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1. Imie i nazwisko: Tomasz Debski

2. Posiadane dyplomy, stopnie naukowe lub artystyczne - z podaniem podmiotu
nadajacego stopien, roku ich uzyskania oraz tytutu rozprawy doktorskiej

21.11.2018 r. - uzyskanie stopnia naukowego doktora nauk medycznych w dziedzinie
medycyna uchwatg Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii Sktodowskiej-Curie
w Warszawie na podstawie przedstawionej rozprawy doktorskiej pod tytutem , Wpfyw
prefabrykacji chirurgicznej rusztowan polimerowych na wtasciwosci angiogenne i osteogenne
komdrek ADSC”. Promotor: prof. dr hab. Zygmunt Pojda, recenzenci: prof. dr hab. Maria
Podolak-Dawidziak, prof. dr hab. Jerzy Struzyna

06.03.2015 r. - uzyskanie tytutu specjalisty chirurgii plastycznej nadanego przez Centrum
Egzamindéw Medycznych w todzi po ztozeniu Panstwowego Egzaminu Specjalizacyjnego i
zrealizowaniu programu specjalizacji w latach 2009-2015 pod kierunkiem prof. dr hab. Jézefa
Jethona i prof. dr hab. Barttomieja Noszczyka. Miejscem odbywania specjalizacji byta Klinika
Chirurgii Plastycznej Centrum Medycznego Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie

15.06.2007 - uzyskanie dyplomu lekarza medycyny wydanego przez Akademie Medyczng w
Warszawie, | Wydziat Lekarski po odbyciu studiéw medycznych w latach 2001-2007. Studia
ukonczone z wyréznieniem za dziatalno$¢ naukows (,,Ztota odznaka” Studenckiego
Towarzystwa Naukowego.)

3. Informacje o dotychczasowym zatrudnieniu w jednostkach naukowych lub
artystycznych.

03.10.2011 — obecnie — asystent (wspoétpraca w ramach projektéw naukowych) Zaktadu
Medycyny Regeneracyjnej, Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej — Curie,
Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie.

13.12.2014 — obecnie - starszy asystent w Oddziale Chirurgii Plastycznej, SPSK im. Prof. W.
Orfowskiego w Warszawie.

01.03.2015 - obecnie - konsultant z zakresu chirurgii plastycznej, Szpital Dzieciecy im. prof.
dr. med. Jana Bogdanowicza w Warszawie.

14.07.2015 - obecnie - konsultant z zakresu chirurgii plastycznej, Oddziat Chirurgii Urazowo-
Ortopedycznej, Szpital Czerniakowski w Warszawie.

20.03.2015 - obecnie - konsultant z zakresu chirurgii plastycznej, Oddziat Neurochirurgii,
Mazowiecki Szpital Brodnowski w Warszawie.

01.09.2010 - 30.06.2016 — asystent naukowo-dydaktyczny w Klinice Chirurgii Plastycznej
CMKP w Warszawie.

01.01.2019 - 01.03.2020 — starszy asystent, Oddziat Chirurgii Plastycznej, Rekonstrukcyjnej i
Szczekowej, Panistwowy Instytut Medyczny, MSWiA w Warszawie.

15.11.2019 - 30.11.2020 - konsultant z zakresu chirurgii plastycznej, Klinika Nowotworéw
Piersi i Chirurgii Rekonstrukcyjnej, Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej —
Curie, Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie.

01.11.2008 - 12.12.2014 - mtodszy asystent rezydent w Oddziale Chirurgii Plastycznej, SPSK
im. Prof. W. Orfowskiego w Warszawie.

01.10.2007 - 31.10.2008 - lekarz stazysta, SPSK im. Prof. W. Ortowskiego w Warszawie



4. Omdwienie osiggnieé, o ktorych mowa w art. 219 ust. 1 pkt. 2 ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2021 r. poz. 478 z pdzn. zm.).

4.1. Tytut osiggniecia naukowego/artystycznego:

Inzynieria tkankowa jako nowe narzedzie rekonstrukcji tkanek w chirurgii plastycznej.
Zastosowanie ttuszczowych komaorek macierzystych (ASCs) i rusztowan polimerowych wytworzonych
drogg inzynierii tkankowej w wytwarzaniu tkanek dla potrzeb chirurgii rekonstrukcyjne;j.
Badania przedkliniczne na modelu zwierzecym.

4.2. Wykaz publikacji bedgcych podstawa do sformutowania wniosku o nadanie stopnia
doktora habilitowanego w dziedzinie medycyny:

1. Debski T, Kurzyk A, Ostrowska B, Wysocki J, Jaroszewicz J, Swieszkowski W, Pojda Z. Scaffold
vascularization method using an adipose-derived stem cell (ASC)-seeded scaffold
prefabricated with a flow-through pedicle. Stem Cell Res Ther. 2020 Jan 23;11(1):34. doi:
10.1186/s13287-019-1535-z. PMID: 31973733; PMCID: PMC6979360. (publikacja 1)

IF= 6,83; punkty MNiSW = 100

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy,

wykonaniu badan in vivo, stworzeniu bazy danych, zdefiniowaniu hipotez statystycznych i
interpretacji uzyskanych wynikéw badan oraz przygotowaniu manuskryptu wraz z rycinami i
tabelami, korespondencji z redakcja, a takze edycji odpowiedzi na uwagi recenzentéw.

2. Debski T, Wysocki J, Siennicka K, Jaroszewicz J, Szlazak K, Swieszkowski W, Pojda Z. Modified
Histopathological Protocol for Poly-e-Caprolactone Scaffolds Preserving Their Trabecular,
Honeycomb-like Structure. Materials (Basel). 2022 Feb 25;15(5):1732. doi:
10.3390/mal15051732. PMID: 35268968; PMCID: PM(C8911251. (publikacja 2)

IF= 3,62; punkty MNiSW = 140

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepc;ji pracy,

wykonaniu badan in vivo, stworzeniu bazy danych, zdefiniowaniu hipotez statystycznych i
interpretacji uzyskanych wynikéw badan oraz przygotowaniu manuskryptu wraz z rycinami i
tabelami, korespondenc;ji z redakcja, a takze edycji odpowiedzi na uwagi recenzentdéw.

3. Kurzyk A, Debski T, Swieszkowski W, Pojda Z. Comparison of adipose stem cells sources from
various locations of rat body for their application for seeding on polymer scaffolds. J
Biomater Sci Polym Ed. 2019 Apr;30(5):376-397. doi: 10.1080/09205063.2019.1570433. Epub
2019 Feb 20. PMID: 30686126. (publikacja 3)

IF= 2,69; punkty MNiSW = 70

Moj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy zaktadajgcej rézne
wtasciwosci komdrek ASCs w zaleznosci od lokalizacji tkanki ttuszczowej, wykonaniu badan in
vivo oraz pomocy w przygotowaniu manuskryptu.



4.

Siennicka K, Zotocinska A, Debski T, Pojda Z. Comparison of the Donor Age-Dependent and In
Vitro Culture-Dependent Mesenchymal Stem Cell Aging in Rat Model. Stem Cells Int. 2021
May 14; 2021:6665358.doi: 10.1155/2021/6665358. PMID: 34093710; PMCID: PMC8140846.
(publikacja 4)

IF= 5,44; punkty MNiSW = 100

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy zaktadajgcej rézne
wiasciwosci komadrek ASCs w zaleznosci wieku szczura, wykonaniu badan in vivo oraz pomocy
w przygotowaniu manuskryptu.

Zotocinska A, Siennicka K, Debski T, Gut G, Mazur S, Gajewska M, Kaminski A, Pojda Z.
Comparison of mouse, rat and rabbit models for adipose - Derived stem cells (ASC) research.
Curr Res Transl Med. 2020 Nov;68(4):205-210. doi: 10.1016/j.retram.2020.07.001. Epub 2020
Aug 22. PMID: 32843322. (publikacja 5)

IF=4,51; punkty MNiSW = 70

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na wykonaniu badan in vivo na modelu szczurzym
oraz pomocy w przygotowaniu manuskryptu.

Debski T, Kijennska-Gawronska E, Zotocinska A, Siennicka K, Stysz A, Paskal W, Wtodarski PK,
Swieszkowski W, Pojda Z. Bioactive Nanofiber-Based Conduits in a Peripheral Nerve Gap
Management-An Animal Model Study. Int J Mol Sci. 2021 May 25;22(11):5588. doi:
10.3390/ijms22115588. PMID: 34070436; PMCID: PMC8197537. (publikacja 6)

IF=5,92; punkty MNiSW = 140

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepc;ji pracy,

wykonaniu badan in vivo, stworzeniu bazy danych, zdefiniowaniu hipotez statystycznych i
interpretacji uzyskanych wynikéw badan oraz przygotowaniu manuskryptu wraz z rycinami i
tabelami, korespondenc;ji z redakcjg, a takze edycji odpowiedzi na uwagi recenzentow.

Stysz A, Siennicka K, Kijeriska-Gawroriska E, Debski T, Zotociriska A, Swieszkowski W, Pojda Z.
The impact of electroconductive multifunctional composite nanofibrous scaffold on adipose-
derived mesenchymal stem cells. Tissue Cell. 2022 Aug 20;78:101899. doi:
10.1016/].tice.2022.101899. Epub ahead of print. PMID: 36030673. (publikacja 7)

IF= 2,59; punkty MNiSW = 40

Méj wktad w powstanie tej pracy polegat na opracowaniu koncepcji pracy,
wykonaniu badan in vivo oraz pomocy w przygotowaniu manuskryptu.

taczny Impact Factor publikacji stanowiacych osiggniecie naukowe: 31,6

tacznie liczba punktéw MNiSW stanowiacych osiggniecie naukowe: 660



4.3, Omodwienie celu naukowego wyzej wymienionych prac i osiggnietych
wynikéw wraz z oméwieniem ich ewentualnego wykorzystania.

