WNIOSEK
do Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym we Wroclawiu
o wyrazenie opinii o projekcie badawczym
realizowanym w ramach dzialalnosci statutowej Uczelni

|. Tytul, stopien naukowy, imi¢ i nazwisko wnioskodawcy - osoby
zamierzajacej zrealizowa¢ projekt badawczy:

Dr hab. Aleksandra Klimczak, prof. PAN

.........................................................................................................................

2. Telefon kontaktowy 666308999
3. Nazwa jednostki organizacyjnej Uniwersytet-Medyeznege , W ktorej projekt

ma byc¢ realizowany
Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN, Samodzielne Laboratorium
Glikobiologii i Oddziatywan Mi¢dzykomérkowych

4. Tytut projektu:
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Mezenchymalne komorki macierzyste - Mesenchymal Stem Cells (MSC) - rezyduja w wielu
tkankach i narzadach i s3 odpowiedzialne za ich regeneracj¢ i utrzymanie prawidlowej funkcji
narzadu [1]. Jakkolwiek ich morfologia, immunofenotyp czy potencjal roznicowania jest zalezny
od tego, z ktérego narzadu pochodza komorki macierzyste. Koniec ubieglego stulecia i poczatek
obecnego wieku przyniost dynamiczny rozwéj badan dotyczacych biologii komorek
macierzystych [2,3,4]. Okazalo si¢, ze wielu naukowcow pozyskiw alo komorki z réoznych tkanck i
narzadoéw ale ich nomenklatura byla rézna. Nie ma specyficznego markera definiujacego MSC.
Stad aby zdefiniowa¢ mezenchmalng komorke macierzysta Mesenchymal and Tissue Stem Cell
Committee of the International Society for Cellular Therapy opracowal minimalne kryteria,
ktore powinna spelnia¢ komoérka mezenchymalna pochodzgca od czlowieka |5]. Po pierwsze
musza to byé¢ komorki majace zdolnosé¢ adhezji do plastiku o wysokim potencjale
proliferacyjnym, powinny posiada¢ specyficzne markery powierzchniowe CD73, CD90, CD105 i
nie powinny mie¢ ekspresji markerow charakterystycznych dla komérek hematopoetycznych
CD34, CD45, CD14. Ich multipotencjalny charakter powinien by¢ okreslony poprzez zdolnosci
do roznicowania w kierunku adipocytow, chondrocytow i osteoblastow [5]. Jakkolwiek, od



momentu zdefiniowania Kryteriow MSC badania nad ich biologia staly si¢ mocno zaawansowane
i proponowane dotychczasowe Kkryteria wymagaja modyfikacji.

Celem badan jest odpowiedz na pytanie czy izolowane 7 tkanek pooperacyjnych komorki
spelniaja minimalne kryteria komorek macierzystych zdefiniow anych przez Mesenchymal and
Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy |5] czy raczej sa
komo6rkami progenitorowymi specyficznymi dla tkanki, z ktorej pochodza.

Szezegolowy plan badan:

Material do badan beda stanowily wycinki migsni szkieletowych, skory i szpiku pobrane z
amputowanych w wyniku skrajnej choroby niedokrwiennej konczyn, dzigki wspolpracy z
Oddzialem Chirurgii Naczyniowej 4 Wojskowego Szpitala Klinicznego we Wroclawiu.

Zgodne z prawem zachowanie procedur chirurgicznych i tych zwigzanych z pobraniem tkanek z
amputowanej konczyny zostanie zagwarantowane przez Prof. dr hab. Dariusza Patrzalka,
Ordynatora Oddzialu Chirurgii Transplantacyjnej 4 WSK we Wroclawiu, wybitnego specjalisty
dziedzinie chirurgii naczyniowej i transplantologii z wieloletnim doswiadczeniem Kklinicznym.

