizjologiczne komdrek progenitorowych, jak
rowniez badania jej pro-regeneracyjnych wtasciwosci i potencjalnego zastosowania jako czynnika
wspierajgcego prawidtowa przebudowe tkanek. W prowadzonych badaniach metformina zostata
scharakteryzowana jako: (i) czynnik regulujgcy aktywnosé wydzielniczg komorek progenitorowych
(badania in vitro) (ii) czynnik wspomagajacy procesy regeneracyjne organizmu (badania in vivo,
ex vivo) oraz (iii) czynnik o dziataniu pro-osteogennym, mogacy znaleié zastosowanie
w medycynie, do funkcjonalizacji biomateriatéw implantacyjnych.

W prowadzonych badaniach oceniono wptyw metforminy na zywotnosc, aktywnosc
proliferacyjng i metaboliczng komdrek progenitorowych, jak rowniez ich zdolnos¢ do
ukierunkowanego tkankowo roznicowania sie. Ponadto, badania uwzgledniaty ocene wptywu
metforminy na morfologie i ultrastrukture komérek progenitorowych — czyli parametry, ktore
w kontekscie badan zwigzanych z ocena potencjalnej bioaktywnosci i/lub cytotoksycznosci
zwigzkow, sg czesto pomijane. Modelem badawczym byty multipotentne komaérki stromalne
(MSC), jak rowniez komorki glejowe izolowane z opuszki wechowej (ang. olfactory ensheathing
cells/OECs).

Multipotentne komorki stromalne, sg okreslane potocznie dojrzatymi komodrkami
macierzystymi (ang. adult stem cells)[21]. Nomenklatura tych komodrek zmieniata sie wraz
z postepem prac badawczych i wiedzy na temat ich cytofizjologii. Komdrki te odkryte przez
Friedensteina opisywane byty jako jednostki formujgce kolonie fibroblastopodobne (ang. colony
forming unit fibroblast/CFU-F)[22]. Inne definicje tych komdrek podkreslaty ich pochodzenie, stad
okreslano je miedzy innymi mianem szpikowych komdrek stromalnych (ang. bone marrow
stromal cells/BMSC)[23], badZ mezenchymalnymi komdrkami macierzystymi (ang. mesenchymal
stem cells)[24]. Najdoktadniejsze definicja zaproponowana przez Miedzynarodowe Towarzystwo
Terapii Komdérkowych odnosi sie do plastycznosci fenotypowej tych komdrek — multipotencji[25].

Komorki te wywodzg sie z réznych niszy tkankowych, jednak najczesciej identyfikowane
sg w tkankach o pochodzeniu mezenchymalnym[26]. MSC cechujg sie wysokg aktywnoscia
proliferacyjng i zdolnoscig do réznicowania sie w komorki ukierunkowane tkankowo, takie jak
komorki tkanki kostnej, chrzestnej czy ttuszczowej[20,25-27]. W przedstawionych pracach
zbadano populacje MSC, ktére pochodzity z dwdch niszy tkankowych - szpiku kostnego (BMSC)
oraz tkanki ttuszczowej (ASC). Zrédtem MSC moga by¢ réwniez inne tkanki, takie jak tkanka taczna
galaretowata wystepujaca w miazdze zebow[28] i sznurze pepowinowym (galareta
Whartona)[29], czy btona maziowa[30]. Badane populacje MSC majg istotne znaczenie
terapeutyczne, co wigze sie z ich aktywnoscig wydzielniczg m.in. z produkcjg czynnikdw wzrostu
i cytokin, ktdre warunkujg réwniez ich wiasciwosci immunomodulujgce[31].

Zgodnie z rekomendacjami Towarzystwa Terapii Komdrkowych[25] wykorzystywane
w naszych badaniach MSC byty identyfikowane na podstawie ich specyficznego fenotypu.
Wyizolowane MSC pochodzity z tkanek mysich [P1-P3], szczurzych [P5], ludzkich [P4]
i konskich [P6]. W warunkach in vitro otrzymane MSC wykazywaty zdolnosé¢ adhezji do naczynia
hodowlanego, fibroblastopodobny morfotyp i potencjat proliferacyjny. Specyficzny fenotyp
komorek, zwigzany z ekspresja markerow potwierdzajgcych ich mezenchymalne pochodzenie
m.in. CD73, CD90, CD105, identyfikowano w oparciu o techniki immunocytochemiczne
i cytometryczne. Dodatkowo, badane populacje MSC nie wykazywaty ekspresji markeréw CD31,
CD34 oraz CD45. Plastycznosc fenotypowa MSC oceniana byfa na podstawie ich potencjatu do
roznicowania sie w komarki kosciotwoércze, ttuszczowe i chrzestne. Efektywnoéé réznicowania
MSC w hodowlach osteogennych, chondrogennych i adipogennych byfa analizowana na
podstawie specyficznego barwienia umozliwiajacego detekcje giownych skfadnikéw macierzy
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zewngtrzkomorkowej. Mineralizacje macierzy w hodowlach osteogennych identyfikowano na
podstawie wyniku barwienia Alizarin Red, obecnos¢ proteoglikandw oceniano na podstawie
barwienia macierzy z wykorzystaniem safraniny, natomiast wakuole lipidowe wykrywano
z wykorzystaniem barwnika Qil-Red-O lub LipidTox.

W eksperymentach, ktérych wyniki zaprezentowano w dwdch pierwszych publikacjach
[Smieszek i wsp., 2015a (P1); Smieszek i wsp., 2015b (P2)] cyklu habilitacyjnego, modelem
badawczym byty mysie komarki progenitorowe izolowane ze szpiku kostnego (mBMSC) i tkanki
ttuszczowej (mASC). Komarki te byty izolowane z tkanek 4-tygodniowych myszy szczepu C57BL/6.
W badaniach tych wykazano, ze metformina w stezeniach 1 mM, 5 mM i 10 mM obniza aktywnosc¢
proliferacyjng, metaboliczng i wydzielniczag zaréwno mBMSC jak i mASC. Cytotoksycznosc
metforminy przejawiata sie réwniez zmianami w morfologii komorek i nietypowym charakterem
wzrostu hodowli komorek progenitorowych. W hodowlach, w ktérych stezenie metforminy
wynosito 5 mM i 10 mM komorki nie tworzyty charakterystycznych rozbudowanych kolonii.
Efektem toksycznego dziatania metforminy byto rdéwniez ograniczenie pofaczen
miedzykomorkowych i zmiany apoptotyczne, zwigzane z fragmentacjg jadra komadrkowego
i formowaniem sie ciatek apoptotycznych, jak réwniez zaburzeniami w morfologii mitochondridow
(pecznienie, obrzek).

Badania in vivo z wykorzystaniem modelu myszy C57BL/6 wykazaty, ze metformina, moze
wptywac na budowe histologiczng podskornej tkanki ttuszczowej, zwiekszajac jej heterogennosc
wyrazong rozmiarem adipocytow. Zwierzeta w grupie eksperymentalnej (n=9) otrzymywaty
metformine w dawce dziennej réwniej 2,8 mg, przez osiem tygodni. W obrazach histologicznych
tkanek zwierzat skarmianych metforming zaobserwowalismy istotne zmniejszenie sie srednicy
adpiocytow, jak rowniez istotny spadek masy ciata. Analizy immunohistochemiczne wykazaty,
ze metformina wptywa na obnizenie ekspresji markerow zwigzanych z aktywnoscia proliferacyjna
komorek. Adipocyty w tkance zwierzat przyjmujacych metformine, wykazywaty obnizona
ekspresje markera Ki-67 oraz czasteczki CD105. Metformina, nie tylko miata wptyw na
ograniczong zdolnos¢ komorek do podziatu, ale réwniez obnizata ich zywotnos¢, co zwigzane byto
ze wzrostem ekspresji kaspazy 3 w tkance ttuszczowej zwierzat eksperymentalnych. Badania
prowadzone w modelu in vivo potwierdzity anty-proliferacyjne i pro-apoptotyczne dziatanie
metforminy wzgledem mBMSC i mASC.

Dodatkowym celem badan opisanych w publikacji P2[32], byto okreélenie wptywu
metforminy na poziom ekspresji osteopontyny (ang. osteopontin/OPN). Jest to biatko, ktérego
aktywnosc wigzana jest gtéwnie z metabolizmem i przebudowa tkanki kostnej. Jednak rola
osteopontyny nie ogranicza sie tylko do regulacji aktywnosci komorek kosciotwarczych. Wzrost
ekspresji osteopontyny zwigzany jest rowniez ze zmianami metabolicznymi tkanki ttuszczowej,
wynikajgcymi z nasilonych proceséw zapalnych towarzyszgcych otytosci[33,34]. Nasze badania
wykazaty, ze metformina reguluje ekspresje osteopontyny na poziomie lokalnym (w tkance
ttuszczowej), jak réwniez ogolnoustrojowym, obnizajac jej stezenie we krwi.

Prowadzone badania [Smieszek i wsp., 2015a (P1); Smieszek i wsp., 2015b (P2)]
potwierdzity doniesienia innych grup badawczych, wskazujgce na to, ze metformina dziata na
komorki progenitorowe w sposob zalezny od dawki, a efekt ten moze by¢ dodatkowo
modulowany czasem ekspozycji komorek na lek. Analiza ultrastruktury komdrek przeprowadzona
z wykorzystaniem mikroskopii skaningowej oraz transmisyjnej wykazata, ze aktywno$¢
wydzielnicza mysich BMSC i ASC, wzrasta w hodowlach z metforming w stezeniu 1 mM przez 24
godziny. W hodowlach tych komdrki progenitorowe charakteryzowaly sie zwiekszong produkcja
mikropgcherzykoéw btonowych. Otrzymany wynik, byt przestankg do dalszych badan, w ktérych
testowatam metformine w stezeniach nieprzekraczajacych 1 mM.
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Pierwszymi opisanymi komorkami o cechach multipotentych komérek stromalnych byty
komorki wywodzace sie ze szpiku kostnego. Weczesne odkrycie wyjgtkowych wiasciwosci BMSC,
spowodowato, ze badania zwigzane z biologig tych komarek, jak rowniez ich potencjatem
regeneracyjnym staty sie wiodgcym tematem nad ich wykorzystaniem w medycynie
regeneracyjnej i inzynierii tkankowej[23,35]. Inwazyjna metoda pobierania szpiku kostnego, jak
réwniez stosunkowo niska efektywnos¢ izolacji komarek (BMSC stanowig 0,001-0,01% komorek
jadrzastych szpiku kostnego), spowodowata, ze zaczeto poszukiwaé innych niszy tkankowych
MSC[36].