4.3.1 Wprowadzenie

4.3.1.1. Podstawy inZynierii tkankowej

Idea wytwarzania tkanek lub catych narzagdéw w laboratorium intrygowata naukowcéw od
zawsze. Przez dtugi czas pozostawata jednak w sferze marzen i byta czesciej tematem powiesci
science-fiction niz powaznych dyskusji naukowych. Dopiero trwajgcy od korca lat 80-tych ubiegtego
wieku intensywny rozwaéj biologii komdrkowej i molekularnej, badania nad komérkami
macierzystymi, postepy w inzynierii materiatowej i w technikach obrazowania przyczynity sie do
powstania nowej gatezi nauki — inzynierii tkankowej. Dzieki przetlomowym odkryciom ostatnich kilku
lat jest ona coraz blizsza urzeczywistnienia odwiecznych marzen naukowcoéw o regeneracji i
wytwarzaniu tkanek de novo [1]. Termin ,inzynieria tkankowa” zostat po raz pierwszy uzyty w
potowie lat 80-tych przez amerykanskiego pioniera w dziedzinie bioinzynierii i biomechaniki Yuan-
Cheng Fung, ktéry postulowat utworzenie osrodka naukowego , Center for the Engineering of Living
Tissues”. Osrodek miat zrzesza¢ naukowcdw z dziedziny inzynierii, biologii i medycyny a jego
zadaniem miato by¢ poznanie mechanizmoéw funkcjonowania tkanek i opracowanie metody ich
wytwarzania i regeneracji [2]. Postulat Yuan-Cheng Fung zostat odrzucony jednak gtoszona przez
niego na réznych sympozjach wizja spotykata sie z coraz wiekszym zainteresowaniem az w 1987 r. w
ramach sympozjum , Bioengineering and Research to Aid the Handicapped” zorganizowano specjalny
panel dyskusyjny poswiecony inzynierii tkankowej. Po raz pierwszy okreslono cele i zatozenia tej
nowopowstatej dyscypliny [3]. W trakcie tego spotkania powstata takze pierwsza definicja inzynierii
tkankowej sformutowana przez Allen Zelman’a: ,inzynieria tkankowa to nowa multidyscyplinarna
dziedzina majgca na celu wyhodowanie tkanek lub organéw z pojedynczej komérki pobranej od
danego osobnika” [4]. Przez kolejne lata zainteresowanie inzynierig tkankowg stale rosto a nowe
przetomowe odkrycia w zakresie biologii komdrkowej i badania nad komdrkami macierzystymi
czynity jg coraz bardziej atrakcyjna. Intensywny rozwdj nauk biologicznych, medycznych oraz
inzynierii materiatowej majacy miejsce w latach 90-tych doprowadzit do zrewidowania
zaproponowanej w 1987 definicji inzynierii tkankowej i zastgpienia jej nowa uzupetniong o éwczesne
osiggniecia. W 1993 Robert Langer i Joseph P. Vacanti na tamach czasopisma ,Science” przedstawili
podstawy i mozliwosci inzynierii tkankowej oraz zaproponowali jej nowg definicje: ,, Inzynieria
tkankowa jest nowg interdyscyplinarng dziedzing, ktdra taczy podstawy inzynierii i nauk
przyrodniczych (biologia, chemia, medycyna) w celu wytworzenia biologicznego substytutu danej
tkanki, ktéry ma za zadanie przywrécic, utrzymadé lub poprawié jej funkcje” [5]. W tym przetomowym
artykule wyodrebnione zostaty takze 3 gtdwne filary regeneracji i wytwarzania tkanek (Ryc. 1):

1. Komorki
2. Czasteczki sygnatowe
3. Rusztowania syntetyczne lub naturalne



¢ Rusztowania dostarczaja Bioaktywne czasteczki @

komérki i czynniki wzrostu indukuja proliferacje,

oraz zapewniaja mechaniczng rusztowanie i aktywnos¢

wytrzymalo$¢ po wszczepieniu metaboliczng komérek
Komorki

Autologiczne lub heterogeniczne
Macierzyste lub zréznicowane

Rusztowania

syntetyczne,
lub naturalne

Czasteczki sygnalowe

Czynniki wzrostu,
morfogenetyczne proteiny,
mate czgsteczki,

hormony,

iRNA

Metale, ceramika,
polimery, kompozyty

@ Rusztowania wraz z czgsteczkami
sygnalowymi mogg by¢ uzyte do
pobudzania proceséw naprawy in vivo.

Ryc. 1. Trzy filary inzynierii tkankowe;j [6].

Pierwszy filar (Komarki) wykorzystuje réznego rodzaju komorki (macierzyste, progenitorowe,
zmodyfikowane genetycznie), ktore zastepujg uszkodzone komérki danej tkanki. Najczesciej
wykorzystywane sg w tym celu mezenchymalne komdérki macierzyste (MSC — mesenchymal stem
cells). Sg one multipotencjalnymi komdrkami progenitorowymi, ktdre majg zdolnos¢ do réznicowania
sie przynajmniej w kierunku tkanki kostnej, chrzestnej i ttuszczowej [7]. Od posiedzenia ISCT
(International Society for Cellular Therapy) [8,9] w 2005 roku postuluje sie, aby ze wzgledu na
nieudowodniong ceche macierzystosci tych komérek nazywac je mezenchymalnymi komérkami
zrebu, jednak w publikacjach naukowych i w powszechnym uzyciu bardziej zakorzenit sie termin
mezenchymalne komadrki macierzyste i dlatego tez bedzie on uzywany ponizej. Mezenchymalne
komoérki macierzyste muszg spetniaé nastepujgce warunki: wzrost in vitro w postaci przylegajacej do
podtoza, fenotyp charakteryzujacy sie syntezg antygendw powierzchniowych CD73+, Cd90+, CD105+,
CD45-, CD34-, CD14-, lub CD11b-, CD79a- lub CD19-, oraz zdolno$¢ do réznicowania sie w tkanke



kostng, chrzestng i ttuszczowa [7]. Komdrki te mogg byé izolowane zaréwno z tkanek pochodzenia
ptodowego ( krew pepowinowa [10], galareta Whartona [11,12], sznur pepowinowy [13 — 16], ptyn
owodniowy [16] jak i z szeregu tkanek w zyciu dorostym: szpik, tkanka ttuszczowa, okostna, btona
mazidwkowa, miesénie szkieletowe, skdra, kosci, ptuca, wiezadta przyzebia, miazga zebow [7].
Sposrdd tych lokalizacji praktyczne zastosowanie majg jedynie komorki izolowane ze szpiku kostnego
(BM-MSC — Bone marrow — derived mesenchymal stromal cells) oraz tkanki ttuszczowej (ASCs —
Adipose-derived stem cells). Przez wiele lat, szpik kostny byt uwazany za najlepsze zrédto
mezenchymalnych komérek macierzystych wykorzystywanych w inzynierii tkankowej. Jednakze
ostatnie badania dowiodty, ze ilos¢ komdérek macierzystych w tkance ttuszczowej jest 100- a nawet
1000-krotnie wieksza niz w szpiku kostnym [17-19]. Dodatkowo, ASCs namnazajq sie prawie
siedmiokrotnie szybciej niz BM-MSC [20]. Ma to istotne znaczenie poniewaz zmniejsza czas
namnazania komadrek przed ich réznicowaniem przez co czas pomiedzy ich pobraniem a
zastosowaniem ulega znacznemu skréceniu. Poza tym, tkanka ttuszczowa wystepuje w duzych
ilosciach w obrebie catego ciata a dzieki jej obecnosci tuz pod skdrg (ttuszczowa tkanka podskdrna)
ASCs mogg by¢ tatwo izolowane z lipoaspiratu uzyskanego drogg matoinwazyjnego zabiegu liposukcji.
ASCs sg podobne do BM-MSC zaréwno pod wzgledem ich fenotypu jak i ekspresji gendéw [19,21]. W
podobnym stopniu mogg sie takze réznicowacé w komérki i tkanki pochodzenia mezodermalnego
takie jak adipocyty, chrzgstka, kos¢, miesnie szkieletowe a nawet komérki nerwowe [22,23]. ASCs s3
rowniez bardziej homogenne od BM-MSC poniewaz jedyng ilosciowq znaczgcqg domieszke ich
populacji stanowig komarki prekursorowe srodbtonka naczyn (EPC — endothelial progenitor cell),
biorgce czynny udziat w angiogenezie. Ze wzgledu na powyzsze wtasciwosci ASCs w ostatnich latach
trwajg intensywne badania nad ich zastosowaniem w inzynierii tkankowej. Badana jest ich biologia,
zdolnosci proliferacyjne, mozliwosci réznicowania sie w rézne linie komdérkowe czy wtasciwosci
angiogenne lub neurogenne. Wymieniony powyzej cykl publikacji wpisuje sie w nurt tych
badan uzupetniajac je o ocene biologii i zdolnosci proliferacyjnych ASCs w zaleznosci od wieku i ilosci
pasazy gatunku zwierzecia lokalizacji tkanki ttuszczowej z ktérej sg
izolowane czy okresowej ich stymulacji pragdem elektrycznym

Dodatkowo same badania nad zasiedlaniem rusztowan polimerowych komdérkami ASCs pozowolity na
opracowanie nowej, innowacyjnej metody unaczyniania rusztowan wykorzystujgcej angiogenne
wiasciwosci ASCs a wytworzenie bioaktywnego prowadnika nerwu (conduitu)
zasiedlanego komérkami ASCs umozliwito zbadanie ich potencjatu neurogennego i udowodnienie ich
skutecznosci w regeneracji nerwéw obwodowych

Drugi filar (Czastki sygnatowe) wykorzystuje czynniki wzrostu i réznicowania, czyli aktywne
biologicznie czgstki, ktére pobudzajg zdrowe komarki w obrebie danej tkanki do wzrostu i
zastepowania komdrek uszkodzonych. Sam proces dostarczania czynnikdw wzrostu do wnetrza
rusztowania moze odbywac sie na drodze bezposredniej iniekcji czynnikéw do rusztowania (dyfuzja
bierna) jak i w wyniku degradacji biomateriatu zawierajgcego czynniki wzrostu. Pierwsza metoda jest
coraz czesciej zastepowana drugg, poniewaz czynniki wzrostu sg niestabilne w warunkach in vivo,
dlatego wbudowanie ich do rusztowania i stopniowe uwalnianie jest efektywniejsze [24 45]. Czynniki
wzrostu mogg by¢ nie tylko wbudowane w strukture materiatu z ktérego wykonane jest rusztowanie
[25-27], moga by¢ takze optaszczone w biodegradowalnych mikrosferach lub by¢ umieszczone w
wolnych przestrzeniach rusztowania [28]. Szybkos¢ degradacji materiatu z ktérego wykonane jest
rusztowanie lub mikrosfera okresla wtedy kinetyke uwalniania czynnikéw wzrostu. Wszystkie opisane
powyzej metody nie sg jednak optymalne, poniewaz w praktyce niezwykle trudno jest dopasowac
kinetyke uwalniania czynnikéw wzrostu do aktualnych potrzeb proliferujgcych komaérek [29]. Dlatego
tez brak mozliwosci odtworzenia wtasciwej kinetyki uwalniania czynnikéw wzrostu, brak
odpowiedniej sekwencji ich uwalniania, brak odpowiedniego gradientu stezen czy tez brak



mozliwosci regulacji procesu uwalniania w zaleznosci od zmieniajgcych sie warunkéw powodujg, ze
czynniki wzrostu i réznicowania stajg sie w ostatnich latach mniej atrakcyjne dla inzynierii tkankowej.
Z tego powodu sg coraz czesciej zastepowane komdrkami macierzystymi (gtdwnie ASCs), ktére nie
posiadajg wymienionych powyzej wad. Petnig one bowiem role swoistych ,procesoréw”, ktére
odbierajg sygnaty z otoczenia, przetwarzajg je i odpowiednio na nie reagujg wydzielajgc odpowiednie
czynniki wzrostu i réznicowania przy jednoczesnym zachowaniu ich odpowiedniej kinetyki, sekwencji
i gradientu stezen dostosowanego do zmieniajgcych sie warunkéw otoczenia.