Fragmenty mig$nia szkieletowego, skory i szpiku z amputowanej konczyny zostana pobrane po
wykonaniu czynnosci zwigzanych z zabezpieczeniem Kikuta po amputacji. W rutynowym
postgpowaniu amputowana konczyna podlega utylizacji medycznej. Przed utylizacja, do badan
eksperymentalnych zostanie pobrany fragment miesnia szkieletowego, skory i szpiku
wylyzeczkowanego zgodnie z procedury chirurgiczny. Pobranie tkanek po amputacji konczyny
w zaden sposob nie narusza zdrowia i zycia pacjenta. Przed zabiegiem chirurgicznym pacjent
wyraza dodatkowa, pisemng zgode na amputacje konczyny.

Projekt ma na celu przeprowadzenie wstepnych badan dotyczacych opracowania najbardziej
optymalnych warunkow hodowli komorek macierzystych tj. okre$lenie optymalnej liczby pasazy
oraz pozyskanie czystej  populacji komérek o fenotypie komoérki macierzystej
CD73+/CD90+/CD105+, jak i zabezpieczenia materialu do nastepowych badan pozwalajacych
na okreslenie biologii pozyskanych komorek z uzyciem technik cytometrii przepltywowej,
immunocytochemii oraz analizy genetycznej.

Harmonogram badan zaklada wykonanie nastepujacych zadan badawczych, ktore beda
realizowane jednoczesnie:

1.Badania dotyczace lokalizacji tkankowej komorek macierzystych w narzadach czlowieka: ko-
lokalizacja obecnosci markerow o fenotypie komorki macierzystej CD73, CD90, CD105 w
parafinowych preparatach tkankowych ze skory i mie$nia szKieletowego poprzez podwojne
barwienia immunofluorescencyjne z uzyciem markerow: PAX7, Sca-1, Peg3, oraz markerow
wykluczajacych obecnos¢ fenotypu komérek hematopoetycznych CD34, CD45s.

2.1zolacja i prowadzenie hodowli komorek pozyskanych z tkanek: miesni szkieletowych, skory i
szpiku kostnego.

- Szpik kostny zostanie pobrany do heparynizowanych probowek, komorki jednojadrowe beda
odseparowane na fikolu i poddane hodowli w medium aMEM.

- Wycinki tkanek pobranych z miesni szkieletowych i ze skory zostang podzielone na dwie czescei.
Jeden wycinek zostanie zamkniety w bloku parafinowym w celu wykorzystania do badan
immunocytochemicznych na obecnosé: CD45, CD34, CD117, CD73, CDY0, CD56, PAX7 oraz
oceny Ko-lokalizacji markerow komorkowych (patrz punkt 1). Drugi fragment wycinka
tkankowego bedzie trawiony enzymatycznie a pozyskane Komorki zostany umieszczone W
medium hodowlanym.



- Hodowla bedzie prowadzona w butelkach hodowlanych, zaleznie od potencjalu
proliferacyjnego populacji w butelkach T-25 lub T-75 z wykorzystaniem medium DMEM dla
komorek miesniowych i ze skory, oraz alfa-MEM dla komorek pozyskanych ze szpiku.
3.0cena fenotypu i wlasciwosci biologicznych komorek. Przy kazdym pasazu zabezpieczane
beda:
v komorki do izolacji RNA, celem pozniejszej analizy ekspresji genow zaangazowanych i
kontrolujacych proliferacje komorek pluripotencjalnych,
v' komorki w postaci preparatow cytospinowych do badania fenotypu poprzez podwojne i
potrojne barwienie immunocytochemiczne
v' komorki do analizy cytometrycznej z uzyciem przeciwcial: CD45, CD34, CD73, CD90,
CD105, CD56, CD146, CD31. Badanie fenotypu komorek bedzie wykonane z
zastosowaniem trojkolorowej cytometrii przeplywowej poprzez zewnatrzkomorkowe
barwienie antygenow przeciwcialami znakowanymi fluorochromami (FITC, PE, APC) w
odniesieniu do kontroli izotypowych dla wszystkich kolorow.

Przygotowane, zabarwione komorki beda analizowane  przy wykorzystaniu cytometru
przeptywowego FACS Calibur firmy Becton Dickinson.