Z kolei multipotentne komdrki stromalne izolowane z tkanki ttuszczowej, fenotypowo
zblizone do BMSC wykazujg wysoka aktywnosc proliferacyjng w warunkach in vitro[37]. Potencjat
regeneracyjny przeszczepow opartych o wykorzystanie MSC, w duzej mierze zalezy od potencjatu
proliferacyjnego komadrek i ich aktywnosci wydzielniczej, zwiazanej z produkcjg czynnikdw
o dziataniu pro-regeneracyjnym i immunomodulujgcym[20,26]. Ponadto, wysoka dostepnosc
tkanki ttuszczowej, bedacej zrodtem ASC, wptywa na to, iz obecnie komarki te postrzegane sg jako
doskonate narzedzie terapeutyczne. Z zastosowaniem przeszczepow przygotowanych na bazie
ASC leczonych jest wiele schorzen, jak chociazby osteoartroza[38], czy retinopatia
cukrzycowa[39]. Przeszczepy ASC podawane sg pacjentom zardwno w formie przeszczepdw
autologicznych, jak réwniez allogenicznych, czemu sprzyja wtasnie ich immunomodulujacy
charakter. Jak wykazaty badania naszego zespotu plastycznosc fenotypowa ASC odzwierciedlona
ich roznicowaniem sie w komarki kosciotwarcze, obniza sie wraz z wiekiem dawcy. Co wiecej,
proces komdrkowego starzenia sie ASC zwigzany jest ze wzrostem ekspresji b-gakaktozydazy
(ang. senescence associated 8-galactosidase/SA-B-Gal), akumulacja reaktywnych form tlenu (ang.
reactive oxygen species/ROS) i zwiekszonym potencjatem adipogennym[27].

Dlatego, tez kolejnym problemem badawczym, ktérego rozwigzania sie podjeto, byta
ocena wptywu metforminy na metabolizm ASC i ich zdolnos¢ do rdéznicowania sie w komarki
kosciotwércze. Celem badar [Smieszek i wsp., 2018; (P5)] byto okreélenie, czy metformina moze
regulowac plastycznos¢ fenotypowg ASC w hodowlach przygotowawczych, co mogtoby miec
znaczenie dla zwiekszenia powodzenia terapii komdrkowych z wykorzystaniem tej populacji
komoérek. Osteogenny potencjat metforminy oceniany byt z wykorzystaniem szczurzych komarek
ASC (rASC), jak rowniez modelu krytycznego ubytku kosci czaszki przeprowadzonym na szczurach
Wistar.

Istotnym aspektem badan prowadzonych w modelu in vitro byto okreslenie stezenia
metforminy promujgcego réznicowanie sie hodowli rASC i formowanie funkcjonalnej macierzy
kostnej. Metformina testowana byta w stezeniach 10 uM, 50 uM, 100 uM, 500 uM oraz 1000 uM,
a jej wptyw oceniany byt we wczesnej i pdinej fazie osteogenezy. Najkorzystniejszy wptyw
metforminy na metabolizm rASC wykazatam w hodowlach ASC poddawanych dziataniu leku
w stezeniu réwnym 500 uM. Osteogenne dziatanie metforminy, zwigzane byto z istotnym
zwiekszeniem aktywnosci alkalicznej fosfatazy (ang. alkaline phosphatase/ALP) we wczesnej fazie
osteogenezy, jak réwniez produkcjg biatek péznej osteogenezy, w tym biatka morfogenetycznego
izoformy 2 (ang. bone morphogenetic protein isoform 2/BMP-2) i osteokalcyny
(ang. osteocalcin/OCL). Ponadto, analiza sktadu macierzy zewnatrzkomdrkowej w hodowli
prowadzonej z 500 uM dodatkiem metforminy wykazata jej istotng mineralizacje, obecnosé
ztogéw wapnia i fosforu typowych dla tkanki kostnej (Alizarin Red oraz SEM-EDX). Analizy
morfometryczne wykazaty, ze obszary mineralizacji macierzy (nodule kostne) sg bardziej
rozbudowane, jak rowniez liczniejsze w hodowlach ASC z 500 uM dodatkiem metforminy, niz
w pozostatych analizowanych warunkach hodowlanych. Wyniki badari prowadzonych w modelu
in vitro umozliwity wybranie dawki leku do dalszych badan z zastosowaniem modelu in vivo.
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Dodatkowo potwierdzilismy, ze metformina moze regulowa¢ metabolizm komodrek
progenitorowych - rASC powodujac fosforylacje AMPK.

Przygotowujgc sie do badan z zastosowaniem modelu in vivo, na podstawie danych
literaturowych obliczono, iz aby uzyskac 500 uM stezenie metforminy w surowicy krwi zwierzat,
powinny one przyjmowac lek w dawce dziennej réwnej 250 mg/kg masy. Ponadto, do badan
wytypowano grupe zwierzat przyjmujaca metformine w dawce dziennej rownej 100 mg/kg masy
ciata — wybdr tego modelu badawczego, zostat podyktowany koniecznoscig weryfikacji
wczesniejszych  danych literaturowych. Otrzymane przeze mnie wyniki  wykazaly, ze
suplementacja szczurow metforming w dawce 250 mg/kg masy ciata na dzien wptywa pozytywnie
na potencjat regeneracyjny uszkodzonej tkanki kostnej. Badania histochemiczne wykazaty, ze
w miejscach ubytkow kosci odnotowano formowanie sie tkanki o charakterze kosci ggbczaste;.
Dodatkowo wyniki mikrotomografii komputerowej uwidocznity wzrost gestosci nowopowstatej
kosci w ubytkach szczuréw przyjmujacych metformine. Qdnotowano réwniez osteoprotekcyjne
dziatanie metforminy, ktére moze by¢ zwigzane z zahamowaniem aktywnosci resorpcyjnej
komorek kosciogubnych - osteoklastow. Dowodem na to sg wyniki specyficznego barwienia
wykrywajacego marker aktywnych osteoklastow, tj. winianooporna kwasna fosfataza
(ang. tartrate-resistant acid phosphatase/TRAP). W miejscu ubytku kostnego, w grupie szczurow
przyjmujgcych metformine w dawce 250 mg/kg masy ciata, liczba komdrek TRAP-dodatnich,
ulegta istotnemu obnizeniu. Wyniki badan in vivo wskazujg, iz zastosowanie terapii
farmakologicznej metforming moze wzmagac osteogenng aktywnos$¢ endogennych komdrek
progenitorowych, warunkowa¢ wiasciwg przebudowe tkanki kostnej, tym samym moze stac sie
wartosciowym uzupetnieniem (leczenie pomocnicze) w terapiach komorkowych opartych
o transplantacje MSC.

Z uwagi na potencjalne osteogenne wiasciwosci metforminy, lek ten wykorzystatam
rowniez jako czynnik umozliwiajacy funkcjonalizacje zol-zelowych powtok tlenkowych
(cyrkoniowo-krzemionkowych), ktorymi pokryto biomateriaty wykonane ze stali austenitycznej
(SS316L). Bioaktywnos¢ powtok zol-zelowych zostaty zbadane przez naszg grupe wczesniej,
wskazujgc na ich potencjalne zastosowanie jako matryc promujacych wzrost komodrek
progenitorowych na podfozach metalicznych czy petnigcych funkcje nosnikéw lekéw i/lub
czynnikdw chemotaktycznych[40-42]. W pracy opublikowanej w Journal of Biomaterials
Applications [Smieszek i wsp., 2017b (P4)] przeprowadzono szczegétowa analize wtasciwosci
fizykochemicznych biomateriatéw funkcjonalizowanych metforming. Badania te uwzgledniaty
oceng morfologii, topografii, zwilzalnosci oraz sktadu chemicznego powtok, jak réwniez
uwalniania sie metforminy. Cytokompatybilno$¢ otrzymanych powtok badatam z wykorzystaniem
ludzkich multipotentych komdrek stromalnych izolowanych z tkanki ttuszczowej (hASC).
Przeprowadzone analizy wykazaty, ze obecnos¢ metforminy w powtokach biomateriatu sprzyjata
adhezji, proliferacji komdrek, warunkujac ich prawidtowy wzrost i morfologie. W warunkach
osteogennych komorki hodowane na powierzchni sfunkcjonalizowanego biomateriatu ulegaty
zréznicowaniu tworzac zmineralizowang macierz bogaty w hydroksyapatyt. Osteogenny
potencjat hASC modulowany obecnoscig metforminy uwolnionej z powtok zol-zelowych, wyrazat
sie rowniez wzrostem aktywnosci transkrypcyjnej i wydzielniczej. Wzrost ekspresji markerdw
osteogenezy tj. ALP, BMP-2 i OPN odnotowano zaréwno na poziome mRNA jak i biatka
wydzielonego przez komarki do pozywki hodowlane;.

Role metforminy jako czynnika warunkujacego proliferacje i zywotnoé¢ komorek
oceniono rowniez z wykorzystaniem modelu multipotentych komérek stromalnych izolowanych
z tkanki ttuszczowej koni z syndromem metabolicznym (EqASCews) (Smieszek i wsp., 2019 (P6)].
Komorki te charakteryzujg sie obnizonym potencjatem regeneracyjnym, co wynika z zaburzen
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metabolizmu mitochondrialnego, powiazanego ze stresem siateczki srodplazmatycznej
i akumulacjg reaktywnych form tlenu (ROS)[43]). Zaburzenia metabolizmu komdrek
progenitorowych, analiza mechanizmow regulacji podstawowych szlakéw zaangazowanych
w utrzymanie prawidtowe] aktywnosci komaorek, jak rowniez homeostazy ich niszy tkankowej, to
tematy, ktére szczegdlnie mnie interesujg, gdyz dostarczajg kluczowej wiedzy o znaczeniu
podstawowym oraz klinicznym.

Ocena wptywu metforminy na aktywnosc cytofizjologiczng EqASCems uwzgledniata analize
ich statusu proliferacyjnego wyrazonego czasem podwojenia populacji (ang. population doubling
time/PDT), jak rowniez rozktadem komodrek w poszczegdlnych fazach cyklu komdrkowego.
Oceniono rowniez wptyw metforminy na 2Zywotno$¢ EgASCevs, potencjat ich btony
mitochondrialnej, akumulacje markerow stresu oksydacyjnego i aktywnos$¢ dysmutazy
ponadtlenkowej (ang. superoxide dismutase/SOD). Badania te miaty réwniez na celu identyfikacje
potencjalnego mechanizmu dziatania metforminy wzgledem EgASCews, dlatego analizie poddano
profil ekspresji wybranych komponentow szlaku sygnatowego Wnt-3a. Uzupetnieniem analiz byta
ocena ekspresji markeréow zwiazanych z programowang smiercig komorki, co analizowano
zarowno na poziomie mRNA, jak i matych, niekodujacych RNA (mikroRNA/miRNA). Badania
ekspresji mMiRNA przeprowadzono technika Two-tailed RT-gPCR w Laboratorium Ekspresji Gendw,
znajdujacym sie w Centrum Biotechnologii i Biomedycyny Akademii Nauk Uniwersytetu Karola
w Vestec (BIOCEV) w Czechach we wspotpracy z Zespotem Profesora Kubisty:.

Wyniki eksperymentow, dowiodty, ze metformina w stezeniu réwnym 500 LM istotnie
podwyzsza aktywnosc proliferacyjng koriskich komorek progenitorowych, skracajgc czas hodowli
potrzebny do podwojenia populacji komarek, jak réwniez promujgc przejscie komarek z fazy
G0/G1 cyklu kamdrkowego do fazy S. Dodatkowo w hodowlach EqASCews poddawanych dziataniu
metforminy odnotowano wzrost metabolizmu mitochondrialnego i ilosci mitochondridow, jak
réwniez istotny spadek markerdw stresu oksydacyjnego tj. ROS i tlenku azotu (NQ), co korelowato
ze wzrostem aktywnosci SOD.

