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1. Wykaz zastosowanych skrótów 
 

ADSC 

mezenchymalne komórki macierzyste izolowane  
z tkanki tłuszczowej  

(ang. adipose-derived stem cells) 

AGE 
późne produkty glikacji  

(ang. advanced glycation endproducts) 

BM-MSC 

mezenchymalne komórki macierzyste pozyskane  
ze szpiku kostnego  

(ang. bone marrow mesenchymal stem cells) 

BrdU 
5-bromo-2’deoksyurydyna  

(ang. 5-bromo-2'-deoxyuridine) 

CAT ang. human catalase enzyme 

DFU zespół stopy cukrzycowej (ang. diabetic foot ulcer) 

FGF 
czynnik wzrostu fibroblastów  
(ang. fibroblast growth factor) 

GAPDH 
dehydrogenaza aldehydu 3-fosfoglicerynowego  

(ang. glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) 

HGF 
czynnik wzrostu hepatocytów  

(ang. hepatocyte growth factor) 

HMG-CoA 
3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzym A  

(ang. 3-hydroxy-3methylglutaryl coenzyme A) 

IDF 
Międzynarodowa Federacja Diabetologiczna  

(ang. International Diabetes Federation) 

IWGDF 
Międzynarodowa Grupa Robocza ds. Stopy Cukrzycowej  
(ang. International Working Group on the Diabetic Foot) 

LDH 
dehydrogenaza mleczanowa  
(ang. lactate dehydrogenase) 

MSC 
mezenchymalne komórki macierzyste  

(ang. mesenchymal stem cells) 

VEGF 
czynnik wzrostu śródbłonka naczyniowego  
(ang. vascular endothelial growth factor) 

ZSC zespół stopy cukrzycowej 
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2. Streszczenie w języku polskim 
 

Tytuł: Wpływ wybranych parametrów na metabolizm ludzkich mezenchymalnych 

komórek macierzystych oraz ich potencjał regeneracyjny w terapii leczenia ran 

 

Wstęp 

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest kompleksowa analiza wpływu 

wybranych warunków hodowli in vitro na metabolizm ludzkich mezenchymalnych 

komórek macierzystych (MSC) oraz ocena ich skuteczności terapeutycznej w klinicznym 

modelu trudno gojących się ran na przykładzie zespołu stopy cukrzycowej (ZSC).  

W obliczu dynamicznego rozwoju medycyny regeneracyjnej oraz potrzeby opracowania 

skutecznych metod wspomagających procesy naprawcze tkanek, kluczowe staje się 

poznanie mechanizmów warunkujących korzystne działanie MSC na regenerację 

uszkodzeń tkankowych. 

MSC charakteryzuje zdolność samoodnowy, wielokierunkowego różnicowania  

(w kierunku osteoblastów, chondrocytów czy adipocytów) oraz efektywne działanie 

parakrynne, przejawiające się modulacją odpowiedzi zapalnej oraz pobudzaniem 

angiogenezy. Dotychczasowe wyniki badań wskazują na potencjalne zastosowanie statyn, 

leków o właściwościach plejotropowych, mogących wzmacniać funkcje MSC w określonych 

warunkach środowiskowych. Dodatkowo istotnym czynnikiem modulującym metabolizm, 

proliferację i różnicowanie MSC jest stężenie tlenu w środowisku hodowli (normoksja versus 

hipoksja). 

Zrozumienie mechanizmów prowadzących do poprawy gojenia ran w warunkach 

zwiększonych wymagań metabolicznych oraz w środowisku zaburzonej perfuzji  

(jak w cukrzycy) jest nieodzowne do wdrożenia innowacyjnych terapii w codziennej 

praktyce klinicznej. Niniejszy cykl publikacji przyczynia się do poszerzenia wiedzy  

o działaniu statyn oraz hipoksji na MSC, a także o protokoły kliniczne stosowania MSC 

w trudno gojących się ranach. 

Dotychczas żadna praca naukowa nie oceniała łącznego wpływu statyn oraz 

ograniczenia stężenia tlenu w ramach hodowli MSC. Przedmiotem pracy nr 1 był wpływ 

atorwastatyny oraz rosuwastatyny na MSC w zróżnicowanych warunkach tlenowych, 

również z uwzględnieniem wieku dawców. W pracy nr 2 przeprowadzono badania in vivo: 
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mezenchymalne komórki macierzyste, izolowane z tkanki tłuszczowej (ADSC), 

aplikowano do ran w obrębie stopy cukrzycowej, w celu weryfikacji skuteczności terapii 

komórkowej w leczeniu trudno gojących się ran. W pracy nr 3 dokonano przeglądu 

literatury i wyników dotychczasowych badań, aby ułatwić przyszłym badaczom 

optymalne projektowanie terapii komórkowych przy leczeniu ran w stanach takich jak 

zespół stopy cukrzycowej czy inne przewlekłe owrzodzenia. 

  

Materiały i metody 

W pierwszym etapie badań wykorzystano ludzkie mezenchymalne komórki 

macierzyste pozyskane ze szpiku kostnego (BM-MSC), które pobrano od 12 pacjentów 

po uzyskaniu ich pisemnej zgody. Badanie rozpoczęto po uzyskaniu zgody Lokalnej 

Komisji Bioetycznej. Zostało ono przeprowadzono w Klinice Immunologii, 

Transplantologii i Chorób Wewnętrznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. 

Przeprowadzono standardową charakterystykę fenotypową komórek (ekspresja 

antygenów CD73, CD90, CD105 oraz brak ekspresji m.in. CD45, CD34) oraz poddano 

je testom różnicowania do linii osteogenicznej, chondrogenicznej i adipogennej. 

Dla oceny wpływu warunków tlenowych zastosowano dwa środowiska hodowli. 

W pierwszej grupie hodowli zastosowano środowisko normoksyjne (21% O2, 

standardowe warunki laboratoryjne), natomiast w drugiej środowisko hipoksyjne (2% O2, 

odzwierciedlające środowisko niedotlenienia komórek). Komórki inkubowano  

z atorwastatyną w stężeniu 0,05 µM (zbliżonym do fizjologicznego stężenia 

terapeutycznego u pacjentów) oraz z rosuwastatyną w stężeniu 0,04 µM. Dodatkowo 

przeprowadzono testy cytotoksyczności z użyciem niższych stężeń oraz stężenia 1 µM. 