Dwa pierwsze filary majg ograniczone zastosowanie i wykorzystywane sg gtdwnie w przypadkach
czesciowej utraty funkcji danego narzgdu. Wymagajg one bowiem obecnosci prawidtowego zrebu
tkankowego(rusztowania) na ktérym zasiedlone bedg wszczepiane komérki (pierwszy filar) lub
obecnosci prawidtowych komorek, ktdre bedg mogty zosta¢ pobudzone do wzrostu i réznicowania
(drugi filar). Ponadto ich zastosowanie jest rowniez niemozliwe w przypadku tkanek uszkodzonych na
skutek procesu nowotworowego, poniewaz mogg one przyspiesza¢ rozwdj nowotworu [30].

Wieksze mozliwosci daje trzeci filar (rusztowania), ktory poza komérkami i czynnikami wzrostu
wykorzystuje specjalistyczne tréjwymiarowe rusztowania wykonane zaréwno z materiatéw
wchtanialnych jak i niewchtanialnych.

Rusztowanie (ang. scaffold) jest substytutem macierzy zewnatrzkomadrkowej otaczajgcej komorki
danej tkanki. Petni ono funkcje nie tylko podporowe, ale takze aktywnie oddziatuje z komdrkami
bioragc udziat w ich adhezji, namnazaniu, réznicowaniu, migracji i przekazywaniu sygnatéw miedzy
nimi. Moze takze byc¢ zrodtem komérek, czynnikdw wzrostu i réznicowania, gendw i roznych biatek
bioragcych udziat w tworzeniu sie danej tkanki [31,32].Idealne rusztowanie powinno posiadaé
nastepujace cechy: odpowiedniej wielkosci pory potaczone ze sobg w celu umozliwienia jego
unaczynienia i integracji z tkanka, powinno by¢ wykonane z materiatéw o odpowiedniej
biodegradowalnosci i bioresorbowalnosci, powinno posiada¢ odpowiedni profil chemiczny
powierzchni umozliwiajgcy adhezje, rdznicowanie i proliferacje komaérek, odpowiednie wtasciwosci
mechaniczne wiasciwe dla danej tkanki, nie powinno powodowac reakcji ubocznych po wszczepieniu
do organizmu, powinno umozliwiaé¢ w sposdb tatwy i przewidywalny formowane w pozadang
wielkos¢ i ksztatt [33,34]. W celu wytworzenia takiego rusztowania stosuje sie réznego rodzaju
materiaty biodegradowalne, ktére mozna podzieli¢ na:

e naturalne: kolagen, hialuronian, hitosan, agaroza/alginat, fibronektyna [35,36],

e syntetyczne: polikaprolakton (PCL), poli(L-laktyd-co-glikolid) (PLGA), poli(L-laktyd) (PLLA),
Poly-B-hydroxybutyrat (PHB), poli(tlenek etylenu) (PEG) i wiele innych wraz z ich
kopolimerami [35],

e ceramiczne: tréjfosforan wapnia (BTCP), hydroksyapatyt (HAp) [36,37],

e kompozytowe: taczace polimerowe materiaty syntetyczne z ceramicznymi np. PCL z
hydroksyapatytem [38].

Poza doborem odpowiedniego materiatu w celu wytworzenia idealnego rusztowania
opracowano dotychczas wiele metod jego wytwarzania takich jak elektroprzedzenie
(electrospinning), technologie tekstylne, odlew z rozpuszczalnika potgczony z tugowaniem czastek
statych, spienianie gazem, emulgowanie/liofilizacja, indukowany termicznie rozdziat faz oraz
najbardziej obiecujgca technologie druku 3D — metode przyrostowego ksztattowania
uplastycznionym polimerem (FDM — Fused Deposition Modeling), ktdra dzieki odpowiedniemu
oprogramowaniu CAM/CAD pozwala na zaprojektowanie w najmniejszych szczegdtach a nastepnie
wydrukowanie tréjwymiarowych rusztowan [35,39-41] (Ryc. 2A). Metoda ta wykorzystuje technike
stosowang w wyttaczarkach. Podgrzany w specjalnym zbiorniku do temperatury miekniecia



syntetyczny materiat (np.polikaprolakton) zostaje wyttaczany pod odpowiednim cisnieniem przez
specjalng igte z waskim kanatem. W ten sposdb uzyskiwane jest pojedyncze wtdkno polimerowe,
ktore dalej uktadane jest warstwa po warstwie z tym, ze kazda kolejna warstwa utozona jest pod
innym katem wzgledem pierwszej. Budowa wytwarzanego rusztowania, jego wymiary i szczegétowe
parametry architektury wewnetrznej takie jak: grubos¢ warstwy, srednica wtdkien, porowatos¢,
odlegtosé miedzy widknami w warstwie i orientacja poszczegdlnych warstw wzgledem kolejnych
projektowana jest przez operatora urzgdzenia w specjalnym programie komputerowym (w
technologii CAD) zsynchronizowanym z urzadzeniem drukujgcym. Drukowanie kolejnych warstw
zaprojektowanego wczesniej rusztowania powoduje powstanie zgdanej trojwymiarowej struktury
geometrycznej rusztowania. Technologia ta jako jedna z niewielu pozwala wiec na odtworzenie w
obrebie wydrukowanego rusztowania dokfadnej architektury zrebu tkankowego umozliwiajacej
wytwarzanie docelowej tkanki poprzez zasiedlone na rusztowaniu komérki. W oparciu o tg metode w
ramach badan opisanych w zaprojektowalismy i wydrukowalismy innowacyjne
rusztowania o architekturze wewnetrznej pozwalajgcej nie tylko na rozwéj tkanki, ale réwniez
umozliwiajgcej wprowadzenie do jego wnetrza naczyn krwionos$nych. Wprowadzenie naczyn do
wnetrza wytworzonego rusztowania w pofgczeniu z zasiedleniem rusztowania komérkami ASCs o
silnych wiasciwosciach proangiogennych pozwolito uzyskac¢ efekt synergistyczny i opracowaé nowg,
skuteczng metode unaczyniania rusztowan Wytworzone w trakcie tych badan
innowacyjne, tréjwymiarowe rusztowanie polimerowe wykonane z petni wchtanialnego materiatu
jakim jest polikaprolakton (PCL) zmusito nas do opracowania nowego protokotu histopatologicznego
pozwalajgcego na zachowanie skomplikowanej, przypominajgcej strukture plastra miodu architektury
wewnetrznej zaprojektowanego rusztowania Dzieki temu, ze w opracowanym przez
nas procesie obrébki histopatologicznej widkna rusztowania nie ulegajg rozpuszczeniu i deformacji,
jak w przypadku innych opisywanych metod, mozliwa jest ocena przekroju poprzecznego rusztowania
w catfosci, precyzyjna analiza tkanek w obrebie rusztowania uwzgledniajaca ich rozmieszczenie i
interakcje z jego widknami, a takze ocena stopnia degradacji wtdkien rusztowania.

Kolejng badang w ramach przedstawionego powyzej cyklu publikacji metoda
wytwarzania rusztowan byto elektroprzedzenie. Jest to nowoczesna metoda pozwalajgca na
wytwarzanie roznych nanowtdknistych struktur w formie siatek lub tub. Wykorzystuje ona zjawisko
oddziatywania sit elektrostatycznych, ktére powstajg miedzy igta, przez ktdrg podawany jest ze statg
predkoscig roztwér rozpuszczonego polimeru a uziemionym pretem o danej Srednicy (kolektorem).
Wytworzony miedzy igta (elektrodg dodatnig) a obracajacym sie pretem (elektrodg ujemng) fadunek
elektryczny powoduje, ze podawany przez igte roztwoér ulega rozciggnieciu tworzac wtdkna o bardzo
matej srednicy, ktére w rdznej konfiguracji uktadane sg na obracajgcym sie kolektorze tworzac tube o
danej srednicy [42] (Ryc. 2B).

Zastosowanie tej metody pozwolito nam na wytworzenie tubularnych rusztowan polimerowych tzw.
prowadnikéw nerwoéw (conduit) stuzacych do rekonstrukcji nerwéw obwodowych

Petnig one funkcje swoistych tgcznikéw uzupetniajgcych ubytek miedzy koricem proksymalnym a
dystalnym nerwu. Ich wewnetrzna struktura i materiat, z ktdrego zostaly zbudowane sg w petni
biokompatybilne i przyjazne dla regeneracji nerwdéw a zasiedlenie ich wnetrza komérkami ASCs
umozliwia bardziej uporzadkowang i szybszg ich regeneracje, co wykazano w . Z kolei
dotgczona do struktury opracowanego prowadnika polianilina umozliwia przewodzenie elektryczne w
jego obrebie, co w potaczeniu z przedstawionym w pozytywnym wptywem stymulacji
elektrycznej na wtasciwosci neurogenne komaérek ASCs moze miec istotne znaczenie w przyspieszeniu
regeneracji nerwow.
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Ryc. 2. Schematy przedstawionych w cyklu publikacji technologii druku polimerowych rusztowan:
A) metoda przyrostowego ksztattowania uplastycznionym polimerem; B) elektroprzedzenie

4.3.1.2. InZynieria tkankowa jako narzedzie rekonstrukcji tkanek dla chirurgii
rekonstrukcyjne;j.

Po wytworzeniu w warunkach laboratoryjnych odpowiednich rusztowan zasiedlane sg one
komdérkami prekursorowymi pobranymi i wyizolowanymi uprzednio od pacjenta. Opcjonalnie,
rowniez w warunkach in vitro, mogg by¢ one poddawane dziataniu réznych czynnikdw wzrostu i
réznicowania co w pofaczeniu z odpowiednimi warunkami pozwala na zréznicowanie sie komorek i
wytworzenie pozadanej tkanki na bazie rusztowania juz w laboratorium.