Analiza profilu apoptozy wykazata, ze metformina w hodowlach EqASCews przyczynia sie
do wzrostu zywotnosci komarek, obnizajgc odsetek komorek wczesno- i pézno-apototycznych.
Anty-apoptotyczne dziatanie metforminy wzgledem EqASCems korespondowato z obnizonym
wspotczynnikiem BAX/BCL-2 i spadkiem poziomow pro-apoptotycznych miRNA tj. miR-16-5p,
miR-21-5p, miR-29a-3p, miR-140-3p oraz miR-145-5p. Dodatkowo wykazatam, ze metformina
w komodrkach EQASC reguluje aktywnos¢ szlaku Wnt/B-katenina, istotnego w kontekscie
aktywnosci proliferacyjnej, regulacji cyklu komdrkowego i zdolnosci réznicowania sie komdrek
progenitorowych, m.in. w komarki kosciotworcze.

Kolejnym aspektem znaczenia metforminy jako czynnika warunkujgcego aktywnosé
komérek progenitorowych, byty badania przeprowadzone z wykorzystaniem modelu ex vivo,
ktorych celem byto okreslenie przeciwutleniajgcych i przeciwstarzeniowych wiasciwosci
metforminy wzgledem mysich glejowych komdrek progenitorowych izolowanych z opuszki
wechowej (ang. mice olfactory ensheathing cells/mOECs) [Smieszek i wsp., 2017a (P3)]. Komdrki
te izolowane byty z tkanek myszy skarmianych metforming wg. wczesniej ustalonego protokotu
tj. w dawce 2,8 mg /dzien.

Komorki mOECs izolowane od zwierzat skarmianych metformina w hodowlach in vitro
wyrozniaty sie obnizong aktywnoscig proliferacyjng, wyrazong dtuzszym czasem potrzebnym do
podwaojenia populacji (wspotczynnik PDT), spadkiem ilosci komorek aktywnie syntezujgcych DNA,
jak rowniez obnizonym potencjatem klonogennym. Jednoczeénie komérki te charakteryzowat
pozadany fenotyp komdrkowy, tj. wzrost ekspresji receptora neurotrofin  p75
(ang. p75 neurotrophin receptor/ p75"™), spadek odsetka komdrek wykazujacych aktywnosé
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kaspazy 3 i obnizona aktywnos¢ SA-B-Gal. Ponadto profil ekspresji gendw pro-apoptotycznych
BAX i BAD oraz anty-apoptotycznego BCL-2, jak rowniei charakter wzrostu hodowli mOECs
promujacy oddziatywania miedzykomadrkowe wskazuje, ze metformina poprawita zywotnosc
komorek. Ocena sieci mitochondrialne] potgczona z analiza akumulacji markeréw stresu
oksydacyjnego wykazata, ze metformina usprawnia metabolizm mOECs. co zwigzane byto ze
wzrostem potencjatu btony mitochondrialnej, poprawa statusu antyoksydacyjnego komorek
i aktywnosci wydzielniczej, przejawiajacej sie zwiekszong produkcjg neurotroficznego czynnika
pochodzenia modzgowego (ang. brain-derived neurotrophic factor/BDNF). Wzrost BDNF
odnotowatam réwniez w surowicy krwi zwierzat.

Podsumowujgc rezultaty badan przedstawionych w ramach cyklu habilitacyjnego
stanowig znaczacy wkiad do aktualnych zagadnien zwigzanych z rolg metforminy jako czynnika
0 potencjalnym znaczeniu w medycynie regeneracyjnej. W przedstawionym cyklu pracach
habilitacyjnych, wykazano, ze dziatanie metforminy jest ukierunkowane na wiele szlakow
komadrkowych, scisle zwigzanych z procesami regeneracyjnymi - warunkujgcymi przezycie
komdrek progenitorowych, proliferacje, obrone przed stresem oksydacyjnym i réznicowanie sie.

Szczegolnie interesujacy i nowatorski charakter badan odnosi sie do funkcji metforminy
jako czynnika:

» regulujacego potencjat proliferacyjny i aktywnos¢ metaboliczng multipotentych
komdarek stromalnych;

» promujgcego proces kosciotworzenia komarek progenitorowych - in vitro oraz
in vivo;

» wptywajacego na przebudowe tkanki ttuszczowej i tkanki kostnej;

» odwracajacego efekty stresu oksydacyjnego komdrek progenitorowych;

» o dziataniu senolitycznym wzgledem komdrek progenitorowych;

» mogacego znalez¢ zastosowanie jako element triady inzynierii tkankowej,

zarowno pod postacig leku sprzyjajacego mobilizacji i ukierunkowanemu
roznicowaniu sie komaorek progenitorowych, jak réwniez funkcjonalnego
skfadnika biomateriatéw implantacyjnych.

Czesc badan przedstawionych w cyklu habilitacyjnym (P4 oraz PS) byta realizowana
w ramach projektu pt. ,Wptyw metforminy na odbudowe tkanki kostnej — implikacje dla
medycyny regeneracyjnej”’, finansowanego ze srodkéw Krajowego Naukowego Osrodka
Wiodgcego (KNOW) na lata 2014-2018 dla Wroctawskiego Centrum Biotechnologii (Zatgcznik 4;
1.7.2.1).

Dodatkowo, potencjat senolityczny metforminy byt tez tematem badan prowadzonych
we Wroctawskim Centrum Badan EIT+. Wyniki tych prac zostaty przedstawione w formie
zgtoszenia patentowego pt. ,Preparat do mobilizacji matych komdrek pluripotentnych (VSEL) oraz
komdrek macierzystych progenitorowych (HSPC) CD34+ ze szpiku kostnego do krwi obwodowe;j
i zastosowanie metforminy (N, N-dimetylobiguanidu)” - PCT/IB2015/057834 (Zatacznik 4;
111.3.2.2).

Ponadto, bioaktywnos¢ metforminy w kompleksie z metyl-B- cyklodekstryna byta badana
przeze mnie z wykorzystaniem modelu komdrek progenitorowych izolowanych z jaj pszczelich,
w ramach wspotpracy z firmg Bioscientia. Projekt finansowany byt przez Polska Agencje Rozwoju
Przedsiebiorczosci (PARP), a jego wynikiem jest zgtoszenie patentowe przygotowywane przez
firme Bioscentia (Zatacznik 4; 11.7.2.2).
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5. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscia naukowa albo artystyczna
realizowana w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej

5.1. Praca we Wroctawskim Centrum Badan EIT+

W latach 2012-2015 oraz 2017-2018 bytam zatrudniona we Wroctawskim Centrum Badan
EIT+ (szczegotowy wykaz zatrudnienia zostat wskazany w punkcie nr 3 tego zafgcznika). W
pierwszym okresie zatrudnienia realizowatam badania prowadzone w ramach dwdch zadan
projektu BioMed, ktorych kierownikiem byt Profesor Krzysztof Marycz.

Badania prowadzone we Wroctawskim Centrum Badan EIT+ byty scisle zwigzane z
poszukiwaniem nowych rozwigzan terapeutycznych dla medycyny regeneracyjnej, szczegolnie w
zakresie wspomagania procesow naprawy i gojenia sie uszkodzen tkanki kostnej. Gtéwnym celem
prowadzonych badan byto opracowanie biomateriatéow metalicznych, funkcjonalizowanych
tlenkowymi powtokami zol-zelowymi, usprawniajacych proces regeneracji trudno gojacych sie
ubytkow tkanki kostnej i nerwowej poprzez promowanie wzrostu, jak rowniez ukierunkowanego
tkankowo roznicowania sie komaérek progenitorowych. W projekcie bytam odpowiedzialna za
projektowanie i wykonanie eksperymentow, majacych na celu ocene cytokompatybilnosci
otrzymanych biomateriatow i charakterystyke ich wtasciwosci biclogicznych. Badania
prowadzone byty z wykorzystaniem dwdch populacji komérek progenitorowych, zaréwno ASC jak
i BMSC, co pozwolito okreslic potencjalne roznice w odpowiedzi komorkowej na testowane
powtoki, tym samym lepiej scharakteryzowac ich wtasciwosci biologiczne. Dodatkowo do moich
zadann w projekcie nalezata realizacja zamowien odczynnikéw i materiatéw niezbednych do
przeprowadzania badan, raportowanie, pisanie publikacji i rozliczanie projektu.

Wynikiem badan byto stworzenie bazy danych zawierajgcej szczegdtowg charakterystyke
wtasciwosci fizykochemicznych i biclogicznych otrzymanych biomateriatéw i bioaktywnych
powtok. Baza ta pozwolita wyrdzni¢ grupy materiatow do zastosowania w roznych gateziach
medycyny regeneracyjnej, szczegdlnie w ortopedii i stomatologii. Rezultatem projektu byto
rowniez przedstawienie wynikéw w formie publikacji i prezentacji na konferencjach[40,41,44—
48]. Uczestniczytam roéwniez w badaniach okotokomercyjnych dot. ,Wytworzenia
biodegradowalnego, bioaktywnego, dwufazowego rusztowania o funkcji chemotaktycznej do
regeneracji chrzgstno-kostnej” (wyniki przedstawione w punkcie 7.2). W ramach drugiego
zadania projektu BioMed, badano wykorzystanie matych embrionalnopodobnych komérek
macierzystych (ang. very small embryonic-like stem cells/VSEL) jako wskaZnika potencjatu
regeneracyjnego organizmu. Komorki VSEL wyrdznia wysoka plastycznosé fenotypowa,
warunkowana ekspresjg markeréw pluripotencji w tym OCT-4 (ang. octamer-binding
transcription factor 4), SOX-2 (ang. sex determining region Y-box 2), NANOG. Badania prowadzone
w ramach tego zadania pozwolity zidentyfikowac czynniki wptywajgce na mobilizacje komaorek
VSEL do krwioobiegu. Wykazalismy miedzy innymi, ze dtugotrwaty wysitek fizyczny skutkuje
zwiekszonym krazeniem komorek VSEL we krwi obwodowej, jak rowniez promuje réznicowanie
sig komorek progenitorowych szpiku w komorki kosciotworcze[49,50]. Potencjat osteogenny
komorek macierzystych mobilizowanych wysitkiem zwigzany byt ze wzrostem ekspresji i produkcji
alkalicznej fosfatazy, osteokalcyny (OCL), jak réwniez osteopontyny (OPN). Co wiecej,
zaobserwowalismy réwniez zmiany w obrebie komorek szpiku kostnego, dotyczace
zmniejszonego udziatu komorek ttuszczowych (adipocyty).

Wynikiem projektu byto réwniez przygotowanie zgfoszenia patentowego, w ktérym
udokumentowaliémy znaczenie metforminy jako czynnika wptywajgcego na mobilizacje komdrek
VSEL oraz hematopoetycznych komadrek macierzystych. Wykazaliémy, ze senolityczny mechanizm
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dziatania metforminy moze byc zwigzany ze stabilizacjg pluripotentego fenotypu komaorek VSEL,
przejawiajgcego sie wzrostem ekspresji markeréow OCT-4, SOX-2 ORAZ NANOG. Dodatkowo
zaobserwowalismy, ze zwierzeta skarmiane metforming wykazujga obnizone steienie
insulinopodobnego czynnika wzrostu typu | (IGF-1) w surowicy[51] (Zatacznik 4, 111, 3.2.2).

W latach 2017-2018 zostatam zatrudniona we Wroctawskim Centrum Badan EIT+ na
stanowisku Inzyniera badan. Do moich ohowigzkéw nalezata obstuga biezgcych zlecen, dbanie o
terminowosc ich realizacji i zachowanie ciggtosci prac badawczych prowadzanych w laboratorium
hodowli komorkowych, ktére dziatato w ramach Laboratorium Mikroskopii Elektronowej BIO.
Realizowane zadania badawcze dotyczyty przede wszystkim badan, ktérych celem byta analiza
cytotoksycznosci  substancji  biologicznych/chemicznych oraz biomateriatdow, w oparciu
o wykorzystanie technik hodowli komarkowej, mikroskopii Swietlnej i skaningowej, jak rowniez
biologii molekularnej.

