prof. dr hab. med. Jerzy Struzyna 4.06.2018
Wschodnie Centrum Leczenia Oparzen
i Chirurgii Rekonstrukcyjne;j

w Lecznej

Recenzja

rozprawy doktorskiej lekarza Tomasz Debskiego ,,Wplyw prefabrykacji chirurgicznej

rusztowan polimerowych na wlasciwosci angiogenne i osteogenne komorek ADSC”

Promotor: prof. dr hab. n. med. Zygmunt Pojda

Rozprawa doktorska lekarza Tomasza Debskiego zawiera 144 strony, 34 tabele, 39
rycin i 23 wykresy. Jej przedmiotem jest wplyw prefabrykacji chirurgicznej rusztowan
polimerowych na wlasciwosci angiogenne 1 osteogenne komoérek macierzystych
pochodzgcych z tkanki ttuszczowej. Temat rozprawy doktorskiej jest aktualny i wartosciowy,
a takze niezwykle interesujgcy ze wzgledu na obszar medycyny, ktorej dotyczy. Inzynieria
tkankowa poprzez wykorzystanie najnowszych osiagnie¢ medycyny oraz nowoczesnych
technologii przekracza granice w naprawie ubytkow ludzkiego ciata.

Rozprawa doktorska ma klasyczny ukfad z podzialem na 7 rozdzialow: Wstep, Cel
pracy, Material i metody, Wyniki, Dyskusja i oméwienie wynikow, Wnioski, Literatura.
Przed wstepem autor umiescit wykaz skrotow uzywanych w pracy i streszczenie w jezyku
polskim oraz angielskim. Prac¢ zamyka spis tabel, rycin i wykresow.

Autor na poczatku pierwszego rozdzialu — ,,Wstgpu”, w oparciu o przeglad
pi$miennictwa, wprowadzit czytelnika w temat rozprawy. Przedstawil inzynieri¢ tkankowa

jako jedng z dwoch sktadowych nowej, bardzo preznie rozwijajacej sig dziedziny medycyny —




medycyny regeneracyjnej. Opisal zasadniczg kwestie odpowiedniego unaczynienia
produktéw inzynierii tkankowej wszczepianych w miejsce brakujacych tkanek. Wytworzenie
odpowiedniego systemu naczyniowego w rusztowaniach zarébwno w procesie angiogenezy,
jak i waskulogenezy jest kluczowym elementem inzynierii tkankowej. Poniewaz spontaniczne
unaczynienie rusztowan jest niewystarczajgce, konieczne jest poszukiwanie metod, ktore
usprawnig rozwdj naczyn w produktach inzynierii tkankowej. Autor w sposob zwiezly i
przystgpny omowil rézne strategie i metody wspomagania rozwoju unaczynienia dotyczace:
budowy rusztowania, czynnikow wzrostu i rdéznicowania, wykorzystania komorek
macierzystych oraz prewaskularyzacji. Ostatnia wymieniona strategia zastosowana in vivo
(prefabrykacja) w potaczeniu z zasiedleniem rusztowania zywymi komérkami wydaje sie by¢
najbardziej obiecujaca metoda wytwarzania naczyn w inzynierii tkankowej. Na koniec wstepu
autor przedstawil metode prefabrykacji produktéw inzynierii tkankowej, polegajacej na
umieszczeniu szypuly naczyniowej o swobodnym przeptywie (typu flow-through) wewnatrz
rusztowania i zaproponowal zbadanie tej strategii. Ta cze¢$¢ pracy nie budzi zastrzezen i
zastuguje na uznanie.

Doktorant przyjat jako cel swojej pracy badanie wplywu nowej metody prefabrykacji,
ktora taczy nowatorska konfiguracje szypuly naczyniowej z angiogennymi wlasciwosciami
komorek macierzystych, na tworzenie naczyn w rusztowaniach.