W kolejnym etapie wytworzona w ten sposéb tkanka wszczepiana jest w miejsce tej
brakujgcej lub usunietej. Powstaty tg metoda tzw. produkt inzynierii tkankowej (TEP — Tissue
Engineering Product) zastepuje wiec nie tylko uszkodzone komarki, ale catg tkanke (komorki i zrgb
tkankowy) uszkodzonego lub brakujgcego narzadu (Ryc. 3).

10



Ryc. 3. Strategia inzynierii tkankowej [43]: 1. Pobranie komdrek prekursorowych od pacjenta. 2.
Hodowla i izolacja komdrek. 3. Zasiedlenie komdrkami i czynnikami wzrostu rusztowania. 4. Hodowla
i namnazanie komadrek w obrebie rusztowania. 5. Wszczepienie zasiedlonego rusztowania w miejsce
brakujacej tkanki u pacjenta.

Strategia ta otwiera wiec droge do wytwarzania tkanek lub catych narzgdéw, ktére w
przysztosci beda mogty by¢ wszczepione w miejsce tych brakujacych lub usunietych z powodu
niewydolnosci czy procesu nowotworowego. Z punktu widzenia chirurgicznego bedzie to zupetnie
nowa opcja terapeutyczna. Obecnie stosowane metody leczenia obejmuja rekonstrukcje ubytku
tkankami wtasnymi (np. autogenny przeszczep skory), sztucznymi materiatami (np. proteza stawu
biodrowego) lub transplantacje catych narzagdéw w uktadzie allogenicznym (np. przeszczep watroby).
Kazda z tych metod posiada wady, do ktérych nalezg odpowiednio: dolegliwosci ze strony miejsca
dawczego i brak wystarczajacej ilosci tkanki potrzebnej do rekonstrukcji duzych ubytkdéw, odstoniecie
protez i reakcje zapalne typu wokot ciata obcego, powiktania zwigzane z leczeniem
immunosupresyjnym i mata liczba dawcéw przeszczepdw. Produkt inzynierii tkankowej jest
pozbawiony tych wad, przez co inzynieria tkankowa staje sie nieuchronnie alternatywa dla chirurgii
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rekonstrukcyjnej i transplantacyjnej i zaczyna by¢ nazywana chirurgig regeneracyjng. Znamiennym
tego przyktadem jest powstanie Miedzynarodowego Towarzystwa Chirurgii Plastycznej i
Regeneracyjnej (ISPRES), ktére w 2012 roku powstato w Rzymie na bazie Miedzynarodowego
Towarzystwa Chirurgii Plastycznej i Rekonstrukcyjnej. Intensywny rozwdj tej dziedziny w ciggu
ostatnich kilku lat wymusit zmiane dotychczasowej definicji inzynierii tkankowej: ,, Inzynieria
tkankowa to szybko rozwijajgca sie dziedzina nauki, ktérej celem jest wytworzenie, naprawa i/lub
zamiana tkanek i narzgdoéw poprzez zastosowanie w réznych kombinacjach komérek, biomateriatéw i
/lub biologicznie aktywnych czgstek” [44 9]. Zawezony zostat takze obszar jej zainteresowan, ktéry
ogranicza sie wytgcznie do tego, co zwigzane jest ze stosowaniem rusztowan. Pozostate ,,dawne”
strategie inzynierii tkankowej, ktére wykorzystujg dziatanie komérek lub czynnikéw wzrostu bez
taczenia ich z rusztowaniami nazywane sg obecnie terapig komdrkowa. Zaréwno inzynieria tkankowa
W nowym znaczeniu jak i terapia komdrkowa wchodzg w sktad nowej dziedziny medycyny —
medycyny regeneracyjnej. Cho¢ w ostatnim czasie za sprawg silnego lobby jest ona kojarzona
gtéwnie z medycyng estetyczng i zabiegami poprawiajgcymi jakosc skory i niwelujgcymi objawy
starzenia (terapia komdrkowa) to nalezy zaznaczy¢, ze medycyna regeneracyjna jest obecna
praktycznie w kazdej dziedzinie medycyny. Zaréwno terapia komérkowa jak i inzynieria tkankowa
majg coraz szersze zastosowanie w kardiologii, chirurgii, ortopedii, urologii, neurologii czy
dermatologii. Naukowcy na catym $wiecie intensywnie pracujg nad opracowaniem metod regeneracji
i wytwarzania tkanek takich jak skdra [45], miesien sercowy [46], nabtonek pecherza moczowego
[47], nerwy [48], chrzastka [49] czy kos¢ [50]. Nie mozna jeszcze mowic o petnym sukcesie, poniewaz
cze$é z wytwarzanych tkanek nie jest obecnie w petni wartoéciowa. Owczesne badania koncentruja
sie gtdwnie na konstrukcji odpowiednich, , przyjaznych” dla komadrek rusztowan i efektywnej hodowli
i réznicowaniu zasiedlanych nimi komaérek. Ich wyniki z kazdym dniem przyblizajg nas do
wytworzenia takich tkanek, ktére pod wzgledem strukturalnym i funkcjonalnym bedg jak najwierniej
nasladowaty tkanki ludzkie.

4.3.1.3. Miejsce badan przedstawionych w cyklu publikacji we wspétczesnej inzynierii
tkankowej.

Pomimo znacznego postepu w inzynierii tkankowej w dalszym ciggu jednym z ograniczen i
jednoczesnie jednym z wiekszych wyzwan pozostaje odpowiednie unaczynienie wytworzonych
produktéw inzynierii tkankowej. Bez odpowiednio rozwinietego unaczynienia nie jest mozliwe
wytwarzanie duzych fragmentéw tkanek lub narzagdéw, poniewaz zasiedlone komérki nie przezyjg
nawet kilku dni a rusztowanie ulegnie szybszej degradacji i zakazeniu. Z tego powodu jednym z
kierunkéw moich zainteresowan byto opracowanie nowej koncepcji unaczyniania produktéw
inzynierii tkankowej, ktdéra taczy prefabrykacje chirurgiczng rusztowania naczyniem osiowym
umieszczanym wewnatrz rusztowania z metodami inzynierii tkankowej takimi jak zastosowanie
tréjwymiarowego, przyjaznego dla naczyniotworzenia rusztowania a nastepnie zasiedlenie go
komdrkami ASCs o wtasciwosciach angiogennych Zagadnienie to mogtem realizowad
w ramach projektu Bio-implant - ,Bioimplanty dla potrzeb leczenia ubytkdw tkanki kostnej u chorych
onkologicznych” (POIG.01.01.02-00-022/09) (punkt 6.1./1) finansowanego przez Unie Europejska.
W trakcie pracy nad tym zagadnieniem konieczna byta takze optymalizacja metod pozyskiwania ASCs
i zasiedlania nimi rusztowan polimerowych Dzieki wynikom tych prac udato sie
okresli¢ najlepszg lokalizacje tkanki ttuszczowej dla pozyskiwania ASCs, opracowac metode
chirurgiczng jej pobierania, scharakteryzowac i poréwnaé rézne modele zwierzece pod wzgledem
dostepnosci i jakosci komdrek ASCs w zaleznosci od lokalizacji tkanki ttuszczowej i wieku a takze
przedstawi¢ metode optymalnego zasiedlania komdrkami ASCs rusztowan polimerowych
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Uzyskane wyniki prac pozwolg naukowcom zajmujgcym sie wykorzystaniem komdrek ASCs w
réznych modelach badawczych na lepsze zaplanowanie i przeprowadzenie swoich badan.

Kolejnym wktadem w rozwéj badan nad rusztowaniami polimerowymi zasiedlanymi komdrkami ASCs
byto opracowanie nowej metody precyzyjnej analizy histopatologicznej wytworzonych rusztowan,
ktdra pozwala na zachowanie ich wewnetrznej struktury przestrzenne;j Dotychczas
stosowane metody histopatologiczne uszkadzaty strukture rusztowania, ktdra ulegata ,,puchnieciu”
przez co uciskata/miazdzyta przerastajgce rusztowanie tkanki miekkie uniemozliwiajgc ich precyzyjng
i petng analize. Opracowana metoda wyeliminowata ten problem i pozwolita na ocene nawet
najdrobniejszych struktur tkankowych lezgcych w obrebie rusztowania, ocene interakcji miedzy
tkankami a rusztowaniem i w koricu ocene catego przekroju rusztowania co pozwala na doktadna
analize réznych struktur tkankowych np. naczyn na petnym przekroju poprzecznym. Opracowana
metoda daje wiec naukowcom zajmujgcym sie badaniami nad rusztowaniami tkankowymi nowe
narzedzie do precyzyjnej analizy swoich wynikéw. Chociaz metoda jest zwalidowana dla rusztowan
wykonanych z PCL, PCL/ B TCP i PCL/PLGA/B TCP to jej podstawowe zatozenia mogg by¢
wykorzystane do opracowywania protokotéw histopatologicznych dla rusztowan wykonanych z
innych materiatéw.