5.2. Staz badawczy

W roku 2017 zainicjowatam wspodtprace z grupg kierowang przez Profesora Mikaela
Kubiste. Umozliwito mi to realizacje pietnastotygodniowego stazu badawczego w Laboratorium
Ekspresji Genow znajdujacym sie w Centrum Biotechnologii i Biomedycyny Akademii Nauk
Uniwersytetu Karola w Vestec (BIOCEV) w Czechach. Kierownikiem tego Laboratorium jest
wiasnie Profesor Mikael Kubista, a opiekunem mojego stazu byt dr Lukas Valihrach.

Profesor Mikael Kubista (h-index=50) jest cenionym naukowcem, uwazanym za pioniera
w zakresie analizy ekspresji mRNA i miRNA z wykorzystaniem PCR w czasie rzeczywistym (inaczej
ilosciowego PCR/QPCR). Jest wspotautorem tzw. MIQE, czyli miedzynarodowych
standardéw/wytycznych dotyczacych publikowania danych uzyskanych metoda qPCR (publikacja
cytowana min. 25 razy w tygodniu)[52]. Profesor Kubista jest naukowcem, ktory jest szczegdlnie
zaangazowany w rozwoj technologii gPCR. Jest odpowiedzialny za opracowywanie i kreowanie
innowacyjnych aplikacji gPCR, w tym stuzacych ocenie ekspresji miRNA. Zespét kierowany przez
Profesora Kubiste zajmuje sie analizg transkryptomu, w tym rzadkich transkryptow i oceny
ekspresji genow na poziomie pojedynczej komérki. Z uwagi na charakter prac badawczych
realizowanych przeze mnie w ramach grantéw i grupy Reg-Med-Lab, moim zadaniem podczas
stazu byfo opanowanie metod i protokotdw umozliwiajacych specyficzng detekcje miRNA.
Ponadto, Zespoét Profesora Kubisty specjalizuje sie w analizie transkryptomu technologia RNA-Seq
(sekwencjonowania nowej generacji/NGS). Jest to technika, ktérg planujemy w najblizszym czasie
wykorzystywac w naszych badaniach. Staz ten byt dla mnie cennym do$wiadczeniem zwigzanym
rowniez z mozliwoscig zapoznania sig z podstawami metod opartych o sekwencjonowanie nowej
generacji, praktycznymi aspektami przygotowywania bibliotek do analiz NGS. Z uwagi na ogromne
doswiadczenie zespotu Profesora Kubisty w optymalizacji protokotéw stosowanych do oceny
transkryptomu (RT-gPCR i NGS), wsparcie tego zespotu ma dla mnie duze znaczenie, szczegdlnie
w kontekscie umiejetnej analizy danych i wiarygodnosci otrzymywanych wynikow.

W zwigzku z kierowaniem projektem PARP nr POIR.02.03.02-30-0050/17 oraz petnieniem
funkcji gtownego wykonawcy w projektach NCN OPUS 10 oraz Harmonia 9 (Projekty wykazane
w Zataczniku 4; 11.7.2) staz byt realizowany w etapach.

Najwazniejszym celem stazu byfo opanowanie metody Two-tailed RT-qPCR opracowanej
przez zespot Profesora Kubisty do ilosciowej oceny ekspresji miRNA[53,54]. Pracujac w ramach
stazu, otrzymatam wsparcie techniczne i merytoryczne, ktére umozliwito opracowanie testow
pozwalajacych na specyficzng detekcje miRNA w konskich komérkach progenitorowych. W
trakcie stazu zrealizowatam trzy tematy projektowe. Pierwszy projekt polegat na okredleniu
profilu ekspresji czasteczek miRNA-16-5p, miR-21-5p; mir-29a-3p; mir-140-3p oraz 145-5p w
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komorkach progenitorowych izolowanych z tkanki ttuszczowej koni zdrowych oraz koni
z syndromem metabolicznym. Opracowany protokdt to wysoce czuty test pozwalajacy okreslic
minimalne réznice w profilu wybranych czasteczek miRNA. Optymalizacja protokotu polegata na
przeprowadzeniu licznych eksperymentéw z zastosowaniem techniki RT-qPCR, w tym reakgcji z
sondami kontrolnymi (ang. spikes), co pozwolito okresli¢ specyficznos¢ i wydajnosc analizy, tym
samym rzetelnie okresli¢ poziom badanych czasteczek.

Kolejny temat badawczy realizowany w ramach stazu dotyczyt oceny efektywnosci
zahamowania ekspresji czgsteczki miR-21-5p (miR-21) w komdrkach progenitorowych
osteoblastow tj. linii MC3T3-E1. Byt to kluczowy etap badan realizowanych w ramach projektu
Harmonia 9, kierowanego przez Profesora Marycza (Zatgcznik 4, 1. 7.2.10). Badania te pozwolity
scharakteryzowac poziomy miRNA w komdrkach MC3T3-E1, tym samym uzyskac¢ wiarygodny
model badawczy do testowania biomateriatéw opracowywanych w ramach projektu Harmonia 9.
Badania prowadzone w ramach stazu badawczego przyczynity sie do opracowania metody
efektywnego wyciszania ekspresji miR-21 w komarkach linii MC3T3-E1, co pozwolito otrzymac
model charakteryzujacy sie obnizonym potencjatem osteogennym, koniecznym w aspekcie
testowania biomateriatéw do regeneracji kosci osteoporotycznej. Wyniki tych badan zostaty
uwzglednione w publikacji pt. ,,The role of miR-21 in osteoblasts—osteoclasts coupling in
vitro”[55], a model badawczy wykorzystalismy rowniez do testowania nanometrycznych powtok
tlenkowych uzyskanych technika osadzania warstw atomowych ALD (ang. atomic layer
deposition)[56].

Kolejnym projektem, ktory zrealizowatam we wspotpracy z Laboratorium Ekspresji
Genow byta analiza czasteczek miRNA zawartych w zewnatrzkomarkowych mikropecherzykach
btonowych pozyskanych z nasienia ogieréw. Do oceny poziomu ekspresji miRNA wykorzystano
rowniez technologie Two-tailed RT-gPCR. Badania miaty charakter analizy wysokoprzepustowej.
Okreslitam poziom ekspresji dwudziestu czgsteczek miRNA, w tym molekut z rodziny let-7 (let-7a,
-7b, -7¢), miR-16-5p, miR-20a-5p, miR-21a-5p, miR-23a-3p, miR-29a-3p, MiR-29b-3p, miR-122,
miR-124-3p, miR-125b-5p, miR-133b, miR-140-3p, miR-145, miR-155, miR-181a-5p, miR-320-3p,
miR-486-5miR-497a-5p. Dodatkowo analiza uwzgledniata ocene wptywu transferu
mikropecherzykéw btonowych na poziom ekspresji wybranych miRNA w multipotentych
komorkach stromalnych izolowanych z endometrium klaczy. Wyniki analiz zostaty przygotowane
do zaprezentowania w formie wyktadu pt. ,Obesity-induced changes in metabolism of equine
endometrial multipotent stromal cells are ameliorated by seminal extracellular vesicles” podczas
konferencji ,Precision Diagnostics Europe”, ktéra miata sie odby¢ w Pradze w maju 2020 roku.
Jednak z uwagi na sytuacje epidemiczng konferencja zostata przetozona na rok 2021. Wyniki
dotyczace profilu ekspresji miRNA w mikrofragmentach btonowych izolowanych z nasienia, jak
rowniez ich modulujacej roli wzgledem komorek endometrium bedg réwniez stanowity czesé
publikacji przygotowywanej do recenzji (praca nad wersja robocza artykutu).

Bardzo waznym aspektem stazu byto réwniez zapoznanie sie z metodami analizy bardzo
rzadkich transkryptéw, jak réwniez optymalizacja protokotéw wymagajacych tzw. preamplifikacji.
Protokoty te wykorzystatam podczas okreslania ekspresji gendw pluripotencji, takich jak OCT-44,
OCT-4B, NANOG, S0X-2 w komorkach progenitorowych pszczoty miodnej (Apis mellifera)
w ramach badari prowadzonych w projektach finansowanych przez Polska Agencje Rozwoju
Przedsigbiorczosci (Zatgcznik 4; 11.7.2.2 oraz 11.7.2.8). Podczas stazu zapoznatam sie réwniez
z protokotami umozliwiajgcymi przygotowanie bibliotek do analiz NGS, czy metodami oceny
ekspresji gendéw na poziomie pojedynczej komadrki z wykorzystaniem platformy BIOMARK
(Fluidigm).
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Podczas stazu uczestniczytam w szkoleniach prowadzonych przez specjalistow z TATAA
Biocenter. Szkolenia te dotyczyty metod analizy ekspresji gendw opartych o technike PCR w czasie
rzeczywistym i uwzgledniaty omoéwienie metod przygotowywania materiatu badawczego, panelu
kontrolnego (ang. quality controls/QC), analiz niekodujgcych RNA i technologii wykorzystywanych
do oceny transkryptomu na poziomie pojedynczej komorki. Szczegdtowa tematyka szkolen
zostata przedstawiona w Zataczniku nr 4 (11.9.2.2.1).

Wspotpraca z zespotem kierowanym przez Profesora Kubiste jest przeze mnie
kontynuowana, a dalsze plany naukowe obejmujg realizacje badari opartych o analize
transkryptomu z wykorzystaniem sekwencjonowania nowej generacji (RNA-Seq). Wspolnie z
zespotem Profesora Kubisty, planujemy przygotowac wniosek grantowy w konkursie OPUS LAP.

6. Informacja o osiggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujgcych
nauke lub sztuke

6.1. Osiggniecia dydaktyczne
Prowadzone kursy

Jestem autorka i wspotautorkg opracowan kursow realizowanych dla studentéw Wydziatu Biologii
i Hodowli Zwierzat Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Przygotowatam i prowadzitam
nastepujgce kursy:

Histologia dla studentéw kierunku Biologia - studia stacjonarne, | stopnia. Przedmiot jest
prowadzony przeze mnie od roku akademickiego 2013/2014. Przedmiot realizowany jest przeze
mnie w formie ¢wiczen audytoryjnych i praktycznych (2013/2014-2015/2016), dodatkowo od
roku akademickiego 2017/2018 realizuje przedmiot réwniez w formie wyktadow. Jestem
wspotautorka sylabusa do tego przedmiotu.

Biologia rozwoju zwierzqt/Embriologia dla studentéw Biologii - studia stacjonarne, | stopnia.
Przedmiot byt prowadzony przeze mnie od roku akademickiego 2013/2014 do 2018/2019.
Przedmiot realizowatam w formie ¢wiczen audytoryjnych i praktycznych (2013/2014-2015/2016).
Od roku 2016/2017 — 2018/2019 przedmiot byt realizowany przeze mnie rowniez w formie
wykfadéw. Jestem wspotautorka sylabusa do tego przedmiotu. Kurs ten byt réwniez realizowany
przeze mnie w jezyku angielskim dla studentéw z wymiany studenckiej realizowanej w ramach
programu ERASMUS+.