W rozdziale: ,,Material i metody” doktorant szczegélowo omodwil sposéb badania,
ktore przeprowadzono na grupie 36 szczurow. Zgode na przeprowadzenie badan wydata
Lokalna Komisja Bioetyczna. Na pierwszych 6 stronach tego rozdzialu autor opisal oraz
przedstawil na rycinach i zdjeciach etapy wytwarzania rusztowan z wykorzystaniem techniki
druku 3D — metody przyrostowego ksztaltowania uplastycznionym polimerem, wykazal takze
ich wiasciwosci. Na nastepnych 7 stronach doktorant w podobny sposob omoéwil metode
pobierania tkanki tluszczowej oraz izolacj¢ i réznicowanie komorek macierzystych
pochodzenia tluszczowego, a takze sposob zasiedlania nimi rusztowan. Informacje dotyczace
pracy z komérkami macierzystymi przedstawione zostaly w postaci protokotéw w formie
tabel, co zwieksza czytelno$é i przejrzystosé tego rozdziatu. Informacje dotyczace implantacji
rusztowan opisane zostaly na kolejnych 5 stronach, opatrzone licznymi zdjgciami, ktore
szczegblowo przedstawiaja ten etap badaf. Plan doswiadczenia zakladal oceng wplywu
prefabrykacji rusztowan w trzech grupach (12 szczuréw w kazdej): z pustymi rusztowaniami,
rusztowaniami zasiedlonymi komérkami macierzystymi oraz rusztowaniami zasiedlonymi
komorkami macierzystymi indukowanymi w kierunku osteogenezy. Do jednego szczura

wszczepiano dwa rusztowania: po jednej stronie z szypula umieszczong klasycznie obok

Strona2z5



rusztowania, po drugiej stronie zgodnie z zaproponowang metodg lokalizacji szypuly
wewngtrz rusztowania w ukladzie typu ,flow-through”. Uwazam za niezwykle cenne
wykorzystanie jednego modelu badawczego do poréwnania obu sposobéw prefabrykacji —
zwigksza to wiarygodnos¢ uzyskanych wynikéw. Grupe badang podzielono na dwie czesci: u
polowy zwierzat wszczepione rusztowania usuwano po 2 miesigcach, u drugiej potowy po 6
miesigcach. Mimo tego, ze grupe badang tworzy 36 zwierzat, to podzielenie jej ze wzgledu na
trzy czynniki i dwa okresy czasu, sprawia, ze ostatecznie uzyskujemy niezbyt liczne podgrupy
do analiz statystycznych. Sposéb doboru i zastosowania metod statystycznych nie budzi
watpliwosci. Na ostatnich 10 stronach rozdziatu ,Material i metody” doktorant omowit
sposob oceny wynikéw, ktorej dokonano poprzez analize preparatow histologicznych oraz
wyniki mikrotomografii komputerowej pod katem angiogenezy. Ze wzgledu na opisywane
przez autora trudnosci w ocenie histologicznej zwigzane z wlasciwosciami materiatu uzytego
do wytwarzania rusztowan — polikaprolaktonu, przedstawiony zostal zmodyfikowany
protokol oceny histopatologicznej. Uwazam za cenne przedstawienie przez doktoranta
problemdéw zwigzanych z metodyka badan i sposoby ich rozwigzania.