Zachecajgce wyniki i doswiadczenie jakie wyniostem z realizowanego projektu sktonity mnie do
zajecia sie kolejnym kierunkiem badan nad rusztowaniami polimerowymi zasiedlanymi komérkami
ASCs. Analizujgc potrzeby chirurgii plastycznej w konteks$cie mozliwosci inzynierii tkankowej
zainicjowatem prace nad nowym projektem, ktdrego celem byto opracowanie prowadnika nerwu
(conduitu) wykorzystywanego w chirurgii plastycznej do rekonstrukcji nerwéw Jako
wspotautor tego projektu realizowatem prace nad nim w ramach grantu Narodowego Centrum Nauki
(,,Wielofunkcyjne kompozytowe biomateriaty nanowtdkniste dla inzynierii obowodowej tkanki
nerwowej” (2013/11/B/ST8/03401) (punkt 6.1./2). Wytworzone metodg elektroprzedzenia
tubularne rusztowanie (prowadnik) zostato zaprojektowane w taki sposéb i z takiego materiatu aby
mozliwe byto jego zasiedlenie komdrkami ASCs zaraz po zespoleniu go z kikutami uszkodzonego
nerwu. Wyniki przeprowadzonych na modelu szczurzym badan sg zachecajace i pozwalajg stwierdzic,
Ze opracowana przez nas koncepcja prowadnika nerwu moze stac sie alternatywg dla stosowanej
rutynowo rekonstrukcji nerwdéw z uzyciem autoprzeszczepu nerwu. Dodatkowo wbudowanie do
struktury prowadnika elektroprzewodzgcego materiatu (polianiliny) pozwalajgcego na przeptyw
tadunkow elektrycznych doprowadzito do powstania kolejnych interesujgcych badan — tym razem
oceniajgcych wptyw elektrostymulacji na réznicowanie sie komorek ASCs i wspomaganie procesu
neuroregeneracji w obrebie opracowanego prowadnika nerwu

4.3.2. Cel badan przedstawionych w cyklu publikacji

Gtéwnym celem naukowym wymienionego powyzej cyklu publikacji byta ocena
zastosowania ttuszczowych komaérek macierzystych (ASCs) i rusztowan polimerowych wytworzonych
drogg inzynierii tkankowej w wytwarzaniu tkanek dla potrzeb chirurgii rekonstrukcyjnej.
Prezentowany cykl badan przedklinicznych na modelu zwierzecym miat na celu:

1. Opracowanie nowej metody skutecznego unaczyniania produktéw inzynierii
tkankowej
2. Optymalizacje metod pozyskiwania ASCs i zasiedlania nimi rusztowan polimerowych
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3. Optymalizacje metod precyzyjnej analizy histopatologicznej wytworzonych
rusztowan polimerowych

4. Opracowanie tubularnego, bioaktywnego i elektroprzewodzgcego rusztowania
polimerowego (prowadnika nerwu) zasiedlanego komdrkami ASCs

5. Ocene wptywu stymulacji elektrycznej na komarki ASCs, ktdre zostaty zasiedlone na
rusztowaniach polimerowych (prowadnik nerwu)

4.3.3. Szczegétowe omdwienie artykutow cyklu publikacji

Szybki i skuteczny rozwadj unaczynienia jest jednym z gtéwnych problemoéw wymagajacych
rozwigzania aby na szerszg skale stosowaé produkty inzynierii tkankowej w praktyce. W nurt tych
poszukiwan wigcza sie niniejsza praca, ktérej celem byta ocena nowej metody szybkiego unaczyniania
rusztowan polimerowych. Zatozeniem nowej metody byto potgczenie dwdch koncepcji pobudzania
unaczynienia: znanej z chirurgii rekonstrukcyjnej prefabrykacji ptatéw oraz udowodnionych w
inzynierii tkankowej angiogennych wtasciwosci ttuszczowych komdrek macierzystych (ASCs).
Prefabrykacja chirurgiczna polega na wszczepieniu szyputy naczyniowej do tkanek o stabszym,
przypadkowym ukrwieniu. Dzieki temu poza rozwojem unaczynienia uzyskujemy osiowe, czyli oparte
na jednej szypule naczyniowej ukrwienie danego ptata. Umozliwia to nie tylko wykorzystanie go jako
ptata miejscowego ale pozwala takze na przeniesienie go przy pomocy technik mikrochirurgicznych w
bardziej odlegte miejsca. Rozszerzenie tego zastosowania na obszar inzynierii tkankowej polegatoby
wiec na prefabrykacji rusztowania naczyniem osiowym w danym miejscu, odlegtym od
rekonstruowanego ubytku. W trakcie kilkutygodniowej prefabrykacji mozliwa bytaby kontrola
rozwoju odpowiedniego unaczynienia w obrebie rusztowania, kontrola ewentualnych infekcji i reakgji
odrzucania a takze wzmacnianie procesu rozwoju naczyn poprzez komaorki lub czynniki wzrostu i
réznicowania a w pdzniejszym etapie nawet zasiedlanie rusztowania odpowiednimi komdrkami
macierzystymi, ktére wytworzytyby docelowg tkanke.

W kolejnym etapie przygotowane w ten sposdb rusztowanie posiadajace pewne i niezalezne
unaczynienie oparte na szypule naczyniowej bytoby przenoszone w miejsce rekonstruowanego
ubytku jako ptat uszyputowany lub wolny z zespoleniem mikrochirurgicznym z naczyniami w miejscu
ubytku. Uniezaleznienie unaczynienia prefabrykowanego rusztowania od otoczenia wyeliminowatoby
czeste problemy takie jak infekcje, martwice tkanek czy ekstruzje implantu, ktdre sg konsekwencjg
uszkodzonego w wyniku urazu lub naswietlania systemu naczyniowego w miejscu rekonstruowanego
ubytku. Poza sprawdzong i powszechnie stosowang metoda prefabrykacji badana koncepcja
zaktadata jednoczasowe zasiedlenie rusztowania komdrkami macierzystymi ASCs o udowodnionych
wiasciwosciach proangiogennych. Ich dodatkowym atutem jest mozliwos¢ réznicowania sie w
komérki pochodzenia mezenchymalnego takie jak np. osteocyty czy chondrocyty, co otwiera nowe
mozliwosci zastosowan tych komérek jak i catej metody prefabrykacji w rekonstrukcji ubytkéw kosci
czy chrzastki.

Celem pracy byto poréwnanie nowej metody prefabrykacji rusztowan zasiedlanych komaérkami ASCs
z rusztowaniami niezasiedlanymi i nieprefabrykowanymi. Badania przeprowadzono na modelu
szczurzym a jako naczynia osiowe stuzgce do prefabrykacji rusztowania wybrano tetnice i zyte
nabrzuszng dolng. Sposréd wariantow uktadu szyputy naczyniowej wybrano najmniej traumatyczng w
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wykonaniu szypute typu flow-through. Pozostate warianty uktadu szyputy tj. podwigzanie szyputy lub
petla tetniczo zylna utworzona poprzez mikrochirurgiczne zespolenie tetnicy z zytg zostaty
wyeliminowane ze wzgledu na mozliwo$¢ wykrzepiania wewnatrz zespolenia lub na koricu kikuta
podwigzanej szyputy co prowadzitoby do umieszczenia wewnatrz rusztowania niewydolnych naczyn.
Rusztowanie wydrukowane zostato metodga przyrostowego ksztattowania uplastycznionym
polimerem (fused deposition modeling) z poli-e-caprolaktonu (PCL) (Ryc.2a), ktéry jest jednym z
bardziej obiecujacych materiatéw w inzynierii tkankowej.

Po wyizolowaniu naczyn z ciecia w okolicy pachwinowej bez ich przecinania naktadano na nie
(podobnie jak naktada sie opaski termoizolacyjne do ocieplania rur) specjalnie wydrukowane w
technologii druku 3d cylindryczne rusztowanie zawierajace przestrzen na naczynia wewnatrz.
Zwierzeta podzielono na 3 grupy zawierajgce po 6 szczurdw rasy WAG chowu wsobnego. W pierwszej
grupie nie zasiedlano rusztowan, w drugiej grupie zasiedlano je komérkami ASCs, w trzeciej grupie
zasiedlano je komdrkami ASCs, ktére indukowano w kierunku osteogenezy. Kazdy szczur w danej
grupie miat wszczepione po dwa rusztowania — w lewej okolicy pachwinowej umieszczano
rusztowanie prefabrykowano nowg metodg (z naczyniami wewnatrz) natomiast w prawej
umieszczano implant w okolicy naczynia (naczynia przebiegaty obok rusztowania). Gestos¢ naczyn
oraz uktad sieci naczyniowej byt analizowany po 2 miesigcach na podstawie badan
histopatologicznych (barwienie HE, immunohistochemia CD31 i SATB2) i mikrotomografii
komputerowe;j.

Wyniki badan wykazaty synergistyczne dziatanie nowej metody prefabrykacji z zasiedlaniem
ich komérkami ASCs. Stwierdzono bowiem ponad 10-krotnie wiekszg gestos¢ naczyn w grupie z nowa
metoda prefabrykacji i zasiedlaniem komdrkami ASCs rusztowan w poréwnaniu z gestos$cig naczyn w
obrebie rusztowan nieprefabrykowanych i niezasiedlanych komdérkami ASCs. Rdwniez w grupie
rusztowan prefabrykowanych nowg metodg ale zasiedlanych komérkami ASCs indukowanymi w
kierunku osteogenezy stwierdzono znamienng statystycznie prawie 5 -krotnie wiekszg gestosé naczyn
w poréwnaniu z rusztowaniami nieprefabrykowanymi i niezasiedlanymi. Powstata w obrebie
rusztowan sie¢ naczyniowa byta w petni wydajna i funkcjonalna we wszystkich badanych grupach co
potwierdzono w badaniach uCT z kontrastem. Co ciekawe w grupie zasiedlanej ASCs indukowanymi
w kierunku osteogenezy stwierdzono drobne ogniska kostnienia ale nie stwierdzono wytworzenia
petnowartosciowej kosci w obrebie rusztowan. Mogto by¢ to spowodowane brakiem odpowiedniej
impulsacji czynnikami wzrostu i réznicowania dostarczanymi z zewnatrz lub miejscowo (brak
wszczepienia rusztowan w sgsiedztwo ubytku kosci) lub budowag rusztowania i brakiem odpowiedniej
ilosci wapnia i innych substancji nasladujgcych natywne $rodowisko (milleu) tkanki kostnej. Chociaz
celem pracy nie byto wytworzenie kosci tylko ocena rozwoju unaczynienia obiecujace jest to, ze w tej
grupie rusztowan powstaty drobne ogniska kostnienia co Swiadczy o tym, ze poza wytworzeniem
naczyn doszto takze do zainicjowania proceséw osteogenezy. Otrzymane wyniki upowazniajg do
postawienia wniosku, ze opracowana przez mnie nowa metoda unaczynienia zaktadajgca nowy
model prefabrykacji typu flow-through i zasiedlanie rusztowan komdrkami macierzystymi ASCs w
sposéb znaczny poprawia rozwdj unaczynienia w obrebie rusztowan i z powodzeniem moze miec
zastosowanie w inzynierii tkankowej jak i zastosowaniach klinicznych.