Badano proliferację metodą BrdU (5-bromo-2’-deoksyurydyna) oraz cytotoksyczność za 

pomocą aktywności dehydrogenazy mleczanowej (LDH) w podłożu. 

Praca nr 2 podsumowuje badanie kliniczne z udziałem pacjentów z trudno 

gojącymi się ranami zespołu stopy cukrzycowej. Badanie rozpoczęto po uzyskaniu zgody 

Komisji Bioetycznej (KB/128/2019 24.06.2019 i KB/3/A2021 18.01.2021). Zostało ono 

zarejestrowane w zbiorze ClinicalTrials.gov pod numerem NCT03865394. Grupa badana 

obejmowała 47 pacjentów podzielonych na dwie podgrupy: pacjentów otrzymujących 

ADSC w fibrynowym nośniku lub otrzymujących sam fibrynowy klej tkankowy  

(grupa kontrolna). ADSC izolowane z tkanki tłuszczowej zdrowych dawców aplikowano 
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na powierzchnię ran, monitorując następnie przebieg gojenia oraz czas potrzebny do 

uzyskania 50-procentowej redukcji powierzchni owrzodzenia. Ponadto w materiale 

pobieranym z rany przeprowadzono analizy proteomiczne, a także ocenę obecności DNA 

pochodzącego od dawców komórek, w celu zweryfikowania ich czasu przeżycia  

w miejscu podania. 

Praca nr 3 stanowi przegląd literatury naukowej, w którym autorzy podsumowują: 

• mechanizmy działania MSC (m.in. efekty parakrynne, immunomodulacja), 

• wyniki najważniejszych badań przedklinicznych i klinicznych z zastosowaniem 

MSC, 

• potencjalne modyfikacje protokołów terapeutycznych, takie jak zastosowanie 

prekondycjonowania komórek macierzystych, modyfikacje genetyczne czy 

wykorzystanie rusztowań wspomagających przeżycie i integrację komórek w ranie, 

• ograniczenia i perspektywy rozwoju terapii MSC w leczeniu ran przewlekłych, 

zwłaszcza w cukrzycy. 

W przeglądzie zwrócono również uwagę na kwestie bezpieczeństwa stosowania 

MSC, ze szczególnym uwzględnieniem ryzyka immunogenności w warunkach 

allogenicznych oraz możliwych reakcji zapalnych. 

 

Wyniki 

Obserwacje poczynione w pracy nr 1 określają optymalne warunki 

prekondycjonowania przy użyciu statyn oraz zmiennego stężenia tlenu dla najbardziej 

efektywnego działania MSC. 

Wykazano, że: 

• atorwastatyna w stężeniach zbliżonych do fizjologicznych istotnie zwiększała 

proliferację MSC, zarówno w warunkach normoksji, jak i hipoksji, nie wywołując 

przy tym znaczącej cytotoksyczności; 

• rosuwastatyna w warunkach hipoksji również stymulowała proliferację bez 

istotnych efektów toksycznych, natomiast w normoksji nieco częściej 

powodowała niewielkie wzrosty cytotoksyczności (zależne od stężenia leku); 

• hipoksja per se zwiększała zdolności proliferacyjne MSC, co może oznaczać,  

że komórki w warunkach niskiego stężenia tlenu lepiej adaptują się do środowiska 

z jego ograniczonym dostępem (np. w tkankach niedokrwionych); 
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• wiek dawców nie wykazał w analizach istotnego różnicującego wpływu  

na odpowiedź komórkową w kontekście statyn w testowanych populacjach 

 (choć ogólnie starszy wiek dawców może korelować ze zmniejszoną aktywnością 

proliferacyjną MSC). 

W pracy nr 2 zaobserwowano następujące wyniki wielotygodniowej obserwacji 

pacjentów z ZSC: 

• zmniejszenie powierzchni rany następowało szybciej w grupie otrzymującej 

ADSC niż w grupie kontrolnej, co potwierdzono zarówno krótszym czasem  

do redukcji powierzchni owrzodzenia o 50%, jak i większym odsetkiem pełnego 

wygojenia do końca obserwacji; 

• analiza proteomiczna wskazała na wzmożoną ekspresję białek odpowiadających 

za procesy regeneracyjne i angiogenezę (GAPDH, CAT i inne) 

• wykrywalność DNA dawców w miejscu rany utrzymywała się do około  

2-3 tygodni od aplikacji MSC; co sugeruje, że allogeniczne MSC mogą przetrwać 

w środowisku rany wystarczająco długo, by zainicjować korzystne zmiany  

w przebiegu gojenia; 

• nie zanotowano poważnych zdarzeń niepożądanych bezpośrednio związanych  

z podaniem MSC, co przemawia za bezpieczeństwem stosowania takiej terapii  

w warunkach klinicznych. 

Wyniki badań 1 i 2 miały znaczący wpływ na powstanie pracy poglądowej  

(praca nr 3), która podsumowuje dotychczasowe obserwacje i nakreśla kierunki dalszych 

badań nad wykorzystaniem komórek macierzystych w terapii leczenia ran: 

• mechanizm działania MSC w ranach obejmuje immunomodulację (m.in. zmiana 

profilu cytokin pro- i przeciwzapalnych), stymulację angiogenezy (poprzez 

sekrecję czynników wzrostu, np. VEGF) oraz bezpośrednie wspomaganie procesu 

tworzenia nowej tkanki; 

• wpływ parametrów hodowli (stężenie tlenu, obecność leków plejotropowych, 

wiek dawcy itp.) może optymalizować terapeutyczny potencjał MSC; 

• strategie usprawniania terapii: modyfikacje genetyczne, aktywacja MSC 

bodźcami (np. hipoksja, czynniki wzrostu), łączenie komórek z rusztowaniami 

(np. hydrożele czy konstrukty tkankowe); 

• zagadnienia bezpieczeństwa i standaryzacja: szczególną uwagę należy zwrócić na 

czystość mikrobiologiczną preparatu, ryzyko reakcji immunologicznych przy 
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przeszczepach allogenicznych oraz na standaryzację protokołów wytwarzania 

MSC.  