Biologia komdrki i histologia | oraz Il dla studentow kierunku Biologii cztowieka - studia
stacjonarne, | stopnia. Przedmiot jest prowadzony przeze mnie od roku akademickiego
2015/2019 do chwili obecnej. Przedmiot realizuje w formie ¢wiczen audytoryjnych i praktycznych
oraz w formie wykfadow. Jestem autorka aktualnie obowiazujgcego sylabusa do tego przedmiotu.

Molekularna struktura komorki eukariotycznej dla studentdw kierunku Biologia czfowieka — studia
stacjonarne, | stopnia. Przedmiot fakultatywny, ktory jest prowadzony przeze mnie od roku
akademickiego 2016/2017. Przedmiot ten jest realizowany przeze mnie w formie ¢wiczen
audytoryjnych i praktycznych, jak réwniez wyktadow. Jestem autorkg aktualnie obowigzujacego
sylabusa do tego przedmiotu. W roku akademickim 2017/18 przedmiot ten byt réwniez
realizowany w jezyku angielskim dla studentéw Biologii (English Division).

Ekspresja mRNA i mikroRNA oraz ich wzajemne interakcje dla studentdw |l stopnia Bioinformatyki
oraz studentow |l stopnia Biologii - specjalnos¢ Techniki laboratoryjne. Przedmiot fakultatywny
prowadzony przeze mnie od roku akademickiego 2018/19. Przedmiot realizuje we wspdtpracy
z innym adiunktem. Realizuje zaréwno czes¢ ¢wiczeniowa, jak i wyktadowa prowadzonego kursu.
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Jestem wspotautorka sylabusa do tego przedmiotu. W roku akademickim 2018/19 przedmiot ten
byt réwniez realizowany w jezyku angielskim dla studentow Biologii (English Division).

Planowanie doswiadczeri/Experimental design dla doktorantow | roku szkoty doktorskiej, w roku
akademickim 2019/2020 oraz 2020/2021. Zajecia prowadzone w jezyku polskim i w jezyku
angielskim. Jestem autorkg sylabusa do tego przedmiotu.

Jestem tez wyktadowcy i wspotautorka sylabusu do przedmiotu ,Wybrane aspekty i trendy w
nanobiologii eksperymentalnej”, realizowanego w szkole doktorskiej prowadzonej w ramach
projektu "Multidyscyplinarne studia doktoranckie - nanotechnologia w biomedycynie" w ramach
programu POWER 2014-2020, O$ Ill "Szkolnictwo wyzsze dla gospodarki i rozwoju", Dziatanie 3.2
"Studia doktoranckie".

Dodatkowo prowadzitam zajecia w ramach nastgpujgcych kursow:

(1) Inzynieria tkankowa dla studentow kierunku Bioinformatyka, Il stopnia (w roku
akademickim 2015/16);

(2) Inzynieria tkankowa z wykorzystaniem komdrek macierzystych dla studentéw kierunku
Bioinformatyka, Il stopnia (w roku akademickim 2016/17 oraz 2017/18)

(3) Techniki znakowania czastek biologicznych dla studentéw kierunku Biologia specjalnosé
Techniki laboratoryjne Il stopnia (w roku akademickim 2015/16 oraz 2016/2017);

(4) Techniki laboratoryjne w medycynie dla studentdw kierunku Biologia cztowieka, | stopnia
(w roku akademickim 2016/17).

Opiekun prac dyplomowych

Prace licencjackie

(1) Joanna Nowicka: ,Analiza wybranych algorytméw stuzacych do oceny temperatury
topnienia sekwencji nukleotydowych”. Data egzaminu dyplomowego: czerwiec 2014;

(2) Zuzanna Strek: ,Wptyw metforminy na ekspresje neurotropowego czynnika pochodzenia
maozgowego (BDNF) w tkankach i komdérkach mysich”. Data egzaminu dyplomowego: 4
lipca 2016;

(3) Jakub Milewski: , Wptyw dasatinibu na aktywnosc¢ proliferacyjng multipotentych komarek
stromalnych izolowanych z tkanki ttuszczowej koni z syndromem metabolicznym”. Data
egzaminu dyplomowego: 10 lipca 2017;

(4) Bartosz Brzézka: ,Wplyw nanohydroksyapatytu oraz  nanohydroksyapatytu
funkcjonalizowanego resweratrolem w stezeniach 0.1uM, 0.5 uM i 1uM na morfologie,
aktywnos¢ metaboliczng i transkrypcyjng ludzkich komorek stromalnych izolowanych z
tkanki tfuszczowej”. Data egzaminu dyplomowego: 2 lipca 2018;

(5) Norbert Urbaniak: ,Profil ekspresji miR-21-5p, mir-124-3p oraz mir -320-3p w komdrkach
zaangazowanych w regeneracje tkanki kostnej”. Data egzaminu dyplomowego: 3 lipca
2019;

(6) Katarzyna Krajewska: ,Ekspresja biatek morfogenetycznych kosci i ich receptoréw w
wybranych liniach komdrkowych kostniakomiesaka”. Data egzaminu dyplomowego: 26
czerwca 2019;

(7) Aleksandra Jaworska: ,Profil ekspresji miR-21, -124, -223, -320 w wybranych liniach
kostniakomiesaka”. Data egzaminu dyplomowego: 2 lipca 2019;

(8) Natalia Pietrzkowska: ,Ocena wptywu zahamowania ekspresji czasteczki miR-21 na
zywotnos¢ mysich preosteoblastow linii MC3T3. Data egzaminu dyplomowego”: 15 lipca
2020
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(9)

Woijciech Traczyk: ,Ocena modulujgcego dziatania czasteczki miR-21 na aktywnosc
metabaoliczng i Zywotnos¢ komarek linii MC3T3”. Data egzaminu dyplomowego: 20 lipca
2020

(10) Klaudia Bus: ,Ocena wptywu zahamowania ekspresji czgsteczki miR-21 na aktywnosc

metaboliczng mysich preosteoblastéw linii MC3T3”. Data egzaminu dyplomowego:
14 lipca 2020

(11)Krzysztof Data: ,Ocena wptywu nadekspresji miRNA-21 na aktywnosc proliferacyjna

mysich preosteoblastéw linii MC3T3”. Data egzaminu dyplomowego: 13 lipca 2020

(12)Natalia Romek: ,Rola dtugich niekodujgcych czgsteczek RNA (IncRNA) w biologii komarek

progenitorowych izolowanych z tkanki ttuszczowej”. Planowana data egzaminu
dyplomowego lipiec 2021

Prace magisterskie

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

Ewa Giezek: ,Ocena aktywnosci biologicznej substancji o potencjale antyoksydacyjnym —
poszukiwanie zwigzkéw senolitycznych modulujacych  aktywnos¢  proliferacyjng
i wydzielnicza multipotentych komadrek stromalnych”. Data egzaminu dyplomowego:
8 wrzesnia 2017;

Rafeeq Khader Hussain: “The influence of metformin on viability of canine osteosarcoma
cell line and expression of chosen miRNA targeting bone morphogenetic proteins”. Data
egzaminu dyplomowego: 20 wrzeénia 2019; Praca w jezyku angielskim;

Vruti Raj Lakhani: “The influence of metformin on proliferative status of canine
osteosarcoma cell line - profound analysis of miRNA and mRNA transcriptome profile
associated with cell cycle”. Data egzaminu dyplomowego: 4 lipca 2019; Praca w jezyku
angielskim.

Martyna Monika Murat: “Anti-apoptotic and senolitic activity of metformin toward
equine adipose-derived multipotent stromal cells (EQASC)”. Data egzaminu
dyplomowego: 20 wrzesnia 2019; Praca w jezyku angielskim.

Mateusz Sikora: ,Cytokompatybilnos¢ polimerowych biomateriatéw opartych
0 nanohydroksyapatyt stosowanych w teranostyce”. Data egzaminu dyplomowego: 5
lipca 2019;

Natalia Pokusa: ,Mikropecherzyki btonowe izolowane z nasienia, Zrédtem matych
niekodujgcych RNA  (mikroRNA), modelujgcych aktywnos¢ metaboliczng komdrek
progenitorowych endometrium”. Data egzaminu dyplomowego: 7 lipca 2020

(13)Katarzyna Krajewska: ,Rola uktadu molekularnego IncRNA MEG3-miR-19a-BMP4

(7)

w biologii komorek tkanki kostnej”. Planowana data egzaminu dyplomowego lipiec 2021
Norbert Urbaniak: ,Wptyw zaburzeri metabolicznych na proliferacje i plastycznos¢
fenotypowa konskich komdrek progenitorowych izolowanych z endometrium”.
Planowana data egzaminu dyplomowego: lipiec 2021

Petnitam rowniez funkcje recenzenta, oceniajac tacznie 14 prac dyplomowych — cztery prace
licencjackie oraz dziesie¢ prac magisterskich — w tym dwdch anglojezycznych.

Prace doktorskie

Petnig funkcje promotora pomocniczego w dwéch przewodach doktorskich - jeden przewdd
doktorski otwarty w dn. 7 marca 2019, drugi ma planowane otwarcie na rok akademicki 2021/2022.

Byfam rowniez opiekunem praktyk zawodowych i wolontariatéw realizowanych przez studentéw
Wydziatu Biologii i Hodowli Zwierzat w Katedrze Biologii Eksperymentalnej — tacznie 9 0séb.
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6.2 Osiggniecia organizacyjne

(1)

(2)

(3)

Zastepowanie kierownika Katedry Biologii Eksperymentalnej — Profesora Krzysztofa
Marycza na czas Jego nieobecnosci w okresach:

e 19-21.01.2019,01-10.02.2019, 01-10.03.2019, 02-09.04.2019

e (06.05-05.06.2019, 06.06.-04.08.2019

e 12-21.08.2019, 23-30.09.2019, 21-28.10.2019, 25.11-02.12.2019
Cztonkini Rady Programowe;j dla kierunkow Biologia i Biologia cztowieka

e (Od 1 wrzesnia 2019 roku do 31 sierpnia 2020

e 0Od 1 wrzesnia 2020 do 31 sierpnia 2024
Cztonkini Zespotu ds. strategii Centrum Biologii Doswiadczalnej CBS od 2019 — obecnie;
praca zwigzana z organizacjg laboratorium Centrum Badan Przedklinicznych,
przygotowaniem postgpowania przetargowego zwigzanego z zakupem kluczowej
aparatury badawczej (sekwenator NGS, sorter komérkowy — umowy zrealizowane)
Cztonkini Rektorskiej Komisji ds. przeciwdziatania dyskryminacji od 2019 - obecnie
Sekretarz w Komisji Konkursowej powotanej do przeprowadzenia postepowania
konkursowego na stanowisko: adiunkta i adiunkta (post-doc) w Katedrze Biologii
Eksperymentalnej (postepowanie w roku 2017);
Cztonkini  Komisji Konkursowej powotanej do przeprowadzenia postepowania
konkursowego na stanowisko: adiunkta (post-doc) w Katedrze Biologii Eksperymentalnej
(postepowanie w roku 2020);
Egzaminator w komisji przeprowadzajacej dyplomowy egzamin licencjacki na studiach
stacjonarnych | stopnia na kierunku Biologia — w roku akademickim 2016/2017 (1
komisja) oraz w roku akademickim 2019/2020 (2 komisje).
Wspotzatozycielka i opiekun pomocniczy Interdyscyplinarnego Kota Naukowego
Biomedykow.
Recenzent publikacji w zagranicznych czasopismach naukowych (41 recenzji; Zatacznik 4,
11.111.2) oraz petnienie funkcji edytora goscinnego i cztonka panelu recenzenckiego
(Zatacznik 4, 11.10.2).