Powyzsza praca byta wykonywana w ramach duzego projektu Bio-implant - ,Bioimplanty dla potrzeb
leczenia ubytkéw tkanki kostnej u chorych onkologicznych”(POIG.01.01.02-00-022/09) (punkt 6.1./1)
finansowanego ze sSrodkéw Unii Europejskiej i zrzeszajacego naukowcow z réznych uczelni takich jak
Narodowy Instytut Onkologii Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie, Wydziat Inzynierii
Materiatowej Politechniki Warszawskiej, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Politechnika
Wroctawska. W ramach tego projektu kierowatem zespotem zajmujgcym sie badaniami na matych
zwierzetach. Dzieki multidyscyplinarnej wspdtpracy zespotéw zrzeszonych w ramach tego projektu
udato mi sie zainicjowac kilka mniejszych projektow naukowych, ktére byty odpowiedzig na liczne
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pytania i problemy pojawiajgce sie w trakcie realizacji opisanego powyzej projektu. Dotyczyty one
probleméw z wtasciwg preparatyka histopatologiczng pozwalajgca na zachowanie beleczkowe;j
struktury rusztowania i ocene jego catego przekroju. Odpowiadaty takze na pytania z ktérej lokalizacji
tkanki ttuszczowej u szczura uzyskujemy najlepsze do zasiedlania komérki macierzyste ASCs, czy na
wiasciwosci komarek ASCs wptywa wiek szczura i ktdry model zwierzecy (mysz, szczur czy krolik) jest
najlepszy do prowadzenia badan nad komdrkami ASCs. Ponizej zostang szczegdétowo opisane wyniki
tych prac.

W ramach tej pracy opracowany zostat nowy protokét histopatologiczny dla rusztowan
wykonanych z poli-e-kaprolaktonu, ktéry zachowuje ich wewnetrzng architekture przypominajaca
strukture plastra miodu. Praca bytg odpowiedzig na problemy powstate w trakcie standardowej
obroébki histopatologicznej badanych rusztowan. Otdz uzyskane w wyniku standardowej preparatyki
skrawki nie nadawaty sie do catosSciowej oceny poniewaz elementy rusztowania ulegaty topnieniu i
dodatkowo zwiekszaty swojg objetos¢ przez co miazdzyty tkanki obecne miedzy beleczkami
rusztowania. Poza jednostkowymi fragmentami rusztowania niemozliwa byta wiec ocena utkania
komérkowego wewnatrz pordw (beleczek) rusztowania jak rdwniez catoSciowa ocena struktur
komérkowych wewnatrz catego przekroju rusztowania co byto kluczowe dla obliczenia gestosci
powstajgcych naczyn. Analizujgc potencjalne przyczyny tego problemu w pierwszej kolejnosci
wyeliminowano standardowg parafine o temperaturze topnienia 58°C, ktérej temperatura topnienia
jest zblizona do temperatury topnienia poli-e- kaprolaktonu wynoszacej 58-60°C. Zastosowanie
parafiny o nizszej temperaturze topnienia wynoszacej 49°C nie poprawito jednak znacznie jakosci
preparatéw. Chod fragmenty rusztowania nie byty juz stopione to dalej obecne byto ,,puchniecie”
beleczek rusztowania i miazdzenie przez nie lezgcych wewnatrz tkanek. Dalsza analiza tego problemu
doprowadzita do wyeliminowania z procesu obrébki histopatologicznej ksylenu i zastgpienia go d-
limonenem (Histoclear) w procesie ptukania szeregiem alkoholi, deparafinizacji i rehydracji. Dzieki
zastosowaniu tego rozwigzania nie obserwowano juz zmian w strukturze rusztowania ale tylko do
momentu nakrycia preparatu szkietkiem nakrywkowym. Okazato sie, ze rutynowo stosowane szkietka
zawierajg w sktadzie swojego kleju rowniez ksylen. Zastgpienie tego kleju balsamem kanadyjskim
rozpuszczalnym w d-limonenie pozwolito na wyeliminowanie tego problemu i uzyskanie
niezmienionych elementéw rusztowania w preparacie histopatologicznym. Dodatkowg modyfikacjg
tego procesu byto wprowadzenie silanizowanych szkietek podstawowych o wiekszej adhezyjnosci niz
standardowo stosowane co utatwito przenoszenie uzyskanych skrawkéw na szkietko, ktére ze
wzgledu matg grubosc i brak dobrego przylegania do szkietka ulegaty czesto przemieszczeniu,
zawinieciu czy rozerwaniu. Dopracowana w ten sposéb metoda pozwalata na petng ocene przekroju
rusztowania, ocene rozmieszczenia tkanek wewnatrz poréw rusztowania jak i ocene interakcji miedzy
elementami rusztowania a przylegajgcymi komdrkami. Aby oceni¢ jej skutecznos¢ i dokonad jej
walidacji zaprojektowano badanie szerzej opisane w niniejszym artykule.

Badanie przeprowadzono na 16 szczurach rasy WAG chowu wsobnego implantujgc podskérnie w
okolice pachwinowe 2 cylindryczne rusztowania wykonane z poli-e-kaprolaktonu. Rusztowania
wykonano metodg druku 3D wykorzystujgc technike przyrostowego ksztattowania uplastycznionym
polimerem (fused deposition) (Ryc. 2a) a kazda z zaprojektowanych pieciu kolejnych warstw
rusztowania posiadata charakterystyczng beleczkowatg architekture przypominajgca swoim
wyglagdem plastry miodu. Po 2 miesigcach implantacji wykonano uCT pobranych rusztowan a
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nastepnie rusztowania pochodzgce z lewej okolicy pachwinowej poddano standardowej procedurze
histopatologicznej opisywanej w literaturze a rusztowania pochodzgce z prawej okolicy pachwinowej
poddano nowej, samodzielnie opracowane] procedurze. Aby moc poréwnac wyniki w sposdb
obiektywny i wystandaryzowany wprowadzono parametr Procentowej Zawartosci Tkanek Miekkich
(PZTM) obliczanej na przekroju poprzecznym rusztowan. Parametr ten obliczono nie tylko na
skrawkach histopatologicznych rusztowan poddanych standardowe;j jak i opracowanej preparatyce
histopatologicznej, ale takze na obrazach radiologicznych (scan uCT) korespondujacych przekrojéow
poprzecznych rusztowan wykonanych przed obrébka histopatologiczna.

Analiza otrzymanych w ten sposéb wynikéw dostarczyta informacji, ze opracowany protokét
pozwala na ocene prawie 10 - krotnie wiekszej ilosci tkanek miekkich na przekroju poprzecznym
rusztowania w poréwnaniu ze standardowa procedurg histopatologiczng. Dodatkowo w poréwnaniu
z korespondujgcymi przekrojami poprzecznymi otrzymanymi w uCT, obliczony parametr PZTM byt
tylko 0 1,5 % mniejszy dla rusztowan uzyskanych w wyniku opracowanego protokotu
histopatologicznego i az 0 41% mniejszy dla rusztowan poddanych standardowe] procedurze
histopatologicznej. Prowadzi to do wniosku, ze doktadnos¢ uzyskanych opracowang metodg obrazéw
histopatologicznych jest zblizona do obrazéw otrzymanych przy pomocy badania uCT. Otrzymane
wyniki potwierdzity réwniez, ze opracowany protokét histopatologiczny jest powtarzalny, doktadny i
pozwala na petng analize jakosciowq i ilosciowg catego przekroju poprzecznego rusztowania z
zachowaniem jego wewnetrznej, przypominajacej plastry miodu struktury. Pomimo tego, ze
opracowana metoda byta zbadana tylko dla rusztowan wykonanych z PCL to do tej pory zostata ona z
sukcesem zaadoptowana réowniez dla rusztowan kompozytowych takich PCL/ B TCP czy PCL/PLGA/B
TCP i to zaréwno w klasycznym barwieniu HE jak i w barwieniach histochemicznych (von Kossa,
Masson Trichrome,) czy immunohistochemicznych (CD31, Factor VllI-related antigen, SATB2).
Reasumujac, opracowana w wyniku tego projektu nowa metoda preparatyki histopatologicznej ma
szanse stac sie nowym narzedziem pozwalajgcym na petniejszg, bardziej wystandaryzowang i
poréwnywalng ocene wynikdw badan z zakresu inzynierii tkankowej.