 

Wnioski 

Zaprezentowany cykl publikacji potwierdza, że zarówno warunki hodowli  

w hipoksji, jak i zastosowanie statyn w odpowiednich stężeniach mogą pozytywnie 

wpływać na proliferację i funkcje ludzkich mezenchymalnych komórek macierzystych  

in vitro. Tak zoptymalizowane MSC, w połączeniu z odpowiednimi technikami podania 

(np. za pomocą klejów tkankowych czy hydrożeli), mają szansę usprawnić gojenie ran  

w modelu klinicznym, szczególnie w tak wymagającej grupie pacjentów jak chorzy  

z zespołem stopy cukrzycowej. 

W warunkach klinicznych terapia komórkowa z użyciem allogenicznych ADSC 

w stopie cukrzycowej prowadziła do przyspieszenia procesu gojenia ran i wyższej 

częstości całkowitego wygojenia, bez istotnych zdarzeń niepożądanych. Analizy 

proteomiczne oraz obserwacje żywotności komórek w ranie potwierdzają, że MSC nie 

tylko przetrwały w trudnym środowisku miejscowym, ale też aktywnie modulowały 

lokalną odpowiedź zapalną i stymulowały procesy naprawcze poprzez zwiększoną 

ekspresję białek proangiogennych oraz immunomodulujących. 

Praca poglądowa stanowi wskazówkę dla przyszłych badaczy, pokazując  

z jednej strony potencjał MSC w regeneracji tkanek przy różnego rodzaju  

owrzodzeniach, a z drugiej wyzwania związane z przejściem od badań laboratoryjnych 

do rutynowych zastosowań klinicznych. Istotne obszary rozwoju to: precyzyjne 

określenie optymalnych dawek i częstotliwości podań, wdrożenie spersonalizowanych 

protokołów (np. z uwzględnieniem dodatkowych czynników, takich jak wiek pacjenta 

czy stan zaawansowania owrzodzenia), a także dalsze doskonalenie metod modyfikacji 

MSC w celu zwiększenia ich przeżywalności w tkankach. 

Podsumowując, przedstawiony cykl publikacji dostarcza spójnego obrazu 

wielopłaszczyznowych badań, wykazujących korzystne działanie MSC w środowisku 

hipoksji i pod wpływem statyn oraz potwierdzających skuteczność i bezpieczeństwo 

zastosowania terapii komórkowej w leczeniu przewlekłych ran u pacjentów z cukrzycą. 

Wyniki te mogą stać się podstawą dalszego rozwoju medycyny regeneracyjnej  

i wdrażania innowacyjnych rozwiązań w codziennej praktyce klinicznej. 
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3. Streszczenie w języku angielskim 
 

 

Title: The influence of selected parameters on the metabolism of human 

mesenchymal stem cells and their regenerative potential in wound therapy 

Introduction 

The objective of this doctoral dissertation is a comprehensive analysis  

of the impact of selected in vitro culture conditions on the metabolism of human 

mesenchymal stem cells (MSC), along with the evaluation of their therapeutic efficacy  

in a clinical model of chronic wounds, exemplified by diabetic foot ulcer (DFU). Given 

the dynamic advancement in regenerative medicine and the necessity of developing 

effective methods to enhance tissue repair processes, understanding the mechanisms 

underpinning the beneficial effects of MSC on tissue regeneration becomes critical. 

MSC are characterized by self-renewal capacity, multilineage differentiation 

potential (including osteoblasts, chondrocytes, and adipocytes), and effective paracrine 

activity manifested by modulation of inflammatory responses and stimulation  

of angiogenesis. Existing research suggests potential applications for statins, pleiotropic 

medication, which may enhance MSC functions under specific environmental conditions. 

Additionally, oxygen concentration in the culture environment (normoxia versus hypoxia) 

is an essential factor influencing MSC metabolism, proliferation, and differentiation. 

Understanding the mechanisms that lead to improved wound healing under 

conditions of increased metabolic demand and impaired perfusion (as observed  

in diabetes) is crucial for the implementation of innovative therapies in everyday clinical 

practice. This series of publications contributes to expanding knowledge on the effects  

of statins and hypoxia on MSC, as well as clinical protocols for MSC application  

in chronic wounds. 

To date of publication, no study has previously assessed the combined influence 

of statins and reduced oxygen concentration in MSC cultures. Study no. 1 investigated 

the effects of atorvastatin and rosuvastatin on MSC under varying oxygen conditions,  

also considering donor age. Study no. 2 conducted in vivo experiments: adipose-derived 

mesenchymal stem cells (ADSC) were applied to diabetic foot ulcer to verify the efficacy 

of cellular therapy in treating chronic wounds. Study no. 3 reviewed literature  
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and previous study results to assist future researchers in optimizing the design of cellular 

therapies for wounds, such as DFU and other chronic wounds. 

Materials and methods 

In the initial stage of the study, human mesenchymal stem cells derived from bone 

marrow (BM-MSC) were obtained from 12 patients after receiving their written consent. 

Ethical approval was granted by the Local Bioethics Committee. The study was 

conducted at the Department of Immunology, Transplantology and Internal Diseases  

of the Medical University of Warsaw. Standard phenotypic characterization of cells 

(expression of CD73, CD90, CD105 antigens, and absence of markers such as CD45, 

CD34) and differentiation assays (osteogenic, chondrogenic, and adipogenic lineages) 

were performed. 

Two culture environments were tested to evaluate the impact of oxygen conditions. 

The first group involved normoxic conditions (21% O₂, standard laboratory conditions), 

while the second employed hypoxic conditions (2% O₂, reflecting cellular hypoxia).  

Cells were incubated with atorvastatin at 0.05 µM (close to physiological therapeutic 

concentrations in patients) and rosuvastatin at 0.04 µM. Cytotoxicity tests were 

additionally performed using lower concentrations and a higher concentration (1 µM). 

Proliferation was assessed by BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) assay, and cytotoxicity 

was evaluated by measuring LDH (lactate dehydrogenase) activity in the culture medium. 