(10)Recenzent wnioskéw grantowych dla Polsko-Amerykariskiej Komisji Fulbrighta w ramach

programow: Senior Award 2020-21 (1 recenzja) oraz Graduate Student Award 2021-2022
(1 recenzja) (Zatacznik 4, 11.14.2).

6.3. Popularyzacja wiedzy

(1)

Prowadzenie warsztatéw naukowych w laboratoriach Uniwersytetu Przyrodniczego w
ramach projektu , Badacz i humanista — Wroctawski GIM” — 02-03-2013 do 06-04-2013.

(2) Wywiad w radio Eska dot. wykorzystania alg morskich w diecie; 26.02.2016:

(3)

(4)

(5)

http://wroclaw.eska.pl/newsy/swietny-srodek-na-odchudzanie-znalezli-wroclawscy-
naukowcy-w-baltyku-wideo-zdjecia-audio/119370

Wywiad w telewizji Wroctaw dot. planéw badawczych w projekcie Sonata Bis; 06.06.2016
http://wroclaw.tvp.pl/25670635/glony-z-baltyku-dobre-na-wszystko

Wspdtautor artykutu popularno-naukowego: Pielok Ariadna, Smieszek Agnieszka: MiRNA:
przefom w diagnostyce i terapii schorzen koni?; Swiat Koni: Ogdlnopolski Magazyn
Hippiczny, nr 8 (184), 2019, ss. 38-41;

Wyktad na zaproszenie pt. ,Nowatorskie antyoksydanty jako innowacyjny sktadnik w
paszach St. Hippolyt” przeprowadzony podczas Ill Konferencji naukowej partneréw
HippoVet+ oraz St. Hippolyt; 1-2 kwietnia 2017, Wroctaw.

Strona | 17



Dr Agnieszka Smieszek AUTOREFERAT Zatgeznik Nr 3

7. Omowienie pozostatych osiggniec

7.1. Przed doktoratem — zapoznanie sie z ideg medycyny regeneracyjnej i badan
biomedycznych

W trakcie jednolitych studiéw magisterskich, ktére podjetam na kierunku biologia
stosowana przystgpitam do Kota Naukowego dziatajacego przy Instytucie Immunologii i Terapii
Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Jako uczestnik Kota Naukowego, otrzymatam mozliwoéé
udzialtu w pracach badawczych prowadzonych w Zakfadzie Terapii Doswiadczalnej,
w Laboratorium Immunobiologii. Opiekunem mojego wolontariatu byta dr Iwona Ewa
Kochanowska, ktéra zaangazowata mnie w badania realizowane w ramach grantu pt.: ,Badania
aktywnosci komorek prekursorowych osteoklastow zawartych we krwi obwodowej pacjentdw z
osteoporozg menopauzalng, wywotang dtugotrwatym leczeniem sterydami lub o innej etiologii”,
ktorego kierownikiem byt Profesor Kazimierz Ostrowski.

Nastepnie praktyki studenckie, ktére odbywatam w Instytucie staty sie przyczynkiem do
badari sktadajgcych sie na moja prace magisterska pt. “Badania aktywnosci komoérek
prekursorowych osteoklastéw pochodzacych z krwi obwodowej réznych gatunkéw zwierzat”.
Promotorem pracy bytfa dr Iwona E. Kochanowska. Realizacja badan w ramach pracy dyplomowej
pozwolifa mi zapozna¢ sie z molekularnymi aspektami regulujgcymi aktywnosé¢ komorek
kosciotworczych (osteoblastow) i kosciogubnych (osteoklastéw), a przede wszystkim zapoznac sie
ze specyfikg badari biomedycznych, metodami hodowli komérkowych, technikami opartymi
o wykorzystanie przeciwciat (ELISA, Western blot) i badaniami ekspresji gendw w oparciu o
technike PCR. Wyniki pracy magisterskiej zostaty zaprezentowane w formie publikacji Zatacznik 4,
(1.4.2.1.1), wyktadu (Zatacznik 4, 11.5.1.1), jak réwniez doniesienia konferencyjnego (Zatacznik 4,
11.5.1.4).

Moje zaangazowanie w prace badawcze zespotu dr Kochanowskiej przyczynito sie do
tego, ze po obronie tytutu magistra biologii zostatam wtaczona w realizacje projektu pod tytutem
»0cena aktywacji genéw dla biatek morfogenetycznych kosci (BMPs) w regeneracji szkieletu
osiowego i obwodowego, ktérego kierownikiem byt Profesor Andrzej Wojtowicz z Akademii
Medycznej w Warszawie. Realizacja prac zleconych w ramach projektu pozwolita mi poszerzy¢
wiedze z zakresu osteoimmunologii, roli biatek morfogenetycznych kosci w kosciotworzeniu, jak
réwniez byta okazjg do doskonalenia przeze mnie technik stosowanych w biologii molekularnej
oraz w hodowlach komaorkowych.

W pazdzierniku 2006 roku zostatam stuchaczka Studium Doktoranckiego Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroctawiu. Promotorem mojej pracy doktorskiej
byt Profesor Jan Kuryszko z Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu. Temat mojej dysertacji
odnosit sig do roli BMP w stabilizacji fenotypu komdrek chrzastki stawowej tj. chondrocytéw.
Badania wykonywane w trakcie doktoratu realizowane byty we wspétpracy z katowickim Bankiem
Tkanek i zespotem dr Henryka Bursiga, ktéry opracowat nowatorska procedure przygotowania
chondrocytéw do autologicznego przeszczepu na bazie fibrynowego kleju tkankowego.
Przygotowane w Banku Tkanek przeszczepy wykorzystywano w leczeniu ubytkéw chrzgstki u
pacjentow z martwicg chrzestno-kostng (OCD, Osteochondritis dissecans). Uszkodzenia
chrzgstno-kostne dotycza gtéwnie ludzi mtodych czynnie uprawiajgcych sport. Temat, ktéry
znalazt sig w polu mojego zainteresowania byt szczegdlnie aktualny, gdyz problematyka
profilaktyki i leczenia choréb chrzastki stawowej stanowita znaczaca cze$¢ programu ,Dekada
kosci i stawow” przeprowadzonego w latach 2000 do 2010.

Chrzastka stawowa jest unikalng tkanka, ktorg cechuje ogromna wytrzymatosé
mechaniczna, odpornosc na Scieranie oraz sprezystosc. Na wyjatkowe wiasciwosci tej tkanki ma
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wptyw jej ztozona budowa histologiczna oraz duza zawartosc proteoglikandw (gtéwnie agrekanu)
i biatek kolagenowych w macierzy zewngtrzkomorkowej. Uszkodzenia chrzgstki stawowej s3
trudnym problemem terapeutycznym, gtéwnie ze wzgledu na ograniczone zdolnosci
regeneracyjne tej tkanki. Skuteczno$¢ przeszczepéw  autologicznych  chondrocytéw
przygotowywanych w katowickim Banku Tkanek potwierdzaty rezultaty kliniczne i
histopatologiczne. Niemniej jednak, istniato ryzyko, Zze chondrocyty moga ulegaéd
odroznicowywaniu wskutek hodowli in vitro i licznych ich pasazy, ktére sg istotng i nieodzowna
czescig procedury przygotowywania komorek do przeszczepow. Z tego tez powodu niezbedne
byto monitorowanie fenotypu komarek.

W swojej pracy doktorskiej analizowatam profil ekspresji gendow kodujgcych gtowne
sktadniki macierzy zewngtrzkomadrkowej produkowanej przez chondrocyty tj. ekspresje mRNA dla
agrekanu i kolagenu typu Il. Materiat badawczy stanowity chondrocyty propagowane
w warunkach in vitro, celem przygotowania autologicznego przeszczepu. Komarki izolowane byty
z chrzastki stawowej pacjentow (n=12) z martwica chrzestno-kostna. Srednia wieku pacjentéow
wynosita 20 lat (+4 lata). Przeprowadzone przeze mnie analizy wykazaty, ze badane chondrocyty
ulegty czesciowemu odréznicowaniu. Sposrdd dwoéch markerédw charakterystycznych dla
chondrocytéw odnotowatam jedynie ekspresje mRNA agrekanu, ktorej towarzyszyt wzrost
ekspresji mRNA dla kolagenu typu |, charakterystycznego dla chrzgstki widkniste;.

Wiele prac naukowych wskazywato na to, iz korzystny, modulujagcy wptyw na fenotyp
chondrocytéw, jak réwniez na produkcje podstawowych komponentéw macierzy chrzestnej,
majg biatka morfogenetyczne kosci (ang. bone morphogenetic proteins/BMP), ktére dziatajac
posrednio lub bezposrednio na chondrocyty hamujg proces odréznicowywania. Biatka
morfogenetyczne kosci s3  wielofunkcyjnymi  molekutami, zaliczanymi do nadrodziny
transformujgcych czynnikéw wzrostu typu beta (ang. transforming growth factor 8/TGF-B), w
ktorej stanowig najwiekszg rodzine czasteczek sygnatowych. Dotychczas zidentyfikowano i
opisano ponad dwadziescia biatek morfogenetycznych kosci, sposrdd ktdrych szczegdine
znaczenie w stabilizacji wyjsciowego fenotypu chondrocytéw maja BMP-2 i BMP-4. Biatka
morfogenetyczne kosci zaangazowane s3 we wszystkie etapy chondrogenezy, co oznacza, ze ich
aktywnos¢ jest nieodzowna dla wifasciwego formowania sie tkanki chrzestnej. Proces
odréznicowania chondrocytéw jest nieunikniony i nastepuje juz po pierwszym pasazu, o czym
Swiadcza wyniki badan wielu zespotéw naukowych. W wiekszoéci $wiatowych doniesiers
naukowych stabilnos¢ chondrocytéw wykazywano gtoéwnie po stymulacji hodowli przy uzyciu
rekombinowanych biatek morfogenetycznych kosci.

W pracy doktorskiej sformutowatam hipoteze, ktéra zaktadata udziat autokrynnych biatek
morfogenetycznych kosci w prawidtowym réznicowaniu i dojrzewaniu chondrocytdw.
Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaty, Zze chondrocyty cztowieka przygotowywane do
autologicznych przeszczepow, nawet po wielu pasazach sg zdolne do produkcji aktywnych
biologicznie BMP. W szczegodlnosci, skupitam sie na badaniu ekspresji BMP-2 i BMP-4. Biatka te
obok BMP-6 i BMP-7 s3 najwazniejszymi biatkami odgrywajacymi role w rozwoju tkanki
chrzestnej. O ile endogenna ekspresja BMP-6 i -7 w chondrocytach zostata szeroko przebadana i
opisana w literaturze, o tyle ekspresja BMP-2 i BMP-4 zostata udowodniona w chondrocytach
jedynie na poziomie mRNA. Mnie udato sie oznaczy¢ nie tylko ekspresje mRNA BMP-2 i BMP-4,
ale rowniez zidentyfikowac oba biatka w formie aktywnej czgsteczki.