Pomyst na powstanie tej pracy powstat réwniez w trakcie realizacji projektu zwigzanego z
nowa metodg prefabrykacji Oto6z zasiedlanie rusztowan polimerowych komérkami
macierzystymu ASCs wymagato ich wyizolowania z tkanki ttuszczowej. O ile w przypadku komarek
ASCs ludzkich pobranie tkanki ttuszczowej moze nastgpi¢ drogg matoinwazyjnego zabiegu jakim jest
liposukcja to u gryzoni, ktorych wykorzystanie zaktadat ten projekt zastosowanie takiego zabiegu nie
byto mozliwe ze wzgledu na matg ilo$¢ podskérnej tkanki ttuszczowej i jej specyficzne rozmieszczenie.
Opisywane woéwczas w literaturze przypadki zaktadaty najczesciej pobranie tkanki ttuszczowej
podskdrnej z okolicy pachwinowej szczura jednak ze wzgledu na zatozenie projektu jakim byto
podskdérne wszczepienie prefabrykowanego rusztowania wtasnie w te okolice zmuszeni bylismy
poszukac alternatywnego Zrédta tkanki ttuszczowej. Analizujac literature dotyczacg rozmieszczenia
tkanki ttuszczowej u gryzoni trafitem na ciekawg prace S. Cinti pt. ,, The Adipose Organ” [51]
opisujgca rézne lokalizacje depozytdw tkanki ttuszczowej u myszy tj. depozyt karkowy, pachwinowy,
okotonerkowy i gonadalny. Opisywane lokalizacje tkanki ttuszczowej byty ze sobg czynnosciowo
potaczone i stanowity swoisty ,,organ ttuszczowy” reagujgcy na zmiany temperatury, warunki
odzywiania, stres czy wiek. Ttuszcz w lokalizacji karkowej sktadat sie dodatkowo z dwdch
morfologicznie réznych rodzajéw komodrek ttuszczowych: tkani ttuszczowej brunatnej bogatej w
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struktury naczyniowe i nerwowe oraz tkanki ttuszczowej biatej. Jak dowodzit autor tkanka ttuszczowa
brunatna brata czynny udziat w procesie termogenezy i mogta zamienia¢ sie w tkanke ttuszczowg
biatg w warunkach niskich temperatur. Poniewaz praca zostata opublikowana w 2005 roku, kiedy
jeszcze wiedza na temat ASCs i ich potencjalnego wykorzystania w badaniach z zakresu inzynierii
tkankowej byta niewielka nie ujeto w niej informacji o wtasciwosciach poszczegdlnych obszaréw
tkanki ttuszczowej w kontekscie ASCs. Poza tym, jak wczesniej wspomniano, praca opisywata ,,organ
ttuszczowy” u myszy, ktéra w porédwnaniu ze szczurem jest znacznie rzadziej stosowana w modelach
badawczych z zakresu inzynierii tkankowej. Dlatego celem pracy byta charakterystyka poszczegdlnych
lokalizacji tkanki ttuszczowej wchodzgcych w sktad organu ttuszczowego szczura, ocena tych
lokalizacji pod katem pozyskiwania z nich komdrek ASCs oraz zbadanie wtasciwosci proliferacyjnych i
ewentualnych zastosowan tych komérek w zaleznosci od lokalizacji z ktérej pochodzg. Drugim
elementem pracy byta optymalizacja zasiedlania tymi komdrkami rusztowan polimerowych tj.
okreslenie ich optymalnej ilosci, odpowiedniego medium rdznicujgcego je w kierunku
kosciotworzenia oraz okreslenie optymalnego materiatu z ktérego powinno by¢ zbudowane
rusztowanie polimerowe. Réznicowanie w kierunku kosciotworzenia zostato wybrane w tym
przypadku gtéwnie ze wzgledu na opisywane w modelach badawczych na szczurach zastosowanie
rusztowan polimerowych jako rusztowania dla odbudowy ubytkdw kostnych w obrebie kosci udowej
lub sklepienia czaszki u tych zwierzat. Inzynieria tkankowa kosci bowiem byta i nadal jest wiodgcym
tematem poszukiwan nowych opcji terapeutycznych dla leczenia ubytkéw kostnych w chirurgii
rekonstrukcyjnej, ortopedii czy chirurgii szczekowo-twarzowe;j.

Badanie przeprowadzono na 12 szczurach rasy WAG/W chowu wsobnego ptci meskiej. W
trakcie badania zaproponowano dostepy chirurgiczne dla pobierania tkanki ttuszczowej z
poszczegdlnych okolic post mortem oraz opracowano technike aseptycznego pobierania tkanki
ttuszczowej pod laminarem. Aseptyka ta jest o tyle istotna, ze nawet najmniejsze skazenie
pobieranego ttuszczu cho¢by matg iloscig bakterii moze spowodowad skazenie catego materiatu,
ktdry po odpowiedniej procedurze w trakcie izolacji ASCs jest pasazowany na podtozu hodowlanym
sprzyjajacym proliferacji bakterii. Po uzyskaniu z poszczegdlnych okolic tkanki ttuszczowe;j
wyizolowano z niej komorki ASCs zgodnie z protokotem opracowanym w Zakfadzie Medycyny
Regeneracyjnej. W zwigzku z makroskopowo odmiennym wyglgdem ttuszczu karkowego brunatnego
i jego prawdopodobnie odmienng morfologig opisywang przez Cinti oddzielono go na etapie
pobierania od pozostatego ttuszczu karkowego biatego i analizowano w dalszym etapie
doswiadczenia oddzielnie. Wyizolowane w trakcie doswiadczenia z réznych lokalizacji komérki ASCs
poddano nastepnie licznym testom takim jak cytometria przeptywowa okreslajaca ich
charakterystyczne markery powierzchniowe (CD11b, CD45CD29, CD90), hodowle w réznych mediach
réznicujgcych okreslajgce zdolnosci badanych komérek do réznicowania sie w kierunki adipocytow,
osteocytdw i chondrocytéw, okreslono takze kinetyke wzrostu komorek, ich czas podwojenia
(doubling time), zdolnosci do tworzenia kolonii (colony forming unit). W drugiej czesci badania
optymalizowano proces réznicowania sie pozyskanych z ttuszczu karkowego komaérek ASCS w
kierunku osteogenezy oceniajgc 4 rézne warianty medium rdznicujgcego: bazowe, bazowe z
dodatkiem deksometazonu, z dodatkiem BMP i FGF2 oraz z dodatkiem BMP2 i deksometazonu.
Skuteczno$¢ kazdego z wariantéw oceniano w badaniu histopatologicznym (barwienie czerwienig
alizarynowg) oraz jakoSciowo na podstawie analizy poziomu fosfatazy alkalicznej (ALP), ktdra jest
markerem aktywnosci osteoblastow. Zdolnosci do réznicowania sie w kierunku osteoblastéow
pozyskanych komdrek ASCs sprawdzono takze po ich zasiedleniu na porowatych, cylindrycznych
rusztowaniach o wymiarach 4x6 mm zbudowanych z dwéch réznych materiatéw: poli-e-
kaprolaktonu (PCL) oraz poli-e-kaprolaktonu (PCL) z dodatkiem 5% tréjfosforanu wapnia (TCP). W
trakcie tego testu zasiedlano rusztowania pozyskanymi komdrkami ASCs niezréznicowanymi stosujac
3 rézne warianty ilosci komadrek a nastepnie hodowano je w standardowym i réznicujgcym w
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kierunku osteogenezy medium przez 14 i 21 dni. Wyniki oceniano badajgc aktywnos¢ fosfatazy
alkalicznej (ALP) oraz przy pomocy testu MTS, oceniajgcego ilos$¢ zywych komédrek (aktywnosc
metaboliczng) przypadajgca na kazde rusztowanie w 3, 7 i 21 dniu.

Wyniki badan potwierdzity, ze zaproponowane dostepy chirurgiczne umozliwiajg skuteczne
wyizolowanie komodrek ASCs z kazdej badanej lokalizacji, uzyskane z kazdej lokalizacji komorki
spetniajg kryteria komérek macierzystych (obecnosc charakterystycznych markeréw
powierzchniowych), réznicuja sie w adipocyty, chondrocyty i osteocyty a ich zywotnos¢ nie rézni sie
w zaleznosci od lokalizacji. Najwiekszg ilos¢ komdrek macierzystych ASCs uzyskano z ttuszczu
pachwinowego a najwieksza ich gestosé tj. ilos¢ przypadajaca na mase tkanki ttuszczowej obecna byta
w ttuszczu karkowym brunatnym a nastepnie odpowiednio w ttuszczu karkowym biatym i
gonadalnym. Réwniez w tych lokalizacjach stwierdzono najlepsze parametry kinetyki wzrostu
komorek, czasu podwojenia czy zdolnosci do tworzenia kolonii. Wyniki tych badan sugeruja, ze
rownie dobrym zrédtem komérek ASCs jest okolica karkowa, ktéra co prawda dostarcza mniejszg
catosciows ilos¢ komérek ASCs w poréwnaniu z okolicg pachwinowg ale komérki te sg lepsze
jakosciowo. Opracowany w trakcie badania dostep chirurgiczny do lokalizacji karkowej tkanki
ttuszczowej moze by¢ z powodzeniem stosowany w modelu przyzyciowym i stanowi alternatywe dla
dostepu pachwinowego obarczonego pewnymi niedogodnosciami takimi jak mozliwos¢ ingerencji
zwierzecia w rane i zwigzanych z tym problemdéw z gojeniem, rozejsciem sie rany a nawet
autokanibalizmem. Dodatkowo w niektérych modelach badawczych takich jak badania nad
regeneracjg kosci, gdzie ubytek kosci udowej szczura uzupetnia sie réznymi wariantami rusztowan,
model ten eliminuje potrzebe powtérnej ingerencji w okolice pachwinowg, ktéra po wczesniejszym
pobraniu tkanki ttuszczowej moze by¢ zbliznowaciata i gorzej ukrwiona przez co moze fatszowad
wyniki badania. W opisanym przez nas modelu czas od przyzyciowego pobrania ttuszczu karkowego
do wyizolowania odpowiedniej do zasiedlenia rusztowan ilosci komdrek ASCs wynidst od 14 do 30 dni
co pomimo mniejszej ilosci tkanki ttuszczowej uzyskanej z tej okolicy jest czasem poréwnywalnym z
czasem do zasiedlenia rusztowan komdrkami ASCs uzyskanymi z okolicy pachwinowej, ktéra posiada
wiekszg ilos¢ tkanki ttuszczowej i co za tym idzie wiekszg ilos¢ komdrek ASCs. Potwierdza to wieksze
zdolnosci proliferacyjne komérek ASCs pobranych z tej okolicy i czyni opisane Zrédto tkanki
ttuszczowej szczura obiecujgcg alternatywa dla innych lokalizacji.

Druga czes¢ badania w ktdrej optymalizowano zasiedlanie rusztowan komaérkami ASCs
pobranymi z tkanki ttuszczowej karkowej dostarczyta informacji, ze najlepszym medium réznicujgcym
te komarki w kierunku osteogenezy jest wariant medium rdéznicujgcego z dodatkiem BMP i FGF2.
Aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej w tym wariancie medium byta wieksza niz w wariancie z podtozem
réznicujgcym bez modyfikacji oraz prawie dwukrotnie wieksza w porédwnaniu z kontrolg, ktérg
stanowito standardowe podtoze hodowlane. Najbardziej sprzyjajagcym osteogenezie materiatem z
ktérego wykonane jest rusztowanie jest kompozyt PCL z 5 % TCP. Poréwnanie tego materiatu z
materiatem zbudowanym z samego PCL wykazato znacznie wiekszg aktywnos¢ fosfatazy alkalicznej,
szczegblnie w 14 dniu obserwacji. Optymalna ilos¢ komarek, ktérymi powinny by¢ zasiedlane
rusztowanie wynosi 1,2 x10*5 komdrek na porowate rusztowanie o ksztatcie cylindrycznym (6 mm
Srednicy, 4 mm wysokosci). Najwieksza aktywnos¢ mitochondrialna tych komérek widoczna byta w
21 dniu hodowli a jej kinetyka i wartosci roznity sie w zaleznosci od wariantu rusztowania (PCL vs. PCL
+TCP).