Study no. 2 summarized a clinical trial involving patients with diabetic foot ulcers. 

Ethical approval (KB/128/2019 24.06.2019 and KB/3/A2021 18.01.2021) was obtained, 

and the study was registered on ClinicalTrials.gov (NCT03865394). The study group 

comprised 47 patients divided into two subgroups: patients receiving ADSC embedded 

in fibrin carriers and those receiving fibrin glue alone (control group). ADSC isolated 

from adipose tissue of healthy donors were applied to wound surfaces, and healing 

progression and the time to 50% ulcer size reduction were monitored. Additionally, 

wound samples underwent proteomic analysis and assessment for donor-derived DNA  

to determine cell survival duration post-application. 
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Study no. 3 consisted of a literature review summarizing: 

• MSC mechanisms of action (paracrine effects, immunomodulation, etc.), 

• results of key preclinical and clinical MSC studies, 

• potential therapeutic protocol modifications such as MSC preconditioning, 

genetic modifications, or scaffolds to enhance MSC survival and integration 

within wounds, 

• limitations and perspectives of MSC therapy development for chronic wounds, 

particularly in diabetes. 

The review also emphasized MSC application safety concerns, particularly 

immunogenicity risks under allogeneic conditions and possible inflammatory reactions. 

Results 

Observations from study no. 1 identified optimal preconditioning conditions using 

statins and variable oxygen levels for effective MSC performance. Key findings included: 

• Physiological concentrations of atorvastatin significantly increased MSC 

proliferation under both normoxic and hypoxic conditions without substantial 

cytotoxicity; 

• Rosuvastatin stimulated proliferation in hypoxic conditions without significant 

toxic effects, while slight dose-dependent cytotoxicity increases were observed 

under normoxia; 

• Hypoxia alone enhanced MSC proliferative capacity, suggesting cells better adapt 

to low oxygen environments typical in ischemic tissues; 

• Donor age did not significantly affect MSC response to statins, although generally 

older donors showed lower MSC proliferative activity. 

 

Study no. 2 observed the following results from long-term patient monitoring with 

DFU: 

• Faster wound size reduction in the ADSC-treated group compared to controls, 

demonstrated by shorter times to 50% ulcer reduction and higher complete healing 

rates; 

• Proteomic analysis indicated increased expression of regenerative and angiogenesis-

related proteins (GAPDH, CAT, etc); 
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• Donor DNA detection at wound sites persisted for approximately 2-3 weeks post-

application, suggesting adequate MSC survival duration for initiating beneficial 

wound healing effects; 

• No serious adverse events directly linked to MSC administration occurred, 

confirming clinical safety. 

The findings of studies 1 and 2 significantly contributed to the review paper  

(study no. 3), summarizing previous observations and highlighting future research 

directions: 

• MSC wound healing mechanisms involve immunomodulation, angiogenesis 

stimulation (e.g., VEGF secretion), and direct tissue regeneration support; 

• Culture parameters (oxygen concentration, pleiotropic drugs, donor age) optimize 

MSC therapeutic potential; 

• Therapeutic enhancement strategies include genetic modifications, MSC 

activation by stimuli (hypoxia, growth factors), and cell-scaffold integration 

(hydrogels or tissue constructs); 

• Safety issues and standardization: microbiological purity, immunological reaction 

risks in allogeneic transplantation, and standardized MSC production protocols. 

 

Conclusions 

This series of publications demonstrates that hypoxic conditions and appropriate 

statin concentrations positively impact human MSC proliferation and functionality  

in vitro. Optimized MSC, combined with suitable administration techniques  

(tissue adhesives, hydrogels), can improve wound healing in clinical models, particularly 

challenging diabetic foot ulcer patients. 

Clinically, allogeneic ADSC therapy accelerated diabetic foot wound healing, 

increasing complete recovery frequency without significant adverse events. Proteomic 

analysis and cellular survival observations confirm MSC survival in challenging local 

environments, actively modulating inflammatory responses and stimulating repair via 

proangiogenic and immunomodulatory protein expression. 

The review provides guidance for future researchers, highlighting MSC 

regenerative potential and challenges transitioning from laboratory research to clinical 

practice. Essential development areas include precise dosage and administration protocols, 
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personalized approaches (considering patient age or ulcer severity), and MSC 

modification strategies enhancing tissue survival. 

In summary, this publication series offers comprehensive evidence of MSC 

benefits under hypoxia and statins, confirming cellular therapy's efficacy and safety  

in treating chronic diabetic wounds, laying the foundation for regenerative medicine 

advancements and innovative clinical applications. 
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4. Wstęp uzasadniający połączenie wskazanych publikacji w jeden 

cykl oraz komentujący osiągnięcia naukowe na tle 

dotychczasowego stanu wiedzy 
 

Cukrzyca stanowi jedno z najpoważniejszych wyzwań współczesnej medycyny, 

ze względu na stały wzrost częstości jej występowania oraz indukcję licznych, trudnych 

do leczenia powikłań. Według danych International Diabetes Federation (IDF) na świecie 

żyje już ponad 530 milionów osób z cukrzycą, a liczba ta może wzrosnąć do blisko  

800 milionów w połowie bieżącego stulecia (1). Cukrzyca definiowana jest jako choroba 

metaboliczna, której głównym kryterium rozpoznania jest przewlekła hiperglikemia 

wynikająca z upośledzonego wydzielania bądź działania insuliny. Najczęstsze postaci 

cukrzycy to cukrzyca typu 1 (uwarunkowana autoimmunologicznie), cukrzyca typu 2 

(związana z insulinoopornością i względnym niedoborem insuliny) oraz cukrzyca 

ciężarnych. W dobie nowoczesnych metod diagnostycznych zwiększa się także częstość 

rozpoznawania innych podtypów cukrzycy, np. cukrzycy monogenowej. Dynamiczny 

wzrost częstości występowania cukrzycy w populacji świata skutkuje zwiększaniem się 

liczby chorych z przewlekłymi powikłaniami naczyniowymi, co przekłada się na istotne 

koszty społeczne i zdrowotne. Długo utrzymująca się hiperglikemia prowadzi do rozwoju 

uszkodzeń śródbłonka, powstania zaawansowanych produktów glikacji (AGE), stresu 

oksydacyjnego oraz przewlekłego stanu zapalnego. Wszystkie te procesy mają kluczowy 

wpływ na patogenezę powikłań w obrębie dużych naczyń tętniczych (makroangiopatia)  

i małych naczyń (mikroangiopatia). Konsekwencjami są m.in. przyspieszona miażdżyca, 

retinopatia cukrzycowa, nefropatia cukrzycowa, a także polineuropatia cukrzycowa. 