Przy uzyciu uznanego testu biologicznego, wykrywajacego aktywnos¢ alkalicznej fosfatazy
wykazatam, ze biatka morfogenetyczne kosci syntetyzowane przez chondrocyty sg aktywne
biologicznie. Badane chondrocyty wykazywaty ekspresje mRNA receptoréw dla biatek
morfogenetycznych kosci. Poérednio w tescie ALP wykazatam obecnos$¢ receptoréw na
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powierzchni chondrocytow. Co wiecej udowodnitam, ze na skutek reakcji z BMP w chondrocytach
uruchamiany jest szlak przekazywania sygnatu z udziatem specyficznych biatek Smad.
Réwnoczesna obecnos¢ receptorow BMP na powierzchni chondrocytéw oraz synteza aktywnych
biologicznie BMP jest dowodem na mozliwos¢ autokrynnej regulacji komérek, niezmiernie
istotnej dla zachowania wtasciwego fenotypu komarki.

Pomimo tego, ze badane chondrocyty nie wykazaty ekspresji kolagenu typu I,
wnioskowatam, ze uzycie ich w formie autologicznych przeszczepéw jest w petni uzasadnione ze
wzgledu na potencjat proliferacyjny utrzymywany przez autogenne BMP.

Czes¢ wynikéw otrzymanych w toku prac badawczych zwigzanych z pracg doktorska
zostato zaprezentowanych w formie plakatu podczas Kongresu Europejskiej Federacji Towarzystw
Biochemicznych, FEBS (Zatacznik 4, 11.5.1.6), jak rowniez w formie prezentacji ustnej na Forum
Biologii Eksperymentalnej (Zatacznik 4, 11.5.1.3). Dodatkowo referat pt. ,Przeszczepy
autologicznych chondrocytow w fibrynogenowym kleju tkankowym” prezentowany przez Zespot
dr Henryka Bursiga, w ktorym zawarto czes¢ wynikdw mojej pracy doktorskiej, zostat wyrézniony
przez Komitet Miedzynarodowego Kongresu Transfuzjologii Klinicznej (Zatacznik 4, I1. 5.1.7).

7.2. Po doktoracie
7.2.1. Badania nad innowacyjnymi biomateriatami umozliwiajace regeneracje tkanek in situ

Obecnie jestem zaangaiowana w badania realizowane w ramach Wiodgcego Zespotu
Badawczego Reg-Med-Lab, ktorego kierownikiem jest Profesor Krzysztof Marycz.
Jednym z gtéwnych nurtow tam realizowanych jest opracowywanie nowatorskich strategii
terapeutycznych opartych o wykorzystanie kluczowych elementéw triady inzynierii tkankowej
tj. biomateriatow, biomolekut i multipotentych komdrek stromalnych. Celem prowadzonych
badan jest m.in. projektowanie rusztowan wspomagajgcych procesy samonaprawy uszkodzonej
tkanki, jak rowniez rusztowan sterujgcych procesami regeneracji tkanek poprzez mobilizacje
komérek progenitorowych w miejsce uszkodzenia. W projektach, ktore realizujemy w zespotach
interdyscyplinarnych, jestem osoba inicjujgca nowe rozwigzania biomedyczne i metody
biologiczne, ktorych celem jest otrzymanie i doktadna charakterystyka
biomateriatéw/bioaktywnych rusztowan.

Badania takie realizujemy miedzy innymi w ramach projektu OPUS 10 (B080/0015/16)
pt. ,Otrzymywanie i badania biokompozytdw na bazie nanoapatytow przeznaczonych do
teranostyki”, ktérego kierownikiem jest Profesor Rafat J. Wiglusz z Instytutu Niskich Temperatur
i Badan Strukturalnych PAN (Zafgcznik 4, 11.7.2.7). Projekt ten jest kontynuacjg dziatania
okotokomercyjnego pt. ,Wytworzenie biodegradowalnego, bioaktywnego, dwufazowego
rusztowania o funkcji chemotaktycznej do regeneracji chrzestno-kostnej”, ktérego kierownikiem
byt Profesor Krzysztof Marycz, a w ktérym uczestniczytam pracujac we Wroctawskim Centrum
Badan EIT+. W ramach dziatania okotokomerycjnego zostat stworzony prototyp konstruktu
hybrydowego — mieszanin polimerowych tj. termoplastycznego poliuretanu (PU) z polilaktydem
(PLA), ktére funkcjonalizowane byly przez nas z wykorzystaniem nanohydroksyapatytu
(nHAP)[57]. Cytokompatybilnos¢ rusztowan oceniona zostata z wykorzystaniem ludzkich
multipotentych komérek stromalnych (hASC). Biologia tych komdrek byta badana w wielu
aspektach, m.in. w konteksécie wptywu wieku dawcy komorek na ich potencjat regeneracyjny,
wrazony poprzez podstawowe parametry cytofizjologiczne, takie jak aktywnos$¢ wydzielnicza
i zdolnos¢ do podziatow oraz potencjat do réznicowania sie[27]. Z uwagi na wysoka aktywnoéc
proliferacyjng i plastyczno$¢ fenotypowa ASC sg doskonatym modelem do badan
cytotoksycznosci bioaktywnych rusztowan[40,48].
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Badania okotokomercyjne wykazaty, ze otrzymane przez nas prototypy biomateriatow
dwufazowych cechujg sie wysoka cytokompatybilnoscig, wyrazong wzrostem aktywnosci
metabolicznej komodrek progenitorowych hASC, jak rowniez ich ukierunkowanym tkankowo
réznicowaniem sie, zwigzanym z produkcjg specyficznej macierzy tkankowej w warunkach
in vitro. Przeprowadzone badania pozwolity wytypowac optymalny uktad polimerow
domieszkowanych nHAp do konstrukcji dwufazowych rusztowan o potencjalnym zastosowaniu
w regeneracji ubytkéw chrzestno-kostnych. Efektywnos¢ roznicowania sie komdérek na
rusztowaniach oceniana byta na podstawie charakteru wzrostu hodowli, ekspresji gendw
towarzyszacych roznicowaniu sie komdrek i sekrecji biatek macierzy (w tym BMP-2, BMP-4,
agrekanu oraz biatek kolagenowych), jak rowniez stopnia mineralizacji macierzy
zewngtrzkomorkowej.

W projekcie OPUS 10 opracowalismy tréjwymiarowe rusztowania polimerowe tworzone
z poli-L-laktyd (PLLA), ktére réwniez zostaty wzbogacone nanohydroksyapatytami (nHAp).
Funkcjonalizacja rusztowan PLLA dodatkiem nHAp (10% wag.) sprzyjata adhezji hASC, promowata
ich proliferacje, usprawniata metabolizm mitochondrialny stabilizujac status oksydacyjny
komdrek i produkcje reaktywnych form tlenu (ROS)[58]. Biomaterialy o wtasciwosciach
antyoksydacyjnych sg szczegélnie poiadane z uwagi na to, ze obnizajg skutki stresu
oksydacyjnego, ktory towarzyszy uszkodzeniu tkanek. Dlatego, tez w ramach projektu OPUS 10
stworzyliSmy réwniez hydrozele, pochodne D-glaktozy z dodatkiem nHAp. Biomateriaty te
wykorzystalismy jako nosniki dla bioaktywnego zwigzku - rezweratrolu o wtasciwosciach
antyoksydacyjnych. Wyniki naszych badan wykazaty, ze rusztowania te majg istotny wptyw na
wzrost 2ywotnosci hASC, co zwigzane byto m.in. z obnizeniem sie odsetka komdrek wczesno-
i poino-apoptotycznych w hodowlach prowadzonych na rusztowaniach oraz obnizeniem
ekspresji markerow pro-apoptotycznych, zaréwno na poziomie mRNA (Bax) jak i mikroRNA
(miR-223 and miR-320).

Nadrzednym zadaniem projektu OPUS 10 byto otrzymanie trojwymiarowych rusztowan
PLLA, funkcjonalizowanych nHAp domieszkowanym jonami lantanowcdw. Funkcjonalizacja ta
pozwolita nam uzyskac biomateriaty teranostyczne, dzieki ktérym mozliwe jest kontrolowanie ich
integracji z tkanka, jak rowniez monitorowanie procesu regeneracji ubytkéw chrzestno-
kostnych[59]. W naszej opinii prowadzone prace s3 kluczowe w kontekscie rozwoju
spersonalizowanej medycyny regeneracyjnej i teranostyki. Ze wzgledu na witaéciwodci
fizykochemiczne i biologiczne, otrzymane przez nas rusztowania stwarzajy odpowiednie
mikrosrodowisko dla wzrostu komérek progenitorowych (tu: hASC) stymulujac je do
produkowania skfadnikéw macierzy zewnatrzkomorkowej w tym agrekanu, kolagenu typu Il, czy
BMP-7 i odbudowy funkcjonalnej tkanki. Wykazalismy réwniez, ze otrzymane rusztowania moga
miec znaczenie w leczeniu nowotwordw kosci. Ich aktywnos¢ ma charakter selektywny, zwigzany
z promowaniem wzrostu multipotentych komdrek stromalnych i jednoczesnym hamowaniem
proliferacji komorek nowotworowych - kostniakomiesaka[60]. Potencjalne selektywne dziatanie
otrzymanych rusztowan testowalismy z wykorzystaniem trzech ludzkich linii kostniakomiesaka:
U2 0OS, Saos-2 oraz MG63. Komorki te rdinig sie istotnie potencjatem migracyjnym
i proliferacyjnym, co ma zwigzek z ich fenotypem osteoblastycznym wyrazonym ekspresja
markerow kosciotworzenia. W badaniach wykazalismy, ze otrzymane biomateriaty hamujg wzrost
komérek  kostniakomigsaka, modulujgc ich aktywnosé transkrypcyjna, m.in. zwiazana
ze wzrostem ekspresji kaspazy 8 (Casp-8) i genu kodujgcego BAX.
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7.2.2 Mikroalgi i ich znaczenie w medycynie regeneracyjnej

W latach 2015 - 2017 bytam réwniez wykonawcg prac badawczych realizowanych
w ramach projektu Sonata Bis 5 (B080/0010/16) pt. , Wptyw bioaktywnych alg wzbogaconych na
drodze biosorpcji w jony Cr(Ill), Mn(l1) i Mg(Il) na status gospodarki weglowodanowej w przebiegu
syndromu metabolicznego koni (ang. equine metabolic syndrome/EMS). Qcena in vitro oraz
in vivo, ktérego kierownikiem byta Profesor Izabela Michalak z Politechniki Wroctawskiej. Celem
tego projektu byto opracowanie nowatorskich strategii zywieniowych dla koni z syndromem
metabolicznym. Badanym surowcem paszowym byly algi wzbogacone na drodze biosorpcji
w wybrane sktadniki mineralne (Cr(Il1), Mg(ll), Mn(ll)). Koncepcja projektu scisle odnosita sie do
zywienia terapeutycznego, ktérego celem byto ztagodzenie objawdw klinicznych u koni ze
zdiagnozowanym EMS, zaréwno na poziomie komdrkowym, jak i molekularnym. Celem zadania
badawczego, w ktorym bratam udziat byta ocena wchtaniania substancji aktywnych zawartych
w ekstraktach otrzymanych z modyfikowanych alg. Badania byty prowadzone z wykorzystaniem
modelu in vitro z zastosowaniem linii Caco-2, tj. ludzkich komdrek gruczolakoraka jelita grubego
oraz komorek progenitorowych izolowanych z tkanki ttuszczowej koni z syndromem
metabolicznym (EqASCems). Aktywnos¢ biologiczna makro i mikroalg oceniana byta w oparciu
o ich wptyw na proliferacje i metabolizm komdrek, status oksydacyjny, ekspresje gendw szklaku
insulinowego i produkcje biatek modulujacych aktywnos¢ insulinopodobnego czynnika wzrostu.
Dodatkowo badano ekspresje gendw i sekrecje cytokin pro- i przeciwzapalnych oraz adipokin
kluczowych w powstawaniu insulinoopornosci. Wyniki badan, w ktérych uczestniczytam zostaty
opublikowane w formie trzech oryginalnych prac badawczych[61-63]. Dodatkowo wykazatam, ze
filtraty pozyskiwane z hodowli mikroalg Spirulina platensis majg dziatanie przeciwnowotworowe,
obnizajgc aktywnos$¢ migracyjng i proliferacyjng komorek Caco-2. Przeciwnowotworowe i pro-
apoptotyczne dziatanie filtratow S.platensis zwigzane byto réwniez z obnizeniem aktywnosci
mitochondrialnej, oraz ze wzrostem ekspresji markeréw pro-apoptotycznych na poziomie mRNA
i MiRNA [62].