Rozdziat ,,Wyniki” jest obszerng czgscig pracy, ktora zawiera szczegotows analizg
uzyskanych danych, poddanych wnikliwej analizie statystycznej. Na 25 stronach autor
przedstawil statystyki opisowe i wykresy dla zmiennej gestosci calkowitej naczyn w
rusztowaniu. Doktorant zaprezentowal ocene zréznicowania wartosci badanej zmiennej ze
wzgledu na kazdy z czynnikéw: sposobu zasiedlenia rusztowania, czasu implantacji
rusztowania i metody prefabrykacji rusztowania. Poddal analizie statystycznej kazdy z
uwzglednionych czynnikow z osobna jak i biorgc pod uwage ich interakcje. Mimo duzej
ilosci danych zwigzanych z konieczno$cig uwzglednienia wszystkich badanych czynnikéw,
rozdzial ten, w sposob jasny i zrozumialy prezentuje rezultaty pracy doktorskiej. Autorowi,
dzieki umieszczeniu licznych wykresow i tabel oraz uporzadkowanej strukturze, udato si¢ w
sposéb przystepny przedtozy¢ swoje wyniki. 3 ostatnie strony tego rozdziatu przedstawiajg
wyniki rekonstrukcji 3D naczyn, ktére uwidaczniajg przerastanie nowopowstatych naczyn.
Ryciny te sg wartosciowym dodatkiem, ktory obok danych statystycznych ukazuje
wytworzone naczynia przy uzyciu nowej metody prefabrykacji.

Na ,.Dyskusje i oméwienie wynikow” doktorant przeznaczyt 20 stron. Autor w tym
rozdziale omawia wyniki badan wiasnych w kontekscie innych podobnych badan oraz
krytycznie ustosunkowuje si¢ zarébwno do wlasnych wynikoéw, jak i tych uzyskanych przez
innych badaczy. Na poczatku zwrécil uwage na problem odpowiedniego unaczynienia

produktéw inzynierii tkankowej, wskazujac na swoja nowatorskg technikg prefabrykacji,
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wyliczajgc jej zalety takie jak: autonomicznie regulowany proces naczyniotworzenia,
funkcjonalnos¢ i stabilno$¢ powstalych naczyn oraz nieskomplikowana technika jej
stosowania — bez koniecznosci zespolen mikrochirurgicznych. Z przeprowadzonej analizy
statystycznej wynika, Zze Srednia gestos¢ naczyn w przypadku stosowania nowej metody
prefabrykacji z zasiedleniem komoérkami macierzystymi w 2 miesiecznym okresie obserwacji
jest 10 krotnie wyzsza niz w grupie kontrolnej — kiedy wykorzystywano klasyczng szypule
bez zasiedlenia. Autor zwraca uwage na synergistyczny efekt dwdoch czynnikow — skutecznej
metody prefabrykacji oraz efektu dzialania komorek macierzystych. Doktorant w dalszej
czgsei tego rozdziatu omowit szczegdtowo role prefabrykacji oraz komorek macierzystych
pozyskiwanych z tkanki tluszczowej w angiogenezie. Zwrocit uwage na udowodnione
mozliwosci réznicowania si¢ tych komérek w komorki srédblonka, a takze regulacji procesu
angiogenezy. Doniesienia te maja swoje odzwierciedlenie w wynikach tej rozprawy. Réznica
w gestosci naczyn pomigdzy grupg z rusztowaniami zasiedlonymi i pustymi jest istotna.
Niewielka cze$¢ dyskusji autor poswiecit roli czasu w prefabrykacji rusztowania nowag
metoda. Analiza uzyskanych wynikéw gestosci naczyn po okresie 2 i 6 miesigcznym
dowiodla, ze komoérki macierzyste dzialaja najskuteczniej w pierwszym okresie po
implantacji, szczegolnie przy odpowiedniej konfiguracji szypuly naczyniowej. Poniewaz w
badaniu zasiedlano rusztowania takze komérkami macierzystymi indukowanymi w kierunku
osteogenezy, doktorant na kilku stronach tego rozdzialu omoéwit wzajemne relacje procesow
angiogenezy i osteogenezy, ktore sg ze sobg $cisle powigzane. Autor w dyskusji zlicza atuty i
pokazuje mocne strony swojej metody, nie wymienia jednak zadnych wad. Koniecznos¢
umieszczenia szypuly wewnatrz rusztowania w ukladzie ,,flow-through” wymaga spelnienia
odpowiednich warunkéw, szczegOlnie w zakresie wyboru materiatu, projektowania i
wytwarzania takiego rusztowania, aby mozliwe byto jego otwarcie i precyzyjne umieszczenie
szypuly. Pod koniec tego rozdzialu doktorant wyszczeg6lnit i omoéwil kliniczne zastosowanie
nowej metody prefabrykacji. Sugeruje on wykorzystanie inzynierii tkankowej w postaci
prefabrykowanych i zasiedlanych komoérkami macierzystymi rusztowan do rekonstrukcji
ubytkéw kosci z powodu nowotworu, przebytego urazu lub wad wrodzonych, z
dostarczeniem zdrowych tkanek i uniezaleznieniem ich od stabego ukrwienia w miejscu
biorczym. Przytacza takze pierwsze proby zastosowania tego typu rozwigzan na swiecie.
Zwraca takze uwage na mozliwosci zastosowania komoérek macierzystych do wytwarzania
gestej sieci naczyniowej w tkankach niedokrwionych np. ptatach zagrozonych martwica czy
niedokrwionych konczynach. Niniejsza praca udowadnia, Ze tworzenie nowych naczyn