Jednym z najpoważniejszych i zarazem najczęstszych powikłań mikro-  

i makroangiopatycznych jest zespół stopy cukrzycowej, będący główną przyczyną 

amputacji niezwiązanych z urazami oraz najczęstszą przyczyną hospitalizacji pacjentów 

chorujących na cukrzycę (2). Obecnie według najnowszej definicji Międzynarodowej 

Grupy Roboczej ds. Stopy Cukrzycowej (IWGDF) rozszerzono pojęcie stopy 

cukrzycowej do tzw. Cukrzycowej choroby stóp, która obejmuje zarówno klasyczne 

postacie (do niedawna nazywane zespołem stopy cukrzycowej) oraz stany, które do niej 

doprowadzają (neuropatia oraz stany miażdżycowe tętnic kończyn dolnych).  

W przypadku możliwości dysponowania wystarczającymi środkami wczesnej prewencji 

czynników etiologicznych cukrzycowej choroby stóp, prawdopodobnie nie było potrzeby 
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poszukiwania zaawansowanych metod terapeutycznych do przeciwdziałania tym 

czynnikom. 

Głównym czynnikiem etiologicznym powstawania i utrzymywania się trudno 

gojących się ran w cukrzycy jest neuropatia cukrzycowa. Powstaje ona w wyniku 

długotrwałego działania hiperglikemii na drobne naczynia oraz na same włókna nerwowe, 

co prowadzi do ich niedotlenienia i uszkodzenia. Proces ten obejmuje zarówno włókna 

czuciowe, ruchowe, jak i autonomiczne. W efekcie dochodzi do zaburzeń czucia bólu, 

temperatury czy wibracji, co może sprzyjać tworzeniu się niezauważonych otarć, pęknięć 

naskórka i drobnych urazów. Ponadto dysfunkcja autonomiczna prowadzi do suchości 

skóry oraz zaburzeń troficznych w obrębie kończyn dolnych. Pacjent często nie odczuwa 

bólu, a więc nie chroni stopy przed mikrourazami. Brak mechanizmu ostrzegawczego 

powoduje progresję niewielkich uszkodzeń do głębokich owrzodzeń. Dodatkowo 

występują zaburzenia ukrwienia stopy, które wynikają z zaawansowanej miażdżycy 

tętnic obwodowych, zwłaszcza u pacjentów z wieloletnią cukrzycą typu 2. Uszkodzony 

śródbłonek naczyniowy i nasilona proliferacja komórek mięśni gładkich w ścianie tętnic 

prowadzą do zwężenia światła naczyń oraz ograniczenia perfuzji tkanek dystalnych. 

Niska podaż tlenu i substancji odżywczych przekłada się na zaburzenia procesów gojenia 

się ran (3). Infekcje w warunkach niedotlenienia mają większą skłonność do szybkiego 

rozprzestrzeniania się w głąb tkanek, prowadząc często do rozległych stanów zapalnych, 

a nawet posocznicy. Szczegółowy opis procesów patofizjologicznych wpływających na 

upośledzenie gojenia się ran w przebiegu cukrzycy zawarty jest w pracy nr 3 składającej 

się na ten cykl publikacji, dlatego w tej części nakreślony został jedynie zarys tych 

procesów. 

Jak wspomniano powyżej, jednym z najcięższych powikłań wieloletniej cukrzycy 

jest wystąpienie owrzodzenia definiowanego jako stopa cukrzycowa, co niejednokrotnie 

kończy się amputacją kończyny. Dodać zdanie nt. innych rodzajów ran Owrzodzenia 

kończyn dolnych dotykają nawet jednej trzeciej pacjentów w ciągu ich życia, prowadząc 

do znacznej zachorowalności, charakteryzującej się trudnym przebiegiem leczenia  

i wysokim wskaźnikiem nawrotów (4). 

Z epidemiologicznego punktu widzenia głównymi czynnikami ryzyka rozwoju 

ZSC są czas trwania cukrzycy, wyrównanie metaboliczne choroby, współistniejąca 

przewlekła choroba nerek, nadciśnienie tętnicze, hiperlipidemia oraz palenie papierosów. 

Nie bez znaczenia pozostaje czynnik socjoekonomiczny, a zwłaszcza utrudniony dostęp 

do nowoczesnych metod diagnostycznych, brak odpowiedniej edukacji pacjenta  
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w zakresie pielęgnacji stóp czy zbyt późne wdrożenie leczenia. W codziennej praktyce 

klinicznej w leczeniu owrzodzeń w przebiegu ZSC stosuje się przede wszystkim metody 

mające na celu redukcję obciążenia uszkodzonej stopy (odciążanie), odpowiednią 

kontrolę zakażenia (antybiotykoterapię celowaną, interwencje chirurgiczne), poprawę 

ukrwienia (leczenie rewaskularyzacyjne), a także skuteczną kontrolę glikemii. Mimo tych 

wysiłków, wiele ran jest trudnych do wyleczenia, zwłaszcza w zaawansowanych stadiach 

niedokrwienia i/lub neuropatii (5, 6). Stąd od lat poszukuje się nowych metod 

terapeutycznych umożliwiających poprawę ukrwienia i przyspieszenie procesów 

regeneracyjnych. Czynnikami predysponującymi do szybkiego pogarszania się stanu 

miejscowego rany u pacjentów z zespołem stopy cukrzycowej są wspomniana neuropatia 

czuciowa, która sprawia, że chory rzadko zgłasza dolegliwości bólowe, oraz utrudniony 

przepływ krwi w tętnicach obwodowych, który uniemożliwia szybką odpowiedź 

immunologiczną i właściwą dystrybucję leków do tkanek. Ze względu na niewystarczającą 

skuteczność obecnych metod leczenia trudno gojących się ran w przebiegu cukrzycy, 

intensywnie prowadzi się badania nad nowymi strategiami terapeutycznymi. Jednym  

z obszarów szczególnego zainteresowania jest zastosowanie mezenchymalnych komórek 

macierzystych, które ze względu na swój potencjał regeneracyjny i immunomodulacyjny 

mogą stanowić ważne wsparcie w terapii ran przewlekłych. (7) 