7.2.3 Niekodujace RNA i ich rola w biologii komérek tkanki kostnej

Znaczenie niekodujgcych RNA (ang. non-codning RNA/ncRNA) w regulacji ekspresii
genow znaczgco rosnie, przede wszystkim w kontekécie ich roli jako biomarkeréw w chorobach
nowotworowych, ale ostatnio réwniez w zakresie medycyny regeneracyjnej i metabolizmu
komorek tkanki kostnej. Niekodujgce RNA, w tym miRNA i IncRNA reguluja wiele procesow
kluczowych dla utrzymania homeostazy tkanek i organizmu. Rola ncRNA w regulacji osteogenezy
zwigzana jest z modulacjg ekspresji genow, ktérych produkty warunkujg przezycie, proliferacje
i roznicowanie sie komorek progenitorowych tkanki kostnej — zaréwno w komaérki koéciotwdrcze,
jak i kosciogubne. Wglad w szlaki molekularne regulowane przez sie¢ miRNA-IncRNA umozliwia
rozwoj technik biologii molekularnej, przede wszystkim opartych o sekwencjonowanie nowej
generacji umozliwiajgcych analize transkryptomu (RNASeq). Najwainiejsze szlaki molekularne
regulowane osig IncRNA-miRNA-mRNA, o kluczowym znaczeniu dla prawidtowego metabolizmu
kosci i jej homeostazy podsumowalismy w pracy przegladowe] opublikowanej w Molecular
Therapy - Nucleic Acids [64].

Zaplanowano réwniez realizacje projektéw zwigzanych z poznaniem biologicznych funkgji
ncRNA, a takze ich powigzan, co moze przyczynic sie do lepszego zrozumienia patogenezy chordb
kosci. Uwazamy réwniez, ze wiedza ta moze doprowadzi¢ do opracowania innowacyjnych
narzedzi diagnostycznych i podejs¢ terapeutycznych w chorobach metabolicznych kosci, jak
osteoporoza oraz nowotworowych m.in. osteosarkoma.
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Potencjalne wykorzystanie miRNA jako narzedzia terapeutycznego jest tez obiektem
badan prowadzonych w ramach projektu Harmonia 9 pt. ,Nowe, dwustopniowe rusztowania na
bazie nanoapatytu wapnia (nHAp) inkorporowanego nanotlenkami zelaza (Fe;0s/Fes04) z funkcja
kontrolowanego uwalniania miRNA w statycznym polu magnetycznym do regeneracji ztaman
kostnych u pacjentdw osteoporotycznych". W projekcie tym Zespodt pracuje nad nowatorska
metodg dostarczania miRNA w miejsce ubytku kosci. Celem projektu jest stworzenie
biomateriatu, bazujacego na nanostrukturalnym hydroksyapatycie i nanoczasteczkach
magnetycznych Fe;0s/Fe;0s. Opracowywany system pozwoli kontrolowaé proces przebudowy
kosci i jej homeostaze, odpowiednio aktywujac komarki kosciotworcze i obnizajac rekrutacje oraz
dojrzewanie komorek kosciogubnych. Antagonistyczne dziatanie dwodch czasteczek miRNA,
tj. miR-21-5p oraz miR-124-3p bedzie sprzyja¢ prawidtowej regeneracji i przebudowie kosci
osteoporotycznej. Nasze badania wskazuja rowniez, ze nalezgca do rodziny onkomiR, czasteczka
miR-21 moze odgrywac istotng role w regulacji interakcji komdrek kosciotwdrczych
i kosciogubnych. Testy funkcjonale, zwigzane z wyciszeniem ekspresji miR-21 w pre-osteoblastach
linii MC3T3-E1 wskazujg, ze czasteczka ta reguluje miedzy innymi ekspresje osteopontyny (OPN),
jednoczesnie  wptywajagc  na rdinicowanie osteoblastow | determinujgc przeiycie
osteoklastow(55].

8. Plany na przysztosc

Obecnie petnie funkcje kierownika zadania badawczego realizowanego w ramach
niekomercyjnego badania klinicznego finansowanego przez Agencje Badarh Medycznych (ABM).
Projekt ten kierowany jest przez Panig Profesor Anne Raciborskg z Instytutu Matki i Dziecka w
Warszawie. Interdyscyplinarny charakter projektu, wigze sie ze wspdtpracg z wiodacymi
osrodkami klinicznymi i badawczymi w kraju w tym ,Narodowym Instytutem Onkologii im. Marii
Sktodowskiej-Curie — Panistwowym Instytutem Badawczym” oraz Siecig Badawczg tukasiewicz —
Instytutem Chemii Przemystowej imienia Profesora Ignacego Moscickiego. Udziat naszego
zespotu badawczego i zaproszenie Uniwersytetu Przyrodniczego we Wroctawiu do wspétpracy
przy realizacji tego projektu jest wyrdznieniem i ogromna szansg na rozwdj naukowy naszego
Zespotu. W projekcie wykorzystam wiedze i umiejetnosci z zakresu technik hodowli komdrkowych
i tkankowych, cytometrycznych oraz biologii molekularnej. Projekt ten jest tez dla mnie okazja do
rozwoju naukowego, szczegdlnie w kontekscie biologii komdrek nowotworowych i patogenezy
histiocytozy. Jest to tez dla mnie okazja do rozwoju wtasnej grupy badawczej.

Celem projektu bedzie ,Optymalizacja postepowania oraz leczenia matoletnich
pacjentow z rozrostami z komorek histiocytarnych - pierwsze polskie niekomercyjne badanie
kliniczne POL HISTIO”. W ramach wspdtpracy z Profesor Raciborska i kierowanym przez nig
Zespotem, zainicjowatam badania, ktérych celem bedzie otrzymanie uniesmiertelnionej linii
komorkowej izolowanej z tkanek objetych histiocytoza z komdrek Langerhansa (ang. Langerhans-
cell histiocytosis/LCH). Na realizacje projektu Zespdt otrzymat finansowanie w wysokoéci 19
954 352z, z czego 1 332490 zt przeznaczone jest na realizacje zadania badawczego, ktérym
kieruje. Molekularne mechanizmy patogenezy LCH sg wcigz niedostatecznie poznane, co
ogranicza wiasnie brak dobrze opisanego modelu badawczego, ktéry pozwolitby na prowadzenie
zaawansowanych i powtarzalnych badan biomedycznych z zastosowaniem modelu in vitro.
W ramach projektu powotatam zespét badawczy, ktérego zadaniem bedzie wyprowadzenie linii
o cechach LCH. Jest to wazny aspekt badan przedklinicznych, gdyz umozliwi testowanie nowych
lekow/rozwigzan terapeutycznych o potencjalnym znaczeniu w leczeniu tej choroby. Ponadto
badania prowadzone w ramach zadania badawczego bedg miaty na celu okreslenie profilu
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nowych biomarkeréw o potencjale diagnostycznym i prognostycznym poprzez analize poziomow
niekodujgcych RNA (miRNA oraz IncRNA). Badania te moga przyczynic sie do opracowania testow
wspomagajgcych wczesne diagnozowanie pacjentéw z LCH. Zaktadamy, ze okreslanie profili
ekspresji miRNA/IncRNA pozwoli monitorowac efekty leczenia LCH, a w konsekwencji przyczyni
sie do poprawy rokowania, poprzez szybszg interwencje lekarza i wczesniejsze wdrozenie
wiasciwego leczenia. Celem badar bedzie rdwniez poznanie mechanizméw przekazywania
sygnatéw miedzykomdrkowych poprzez analize zawartosci mikrofragmentéw  btonowych
uwalnianych przez komaorki LCH w mikrosrodowisku tkankowym. Uwazamy, ze prowadzone przez
nas badania pozwolg odkry¢ nowe czynniki warunkujace transformacje komdrek LC, tym samym
pozwolg odkry¢ nowe, potencjalne terapie celowane. Zaktadamy, ze strategie terapeutyczne
i diagnostyczne, ktére planujemy opracowywac i rozwija¢ w ramach projektu przyczynia sie do
stworzenia skutecznych terapii celowanych w leczeniu rozrostéw histiocytarnych, jak rowniez
nowych, molekularnych testéw diagnostycznych pozwalajgcych na nieinwazyjne monitorowanie
efektéw leczenia, co jest wyjatkowo wazne w onkologii dzieciecej.

Mgj rozwdj naukowy zwigzany jest z zaangazowaniem w realizacje aktualnych projektdow
badawczych w grupie Reg-Med-Lab, uwzgledniajac pozyskiwanie finansowania na nowe projekty,
inicjacje wspotpracy wielozespotowej, zaréwno z zespotami badawczymi w kraju jak i zagranica.
Prace badawcze realizowane w ramach zespotu Reg-Med-Lab skupiajg sie na opracowywaniu
nowych strategii terapeutycznych opartych m. in. o wykorzystanie nanometrycznych
biomateriatéw, petnigcych funkcje rusztowan sterujacych procesem odbudowy tkanek, gtéwnie
z przeznaczeniem do regeneracji kosci i zastosowan teranostycznych. Badania te prowadzimy we
wspotpracy z Instytutem Niskich Temperatur i Badan Strukturalnych, tj. zespotem kierowanym
przez Profesora Rafata J. Wiglusza, jak rdwniez Instytutem Fizyki PAN i zespotem kierowanym
przez Profesora Marka Godlewskiego. W ramach tych wspétprac inicjuje i uczestnicze
w badaniach zwigzanych z opracowywaniem strategii biomedycznych, z zakresu inzynierii
tkankowej, wspierajgcych koncepcje regeneracji i utrzymania funkcji tkanek.

Moja misjg jest tez inspiracja mtodych naukowcow, studentéw i doktorantdw do rozwoju
i nauki. Wiaze sie to z moim dalszym zaangazowaniem w realizacje prac dyplomowych, rozwdj
Interdyscyplinarnego Kota Naukowego Biomedykdw, jak rowniez opracowywanie nowych,
aktualnych i ciekawych kurséw dla studentéw Wydziatu Biologii i Hodowli Zwierzat.

Wykaz osiggnie¢ przedstawionych w_autoreferacie, jak rowniez pozostate wyniki
aktywnosci naukowej zostaty dodatkowo zestawione w Zataczniku nr 4. Moje osiagniecia
publikacyjne zostaty nagrodzone przez JM Rektora UPWr w latach 2015-2019.
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