Barwienie metoda cytometrii przeplywowej i immunocytochemiczne zostana wykonane w
ramach obecnego projektu, natomiast ocena genetyczna parametrow biologicznych z
wykorzystaniem mikromacierzy, ze wzgledu na wysokie koszty badan, zostang wykonane w
ramach grantu zewne¢trznego, do ktorego podstawa beda wyniki uzyskane w obecnym projekcie.
4.Badanie multipotencjalnego charakteru pozyskanych komorek w diugoterminowej hodowli z
uzyciem mediow roznicujacych w kierunku adipocytow, chondrocytow i osteoblastow pozwoli
na pelna ocene wlasciwosci biologicznych pozyskanych komorek zgodnie z kryteriami Komitetu
ds. Komorek Mezenchymalnych i Komorek Macierzystych Miedzynarodowego Towarzystwa
Terapii Komorkowej [2].

Powyzsze badania maja na celu znalezienie odpowiedzi na pytanie czy istnieja alternatywne
zrodla komorek macierzystych o potencjale regeneracyjnym do zastosowania klinicznego w
odniesieniu do MSC pozyskiwanych od dawcow komorek. Dazenie do zebrania tych,
wydawaloby si¢ podstawowych informacji na temat natury komorek macierzystych bylo i jest
niewystarczajace. Wierzymy, ze dokladne i kompleksowe scharakteryzowanie komorek
macierzystych pochodzacych z pooperacyjnych tkanek znaczaco pomoze w opracowywaniu
optymalnych technologii ich przygotowania do zastosowania w medycynie regeneracyjnej.
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7. Imig, nazwisko osoby majacej kierowa¢ eksperymentem w Uczelni, adres,

telefon kontaktowy:

Dr hab. Aleksandra Klimczak, prof. PAN

Instytut Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN,

Samodzielne Laboratorium Glikobiologii i Oddzialywan Mi¢dzykomérkowych
ul. R. Weigla 12

53-114 Wroclaw

Tel. 666308999

8. Skiad zespotu majacego realizowa¢ projekt badawczy z wyszezegdlnieniem
kwalifikacji zawodowych i naukowych

1.

(8]

Dr hab. Aleksandra Klimczak, prof. PAN. Laboratorium Glikobiologii i Oddzialywan
Mig¢dzykomorkowych IITD, Kierownik projektu. Prowadzi prace zwiazane z biologia.
immunopatomorfologia i mechanizmami reakcji przeszczep przeciwko gospodarzowi u
pacjentow po przeszezepieniu komorek hematopoetycznych oraz prace badawcze nad biologia
komorek  macierzystych.  Wieloletnie  doswiadczenie  w  dziedzinie  przeszczepien
komorkowych A. Klimezak zdobyta pracujac pod Kierunkiem Prof. dr hab. Andrzeja Lange,
kierownika Zakladu Immunologii Klinicznej w Instytucie Immunologii, Dyrektora
Dolnoslaskiego Centrum Transplantacji Komorkowych we Wroctawiu. Ponadto, przez 6 lat
pracowala w grupie badawczej Prof. dr hab. M. Siemionow w Cleveland Clinic, USA., gdzie
prowadzila badania eksperymentalne zwiazane 7 tolerancja immunologiczna na zlozone
przeszczepy wielotkankowe. wykorzystujac rowniez metody zwiazane z adoptywna terapia
komorkowa z uzyciem komorek hematopoetycznych i mezenchymalnych komorek
macierzystych w celu indukeji tolerancji. Aktywnos$¢ naukowa A. Klimezak znajduje
odzwierciedlenie w licznych publikacjach naukowych o zasiggu migdzynarodowym i
prezentacjach na zjazdach i konferencjach miedzynarodowych.

Wieloletnie  doswiadczenie dr  hab. Aleksandra Klimezak  dotyczace  immunologii
transplantacyjnej i medycyny regeneracyjnej zdobyte w zespole prof. dr hab. A. Lange we
Wroctawiu i w zespole prof. dr hab. M. Siemionow w Cleveland w USA. bedzie bardzo
uzyteczne w realizacji obecnego projektu badawezego dotyczacego mozliwosci pozyskania i
charakterystyki biologicznej komorek macierzystych izolowanych z tkanek pooperacyjnych.