MSC to populacja komórek multipotencjalnych, które można izolować z wielu 

tkanek organizmu, w tym szpiku kostnego, tkanki tłuszczowej, krwi pępowinowej czy 

galarety Whartona. (8) W warunkach in vitro wykazują one zdolność różnicowania się 

m.in. w kierunku osteocytów, chondrocytów i adipocytów, a także wyróżniają się 

wydzielaniem licznych czynników wzrostu (np. VEGF, FGF czy HGF), cytokin 

immunomodulujących i białek o działaniu przeciwzapalnym. (9) Z tego powodu MSC 

były już testowane w wielu modelach regeneracji tkanek, w tym w gojeniu ran skórnych 

czy regeneracji mięśnia sercowego. (10) 

Statyny, to leki z grupy inhibitorów reduktazy 3-hydroksy-3-metyloglutarylokoenzymu 

A (HMG-CoA), powszechnie stosowane w celu obniżania poziomu cholesterolu frakcji 

LDL i redukcji ryzyka sercowo-naczyniowego. W ostatnich latach wykazano jednak 

szereg efektów plejotropowych tych leków, co oznacza, że ich działanie wykracza poza 

redukcję stężenia cholesterolu. Okazuje się, że statyny mogą wpływać m.in. na proces 

zapalny, funkcję śródbłonka, czy angiogenezę. W kontekście gojenia ran interesujące są 

doniesienia, że statyny mogą modulować aktywność MSC - zarówno pobudzać 

proliferację tych komórek, jak i zwiększać ich potencjał parakrynny. (10) W hodowli 
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komórek zwierzęcych wykazano, że statyny hamują w MSC szlak apoptozy indukowanej 

hipoksją (11) i nasilają proces autofagii (12). W badaniach na modelu świńskim podanie 

atorwastatyny skutkowało zwiększoną skutecznością terapii z użyciem MSC po zawale 

serca (13). 

Hipoksja, czyli obniżone stężenie tlenu w środowisku, stanowi jeden z istotnych 

czynników patogenetycznych w procesie rozwoju stopy cukrzycowej. Niedotlenienie 

tkanek pogarsza rokowanie co do wygojenia ran, zwłaszcza w obecności infekcji.  

Z drugiej strony, istnieją doniesienia naukowe sugerujące, że krótkotrwała ekspozycja 

MSC na warunki niedotlenienia (czy też inne bodźce stresowe) może wzmacniać ich 

potencjał regeneracyjny oraz wydzielanie cytokin i czynników wzrostu, zjawisko to 

nazywane jest prekondycjonowaniem. Powszechnie wiadomo, że stężenie tlenu znacząco 

wpływa na zachowanie komórek. Analiza wykazała, że ponad 440 genów MSC było  

w różny sposób regulowanych pod wpływem niedotlenienia (0,5% O2 przez 24 h)  

w porównaniu do standardowych warunków hodowli (21% O2) (14). Wpływ hipoksji na 

aktywność MSC jest szczególnie istotny, jeśli chodzi o potencjał terapeutyczny leczenia 

powikłań wielu chorób, takich jak ostry zespół wieńcowy. Wpływ hipoksji badano 

również u pacjentów z zespołem stopy cukrzycowej, gdzie powtarzalne zaciski mankietu 

na przedramieniu wywoływały przyspieszenie procesu gojenia się rany na przeciwległej 

kończynie dolnej w porównaniu do grupy pacjentów, u których nie stosowano 

powyższego sposobu interwencji (15). 

W pracy nr 1 niniejszego cyklu wykazano, że atorwastatyna i rosuwastatyna mogą  

w warunkach in vitro wspomagać proliferację mezenchymalnych komórek macierzystych  

i jednocześnie nie wywoływać istotnych efektów cytotoksycznych, zwłaszcza w stężeniach 

zbliżonych do tych osiąganych w surowicy pacjentów leczonych standardowymi dawkami. 

Szczególnie interesujący jest fakt, iż wpływ statyn na MSC może być zależny od poziomu 

tlenu w środowisku hodowli (normoksja vs. hipoksja) oraz od wieku dawcy komórek. 

Zależności te mają kluczowe znaczenie przy projektowaniu potencjalnych zastosowań 

klinicznych. 

Połączenie statyn i kontrolowanej hipoksji w kontekście prekondycjonowania 

MSC wydaje się szczególnie obiecujące, gdyż oba czynniki - choć różnymi szlakami  

- mogą poprawiać zdolności regeneracyjne tych komórek. Statyny mogą wspomagać 

przeżycie MSC w niekorzystnych warunkach tlenowych, natomiast hipoksja w sposób 

naturalny „przygotowuje” komórki do funkcjonowania w niedotlenionym obszarze rany, 

jednocześnie stymulując wydzielanie czynników wzrostu. Mechanizmy te wymagają 
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dalszego zbadania in vitro i in vivo, ale już obecne dane opisane w pracach będących 

częścią tej rozprawy wskazują na ich realny potencjał kliniczny. 

Korzystny wpływ MSC na gojenie ran w cukrzycy jest szeroko omawiany  

w literaturze. W pracy nr 2 niniejszej rozprawy wykazano, że ADSC sprzyjają gojeniu 

się ran w stopie cukrzycowej poprzez zwiększenie angiogenezy i modulację stanu 

zapalnego. Z kolei w pracy nr 3 zwrócono uwagę na wielokierunkowe mechanizmy 

działania MSC - w tym na zdolność do wydzielania czynników wzrostu, cytokin 

immunomodulujących i proteolitycznych enzymów uczestniczących w przebudowie 

macierzy pozakomórkowej. Łączenie tych komórek z dodatkowymi metodami 

wspomagającymi, takimi jak zastosowanie statyn, czynników wzrostu czy warunków 

hipoksji, może prowadzić do jeszcze bardziej efektywnej terapii. 