przebiega znacznie szybciej w przypadku, gdy komoérki macierzyste znajdujg si¢ w bliskim
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sgsiedztwie naczyn odzywczych (nowa metoda prefabrykacji z naczyniem wewngtrz
rusztowania). Rozdzial ,Dyskusja i omoéwienie wynikdw” zakonczony jest zwieztym
podsumowaniem. Przeprowadzona dyskusja wskazuje na wysokie kompetencje doktoranta w
zakresie omawianego tematu i wnikliwg znajomos$¢ aktualnego pismiennictwa.

W rozdziale ,,Wnioski” autor potwierdzil w jednym zdaniu skuteczno$é¢ i wpltyw
nowej metody prefabrykacji na wiekszy i szybszy rozwéj sieci naczyniowej w obrebie
produktow inzynierii tkankowe;j.

Rozdzial ,Literatura” zawiera 269 pozycji pisSmiennictwa, w wigkszosci
zagranicznego, w tym najnowsze prace z zakresu inzynierii tkankowej. Wybor pismiennictwa
jest whasciwy i aktualny.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska lekarza Tomasza D¢bskiego odznacza
si¢ wysokim poziomem merytorycznym. Stanowi ona cenny wklad w nauke $wiatows.
Oryginalny pomyst badawczy z zakresu istotnych zagadnien niezwykle preznie rozwijajacej
si¢ medycyny regeneracyjnej oraz sposdb przeprowadzenia badan $wiadczg o dojrzalosci
badawczej doktoranta.

W mojej ocenie na szczego6lne uznanie zastuguje wykorzystanie w badaniu szypuly o
swobodnym przeptywie w uktadzie ,,flow-through”, preparowanej z mankietem otaczajacych
tkanek. Ta stabo poznana jak dotad konfiguracja szypuly w produktach inzynierii tkankowej
zapowiada sie obiecujaco. Zycze lekarzowi Tomaszowi Debskiemu by mogt ten atrakcyjny i
interesujacy temat badawczy w swojej pracy naukowej dalej rozwija¢. W mojej opinii wyniki
badan tej rozprawy majg szeroki wydzwiek praktyczny, szczegdlnie w dziedzinie chirurgii
rekonstrukcyjnej i mogg byé wykorzystane w codziennej praktyce klinicznej lekarzy wielu
specjalnosci, w tym chirurgii plastyczne;.

Praca ta spelnia wszystkie warunki wymagane dla rozpraw na stopiefi doktora nauk
medycznych. Pozwalam sobie zatem przedstawi¢ Wysokiej Radzie Naukowej Centrum
Onkologii — Instytutu im. Marii Sklodowskiej-Curie wniosek o dopuszczenie lekarza
Tomasza Debskiego do dalszych etapéw przewodu doktorskiego jak rowniez o wyrdznienie
niniejszej rozprawy doktorskie;j.
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