Prof. dr hab. Dariusz Patrzalek Ordynator Oddzialu Chirurgii Transplantacyjnej 4
WSK we Wroclawiu. Profesor D. Patrzalek jest autorem i wspotautorem licznych publikacji
z dziedziny chirurgii naczyniowej i transplantacyjnej. Zgodne z prawem postepowanie,
dotyczace pobrania tkanek z amputowanych koficzyn, zostanie zagwarantowane przez Prof. dr
hab. Dariusza Patrzatka, wybitnego specjalisty w dziedzinie chirurgii naczyniowej i
transplantologii z wieloletnim doswiadczeniem klinicznym.

Mgr Urszula Kozlowska, doktorantka — posiada duze doswiadczenie w izolacji i hodowli
komorek macierzystych, ktore zdobyla pod opieka naukowa dr hab. A. Klimczak

Mgr Katarzyna Futoma, doktorantka — posiada duze doswiadczenie w stosowaniu technik
immunohistochemicznych oraz immunofluorescencyjnych niezbednych w realizacji zadan
badawczych. Umiejetnosci zdobyta pod opieka naukowa dr hab. A. Klimczak

..........................................................................................................

9. Miejsce(a) wykonywania badan:
Samodzielne Laboratorium Glikobiologii i Oddzialywan Migedzykomoérkowych, Instytut
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu.



10. Opis spodziewanych korzysciach leczniczych i poznawczych oraz
ewentualnych innych korzysciach dla 0sob poddanych eksperymentowi
medycznemu
Istotnym efektem badan przedklinicznych proponowanych w obecnym projekeie jest
opracowanie technologii pozyskania komorek macierzystych pochodzacych z réznych
tkanek pobranych z konczyn amputowanych z powodu skrajnej choroby niedokrwiennej
konczyn, poréwnanie efektywnosci ich ekspansji i przygotowanie tych komorek jako
potencjalnego zrodta MSC stuzacyeh do badan eksperymentalnych i nast¢powego
zastosowania w medycynie transplantacyjnej i regeneracyjnej. Zastosowanie komorek MSC
pozyskanych z tkanek z amputowanych konczyn bedzie moglo mieé zastosowanie kliniczne
po ich przygotowaniu w warunkach GMP. Na tym etapie projektu nie jest przewidziane
zastosowanie  Kkliniczne tylko charakterystyka biologiczna pozyskanych komorek.
Znamiennym efektem proponowanych badan jest identyfikacja macierzystych komorek
mezenchymalnych  oraz opisanie ich cech biologicznych w odniesieniu do miejsca ich
pozyskania.  Wykorzystanie potencjaltu terapeutycznego  macierzystych  komorek
mezenchymalnych stanowi istotny postep w transplantologii i w medycynie regeneracyjnej a
zastosowanie prawidlowych biologicznie MSC warunkuje skuteczno$é¢ dzialania. Ponadto
wyniki badan pozwoly na odpowiedzieé na pytanie czy istnieja alternatywne zrodla komorek
macierzystych o potencjale regeneracyjnym do zastosowania klinicznego w odniesieniu do
MSC pozyskiwanych od dawcow komorek.

................................................................................................

Do wniosku zataczono (odpowiednie podkresli¢):

a) kserokopie decyzji Rektora o przyznaniu finansowania w ramach
dziatalnosci statutowej Uczelni;

b) informacje dla 0sob poddanych eksperymentowi medycznemu zawierajaca
szczegotowe dane o celach i zasadach przeprowadzenia badan,
spodziewanych dla tych osob korzysciach leczniczych i innych oraz ryzyku
zwigzanym z udziatem w badaniach:

¢) sygnowane przez badacza zobowiazanie do uzyskania swiadomej zgody od
wszystkich badanych 0séb lub ich przedstawicieli ustawowych:;

d) wzor formularza zgody pacjenta lub jego przedstawiciela ustawowego, w
ktorym zawarte sg stwierdzenia dotyczace:

- dobrowolnego wyrazenia zgody na poddanie sie eksperymentowi
medycznemu po zapoznaniu sie z informacja o ktorej mowa w punkcie “c¢”,
- potwierdzenia mozliwosci zadawania pytan prowadzacemu eksperyment i
otrzymania odpowiedzi na te pytania,

- uzyskania informacji 0 mozliwosci odstapienia od udzialu w
eksperymencie w kazdym jego stadium;

e) wzor oswiadezenia osoby poddawanej eksperymentowi medycznemu lub jej
przedstawiciela ustawowego, w ktérym wyrazona jest zgoda na
przetwarzanie danych zwiazanych z udzialem w eksperymencie;
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KOMISJA BIOETYCZNA

przy

Uniwersytecie Medycznym

we Wroctawiu

ul. Pasteura 1; 50-367 WROCLAW

OPINIA KOMISJI BIOETYCZNEJ Nr KB —201/2016

Komisja Bioetyczna przy Uniwersytecie Medycznym we Wroctawiu, powolana
zarzgdzeniem Rektora Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu nr 78/XV R/2014 z dnia
26 listopada 2014 r. oraz dziatajgca w trybie przewidzianym rozporzadzeniem Ministra
Zdrowia i Opieki Spotecznej z dnia 11 maja 1999 r. (Dz.U. nr 47, poz. 480) na podstawie
ustawy o zawodzie lekarza z dnia 5 grudnia 1996 r. (Dz.U. nr 28 z 1997 r. poz. 152 z
pdzniejszymi zmianami ) w skladzie:

prof. dr hab. Maciej Baglaj (chirurgia, pediatria)

prof. dr hab. Karol Bal (filozofia)

dr hab. Jacek Daroszewski (endokrynologia, diabetologia)

prof. dr hab. Krzysztof Grabowski (chirurgia)

dr Henryk Kaczkowski (chirurgia szczekowa, chirurgia stomatologiczna)

mgr Irena Knabel-Krzyszowska (farmacja)

prof. dr hab. Jan Kolasa (prawo)

prof. dr hab. Jerzy Liebhart (choroby wewnetrzne, alergologia)

ks. dr hab. Piotr Mrzygltéd (duchowny)

prof. dr hab. Krystyna Orzechowska-Juzwenko (farmakologia kliniczna, choroby
wewngtrzne)

prof. dr hab. Zbigniew Rudkowski (pediatria)

dr hab. Stawomir Sidorowicz (psychiatria)

Danuta Tarkowska (potoznictwo)

dr hab. Andrzej Wojnar (histopatologia, dermatologia) przedstawiciel Dolnoslaskiej 1zby
Lekarskiej)

pod przewodnictwem
prof. dr hab. Jana Kornafela ( ginekologia i poloznictwo, onkologia)

Przestrzegajac w dziatalno$ci zasad Good Clinical Practice oraz zasad Deklaracji Helsifiskiej,
po zapoznaniu si¢ z projektem badawczym pt.

., Komorki macierzyste rezydujgce w tkankach — lokalizacja, izolacja oraz charakterystyka
biologiczna”



zgloszonym przez dr hab. Aleksandre¢ Klimczak, prof. PAN zatrudniong w Samodzielnym
Laboratorium Glikobiologii i Oddziatywan Miedzykomoérkowych Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu oraz zlozonymi wraz z wnioskiem
dokumentami, w tajnym gltosowaniu postanowita wyrazi¢ zgode na przeprowadzenie badania
w Samodzielnym Laboratorium Glikobiologii i Oddzialywan Miedzykomdrkowych Instytutu
Immunologii i Terapii Doswiadczalnej PAN we Wroclawiu pod warunkiem zachowania
anonimowosci uzyskanych danych.

Pouczenie: W ciggu 14 dni od otrzymania decyzji wnioskodawcy przystuguje prawo
odwotania do Komisji Odwotawczej za posrednictwem Komisji Bioetycznej UM we

Wroctawiu

Opinia powyzsza dotyczy: projektu badawczego bedgcego podstawg dziatalnosci statutowe;j

Wroclaw, dnia Z 9 kwietnia 2016 r.
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