Równocześnie warto podkreślić, że w dotychczasowych badaniach klinicznych  

z udziałem MSC, część pacjentów z cukrzycą odniosła znaczącą poprawę w zakresie 

gojenia się ran stopy, co przekładało się na zmniejszenie ryzyka amputacji oraz poprawę 

jakości życia. Z tego powodu opracowanie protokołów klinicznych optymalizujących 

wykorzystanie MSC u chorych z zaawansowanym zespołem stopy cukrzycowej wydaje 

się obiecującym kierunkiem badań. 

Przedstawione w cyklu trzy publikacje koncentrują się na powiązanych aspektach: 
• praca nr 1 odnosi się do badania efektów statyn w zależności od stężenia tlenu 

oraz wieku dawcy MSC w warunkach in vitro; 

• prace nr 2 i 3 omawiają potencjał MSC w terapii przewlekłych ran, z naciskiem 

na mechanizmy molekularne, w tym udział cytokin i czynników wzrostu. 

Wspólnym mianownikiem tych prac jest dążenie do optymalizacji terapii 

komórkowych w warunkach, jakie spotykamy u pacjentów z cukrzycą i powikłaniami 

naczyniowymi, w tym w zespole stopy cukrzycowej. W każdym z artykułów analizowano 

potencjalne sposoby wzmacniania właściwości MSC (statyny, hipoksja, protokoły hodowli), 

co ostatecznie ma służyć poprawie skuteczności klinicznej. Takie wielopłaszczyznowe 

spojrzenie, od badań podstawowych po wskazania kliniczne, czyni prace komplementarnymi 

i uzasadnia ich włączenie w jeden cykl rozprawy doktorskiej. 
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5. Założenia i cel pracy 
 

Głównym celem rozprawy doktorskiej jest zbadanie wpływu statyn oraz hipoksji 

na wybrane parametry metaboliczne mezenchymalnych komórek macierzystych (MSC) 

oraz ocena potencjału terapeutycznego tych komórek, zwłaszcza w kontekście leczenia 

trudno gojących się ran w przebiegu cukrzycy (w tym zespołu stopy cukrzycowej).  
• Prekondycjonowanie z użyciem statyn oraz hipoksji może wpływać 

korzystnie na proliferację oraz przeżywalność MSC, a tym samym 

potencjalnie wspierać ich zastosowanie w regeneracyjnych terapiach 

ukierunkowanych na uszkodzenia niedokrwienne. 

• ADSC są zdolne do przyspieszania procesu gojenia ran w zespole stopy 

cukrzycowej. 

Celem rozprawy było: 

1. Określenie wpływu wykorzystania statyn w procesie prekondycjonowania na 

aktywność i cytotoksyczność ludzkich MSC w warunkach normoksji i hipoksji,  

z uwzględnieniem potencjalnych różnic związanych z wiekiem dawcy. 

2. Ocena klinicznej skuteczności oraz bezpieczeństwa podania allogenicznych ADSC 

w leczeniu przewlekłych owrzodzeń stopy cukrzycowej, w tym w kontekście zmiany 

rozmiaru rany i częstości całkowitego wygojenia. 

3. Analiza molekularnych podstaw działania MSC na proces gojenia ran, 

uwzględniająca m.in. badania proteomiczne łożyska rany i ocenę czasu przeżycia 

komórek dawcy w miejscu owrzodzenia, w celu lepszego zrozumienia 

mechanizmów regeneracyjnych. 
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6. Kopie opublikowanych prac 
6.1. The influence of oxygen deprivation and donor age on the effect of statins 

on human mesenchymal stromal cells 
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6.2. Allogenic Adipose-Derived stem cells in diabetic foot ulcer treatment: Clinical 

effectivenss, safety, survival in the Wound site, and proteomic impact 
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6.3. The potential of mesenchymal stem.stromal cells in diabetic wounds and future 

directions for reasearch and therapy-is it time for use in everyday practice? 

 



 

53 
 

  



 

54 
 

 



 

55 
 

 



 

56 
 

 



 

57 
 

 



 

58 
 

 



 

59 
 

 



 

60 
 

 



 

61 
 

 



 

62 
 

 



 

63 
 

 



 

64 
 

 



 

65 
 

 



 

66 
 

 



 

67 
 

 



 

68 
 

 



 

69 
 

 



 

70 
 

 



 

71 
 

7. Podsumowanie 

Przedstawione w rozprawie doktorskiej publikacje wnoszą istotny wkład w rozwój 

wiedzy na temat wykorzystania mezenchymalnych komórek macierzystych w leczeniu 

trudno gojących się ran w przebiegu cukrzycy oraz wpływu statyn i hipoksji na właściwości 

tych komórek. W ujęciu globalnym badania nad MSC, prekondycjonowaniem komórek  

i terapią komórkową cieszą się coraz większym zainteresowaniem. Wpisują się również  

w nowe trendy medycyny regeneracyjnej, dążącej do opracowania skutecznych, 

bezpiecznych i możliwych do szerokiego zastosowania metod leczenia powikłań cukrzycy. 

Praca nr 1 koncentruje się na ocenie wpływu statyn oraz stężenia tlenu na MSC. 

Autorzy przeprowadzili serię doświadczeń, w których badano przede wszystkim proliferację 

oraz żywotność MSC pochodzących ze szpiku kostnego po ekspozycji na różne stężenia 

atorwastatyny i rosuwastatyny. Jednocześnie komórki hodowano w warunkach normoksji 

(21% O₂) i hipoksji (2% O₂), aby odwzorować możliwe warunki panujące w tkankach 

niedotlenionych, co jest szczególnie istotne w stanach niedokrwiennych (np. w uszkodzonym 

mięśniu sercowym). Wyniki wskazują, że choć obie statyny w warunkach hipoksji 

zwiększały indeks proliferacji MSC, to atorwastatyna wykazywała bardziej stabilny profil 

bezpieczeństwa, z niewielkim efektem cytotoksycznym w porównaniu z rosuwastatyną. 

Natomiast w warunkach normoksji atorwastatyna istotnie sprzyjała proliferacji komórek, 

jednocześnie nie zwiększając ich apoptozy. Dodatkowo, nie stwierdzono znaczących różnic 

w odpowiedzi na statyny pomiędzy grupami komórek pozyskanych od młodszych oraz 

starszych dawców, co może sugerować podobną zdolność terapeutyczną komórek 

niezależnie od wieku. Praca ta wnosi istotny wkład w zrozumienie wpływu statyn na MSC, 

zwłaszcza w warunkach niedotlenienia i w kontekście różnic związanych z wiekiem dawcy.  

Praca nr 2 dotyczy zastosowania allogenicznych ADSC w leczeniu owrzodzeń  

w zespole stopy cukrzycowej. W badaniu klinicznym pacjentów z zespołem stopy 

cukrzycowej o etiologii neuropatycznej podzielono na dwie grupy - w jednej grupie 

zastosowano klej tkankowy niezawierający komórek, w drugiej podano do zmiany troficznej 

ten sam preparat, lecz z dodatkiem allogenicznych ADSC. Wyniki potwierdziły istotne, 

statystycznie znaczące przyspieszenie gojenia ran w grupie otrzymującej ADSC. 

Zaobserwowano krótszy czas do zredukowania rozmiaru rany o 50%, częstsze całkowite 

zagojenie oraz brak istotnych działań niepożądanych związanych z użyciem allogenicznych 
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ADSC. Co więcej, autorzy przeprowadzili analizę proteomiczną materiału uzyskanego  

z łożyska rany, a także potwierdzili obecność komórek dawcy nawet do kilku tygodni  

po aplikacji. Dzięki temu uchwycono możliwy mechanizm molekularny działania ADSC  

- przede wszystkim w zakresie modulacji odpowiedzi zapalnej oraz wsparcia procesów 

angiogenezy. Wnioski te wspierają dalszy rozwój terapii komórkowych w leczeniu trudno 

gojących się ran, w tym zwłaszcza ran w przebiegu cukrzycy.  

Praca nr 3 stanowi przegląd literatury na temat wykorzystania mezenchymalnych 

komórek zrębowych w leczeniu ran u pacjentów z cukrzycą, skupiając się w szczególności 

na owrzodzeniach stopy cukrzycowej. Autorzy omawiają patofizjologiczne aspekty 

zaburzonego gojenia ran w cukrzycy, w tym roli endoteliopatii, neuropatii i immunopatii, 

oraz analizują najnowsze wyniki badań wskazujące na skuteczność MSC w terapii 

komórkowej. W przeglądzie wyróżniono kilka mechanizmów działania MSC, w tym ich 

zdolność do immunomodulacji (np. hamowanie nadmiernej reakcji zapalnej), wspierania 

angiogenezy i produkcji czynników wzrostu czy regulacji przebudowy macierzy 

zewnątrzkomórkowej. Omówiono też nowe strategie mające na celu optymalizację terapii, 

np. prekondycjonowanie komórek w warunkach hipoksji, inżynierię genetyczną lub łączenie 

MSC z nośnikami hydrożelowymi. Autorzy wskazują na konieczność prowadzenia dalszych, 

większych badań klinicznych, niezbędnych do ujednolicenia protokołów podawania MSC  

i potwierdzenia bezpieczeństwa oraz trwałości efektu terapeutycznego w codziennej praktyce. 
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8. Wnioski 

Na podstawie zebranych wyników i przeprowadzonej analizy można wyciągnąć 

następujące wnioski: 

1. Zastosowanie statyn może korzystnie modulować aktywność MSC w warunkach 

ograniczonej dostępności tlenu. W szczególności atorwastatyna wydaje się 

wykazywać stabilny profil bezpieczeństwa i zwiększać tempo proliferacji MSC,  

co podkreśla jej potencjał we wspieraniu terapii opartych na komórkach 

macierzystych, zwłaszcza w modelach niedotlenienia. 

2. ADSC mogą istotnie usprawniać proces gojenia ran w zespole stopy cukrzycowej,  

co potwierdzono w badaniu klinicznym opisanym w pracy nr 2. Przyspieszone 

zmniejszanie się obszaru rany oraz większy odsetek całkowitego wygojenia wskazują 

na potencjał ADSC w terapii trudno gojących się owrzodzeń, przy jednocześnie 

niskim ryzyku powikłań. 

3. Analizy proteomiczne potwierdzają molekularne podstawy korzystnego działania 

MSC, w tym modulację procesów zapalnych i wsparcie angiogenezy. Obserwowana 

obecność allogenicznych MSC w łożysku rany przez kilka tygodni po podaniu 

sugeruje, że komórki te aktywnie uczestniczą w procesie regeneracji tkanek i mogą 

sprzyjać uruchamianiu lokalnych szlaków naprawczych. 

4. Szeroki zakres immunomodulacyjnych, angiogennych i regeneracyjnych właściwości 

MSC (zarówno w warunkach in vitro, jak i in vivo) stanowi przesłankę do dalszego 

rozwijania zaawansowanych terapii komórkowych w leczeniu przewlekłych ran, 

zwłaszcza w przebiegu cukrzycy. Przegląd dotychczasowych doniesień wskazuje,  

że łączenie MSC z innowacyjnymi technologiami (np. hydrożelami, modyfikacjami 

genetycznymi) może dodatkowo poprawiać efektywność terapii. 

5. Konieczne jest kontynuowanie badań klinicznych i standaryzacja protokołów 

terapeutycznych, obejmująca m.in. dobór optymalnego źródła komórek, sposób ich 

przygotowania i aplikacji, a także ścisłą kontrolę parametrów bezpieczeństwa. 

Uzyskane dotąd wyniki są obiecujące i otwierają drogę do wprowadzenia terapii  

z udziałem MSC do rutynowej praktyki klinicznej, jednak kluczowe pozostaje 

przeprowadzenie dalszych badań z większą liczbą pacjentów i dłuższą obserwacją. 
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