Reasumujac, niniejsza praca przedstawia opracowane dostepy chirurgiczne do réznych lokalizacji
tkanki ttuszczowej u szczura oraz ich charakterystyke pod katem zastosowan w inzynierii tkankowej
(izolacja ASCs). Dodatkowo zostat w niej przedstawiony nowy model przyzyciowego pobrania tkanki
ttuszczowej z lokalizacji karkowej, ktéry zostat oceniony nie tylko pod katem mozliwosci pozyskania z
niego komodrek ASCs ale takze zoptymalizowana zostata procedura indukcji tych komérek w kierunku
osteogenezy oraz zasiedlania nimi rusztowan polimerowych. Otrzymane wyniki bedg pomocne w
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planowaniu badan z wykorzystaniem komérek ASCs w modelu szczurzym a przedstawiony i
przebadany model przyzyciowego pobrania tkanki ttuszczowej z okolicy karkowej moze zostaé z
powodzeniem stosowany w badaniach z zakresu inzynierii tkankowej, szczegélnie dotyczacych
regeneracji tkanki kostnej z uzyciem polimerowych rusztowan.

Kontynuacjg badan nad wtasciwosciami komadrek ASCs, ktére pobierane byty z réznych lokalizacji
tkanki ttuszczowej byta niniejsza praca, ktérej celem byta analiza jakosci tych komodrek
w zaleznosci od wieku szczura oraz od ilosci pasazy tych komdrek w hodowlach komérkowych in
vitro. Rdznice w potencjale do dzielenia sie i réznicowania sie tych komérek zaobserwowalismy juz w
trakcie przeprowadzania poprzedniego badania jednak badana grupa bytfa zbyt mata do postawienia
jednoznacznych wnioskéw. Dodatkowo dzieki mozliwosci wigczenia do badania szczurdw tej samej
rasy chowu wsobnego w wieku znacznie przekraczajgcym wiek szczuréw standardowo
wykorzystywanych w modelach badawczych postanowilismy sprawdzi¢ czy komadrki ASCs
wyizolowane z tkanki ttuszczowej tych szczuréw réwniez sie ,,starzejg” tzn. czy majg podobne
wiasciwosci do komdrek ASCs wyizolowanych od osobnikdw mtodych i w zwigzku z tym mogg by¢
rowniez wykorzystywane w inzynierii tkankowej. W tym celu poréwnano ze sobg dwie grupy
szczurdow rasy Wistar ptci meskiej chowu wsobnego w wieku 3 miesiecy i 2 lat, co odpowiada
biologicznemu wiekowi cztowieka wynoszgcemu odpowiednio 25 i 80 lat. Jako marker starzenia sie
komérek ASCs badano aktywnos¢ beta-galaktozydazy a z parametréw oceniajgcych ich jakosc i
potencjalne mozliwosci zastosowania w badaniach z zakresu inzynierii tkankowej oceniano
morfologie komadrek (markery powierzchniowe CD29, CD11b, CD90, CD45, CD34), potencjat
proliferacyjny (czas podwojenia, tempo wzrostu, zdolnos¢ do tworzenia kolonii), aktywnosé
metaboliczng (MTS test po 24h, 7 i 21 dniach), zdolnosci réznicowania sie w kierunku adipocytéw
(barwienie czerwienig olejowa, ekspresja genéw CEBPA,ADIPOQ, PPARy), chondrocytéw (barwienie
Masson-Trichrome, ekspresja genéw COMP, SOX9, ACAN) oraz osteocytéw (barwienie czerwienig
alizarynowa, ekspresja gendw ALPL, RUNX2, IBSP). Oceniano takze zdolnosci tych komodrek do
indukowania angiogenezy (tubule formation assay, sprouting from 3D spheroids assay) oraz
angiogenny efekt ich parakrynnego wydzielania (linia komorek Huvec). Podobne testy
przeprowadzono poréwnujgc ,starzenie sie” komdrek ASCs w warunkach in vitro wynikajace z
wielokrotnego pasazowania ich. W tym przypadku poréwnywano ze sobg komérki pochodzace z 3 i
30 pasazu komdérkowego pochodzgce zaréwno od 3 miesiecznych jak i 2 letnich szczuréw.

Wyniki badan nie wykazaty zadnej réznicy w morfologii komorek ASCs i ekspresji
charakterystycznych dla nich markeréw powierzchniowych pomiedzy komérkami pochodzgcymi od
starej jak i mtodej populacji szczuréw jak i pochodzgcymi z wczesnego i pdznego etapu pasazowania.
Podobnych réznic nie zaobserwowano po zbadaniu tempa wzrostu jak i czasu podwojenia tych
komérek co stawia komérki pochodzace od ,,starych” dawcéw na réwnorzednym poziomie z
komdrkami pochodzgcymi od ,mtodych” dawcéw i umozliwia ich stosowanie w badaniach
wykorzystujgcych komérki macierzyste. Wyniki testu MTS wykazaty niezalezng od wieku dawcéw
znacznie wiekszg aktywnos¢ metaboliczng komdrek ASCs po 30 pasazu niz po 3-cim ale tylko w 7 dniu
inkubacji. Podobng zaleznos$¢ wykazano w przypadku badania zdolnosci tworzenia kolonii. Wiedza o
tym, ze komoérki wraz z iloscig pasazy zwiekszajg swojg aktywnosé metaboliczng i zdolnos¢ do
tworzenia kolonii moze mie¢ istotne implikacje w planowaniu badan z wykorzystaniem tych komérek
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jednak wyniki tych badan wymagajg jeszcze weryfikacji. Badajgc zdolnosci do réznicowania sie
komodrek ASCs hodowanych w odpowiednich mediach rdznicujacych je do adipo-, chondro- lub
osteocytow stwierdzono wiekszg ekspresje gendéw charakterystycznych dla adipogenezy u starych
dawcéw i po dtuzszym okresie pasazowania komodrek. Podobng zaleznos¢ stwierdzono dla
chondrogenezy. Ekspresja gendw charakterystycznych dla osteogenezy nie réznita sie w zaleznosci od
ilosci pasazy komdrkowych ale w przeciwnienstwie do adipo- i chondorgenezy byta wieksza u
osobnikéw mtodych. Jesli chodzi o angiogenne wtasciwosci tych komadrek to stwierdzono wiekszy ich
potencjat w przypadku komérek pochodzgcych od mtodych dawcdéw i z 30-ego pasazu ale réznice
statystyczne nie byty znaczne. Wyniki tej czesci badan bedg z pewnoscig przydatne w planowaniu
modeli badawczych wykorzystujacych potencjat do réznicowania sie komérek ASCs w rézne linie
komérkowe i pozwolg na dobranie dawcow jak i czasu pasazowania zgodnie z oczekiwanymi
rezultatami. W koncu badajgc starzenie sie tych komérek zaréwno in vivo, czyli wraz z wiekiem
dawcéw jak i in vitro czyli wraz z ilo$cig pasazy, stwierdzono w obu tych przypadkach efekt starzenia
sie mierzony wzrostem poziomu beta-galaktozydazy jednak rdznice te byly znacznie mniejsze
pomiedzy ,mtodymi” a ,,starymi” dawcami (starzenie sie in vivo) niz pomiedzy 3 a 30 pasazem
(starzenie sie in vitro). Upowaznia to do stwierdzenia, ze nadmiernie dtugie pasazowanie komadrek
znacznie szybciej powoduje ich starzenie sie niz zaawansowany wiek biologiczny dawcéw. Dzieki
zebranym w powyzszej pracy wynikom wykazano, ze komérki ASCs pochodzace od starszych
osobnikéw majg podobny potencjat proliferacyjny do komérek izolowanych od mtodych osobnikdéw.
Przedstawione rdéznice w ich zdolno$ci do réznicowania sie w zalezno$ci od wieku dawcy jak i od iloSci
przeprowadzonych pasazy komérkowych mogg okazac sie przydatne w efektywnym planowaniu
doswiadczen z wykorzystaniem komérek ASCs.

Eksplorujac dalej kierunek badan pozwalajgcych na charakterystyke i optymalizacje proceséw
pozyskiwania komdrek ASCs z tkanki ttuszczowej postanowilismy sprawdzi¢, ktéry z modeli
zwierzecych bedzie najbardziej uzyteczny dla badan z zakresu inzynierii tkankowej. Wczesniejsze
badania dostarczyty nam informacji dotyczacych modelu szczurzego wykazujac
roznice w ilosci ASCs w zaleznos$ci od lokalizacji tkanki ttuszczowej z ktorej sg izolowane,
przedstawiaty nowy model autologicznego pobierania tkanki ttuszczowej z okolicy karkowej czy
charakteryzowaty wtasciwosci komérek ASCs w zaleznosci od wieku szczura. W niniejszej pracy, dzieki
dostepnosci roznych gatunkdw zwierzat u ktdrych w ramach realizowanych projektéw naukowych
izolowali$my komérki ASCs postanowiliSmy sprawdzi¢ réznice miedzygatunkowe pod wzgledem
jakosciowym i ilosciowym komdrek ASCs. W tym celu poréwnalismy ze sobg modele badawcze
obejmujgce model mysi, model szczurzy z podziatem na dwa wsobne szczepy zwierzat LEW/W i WAG
oraz model krdliczy. Wszystkie badane gatunki zwierzat sg szeroko wykorzystywane w badaniach
naukowych i posiadajg swoje zalety i wady. Model mysi jest modelem dobrze przebadanym
(dostepnosc specyficznych przeciwciat i zestawdw badan), tanim w utrzymaniu, pozwalajgcym na
uzycie duzej ilosci zwierzat a dzieki mozliwosci genetycznej modyfikacji pozwala na tworzenie
zwierzgt chowu wsobnego (identycznych genetycznie) lub imitowac choroby ludzkie. Jego wadg jest
mata masa zwierzecia uniemozliwiajgca przeprowadzenie w ramach doswiadczen skomplikowanych
procedur chirurgicznych czy ortopedycznych. Z tego powodu model mysi stosowany jest obecnie
gtéwnie w badaniach nad lekami, gojeniem sie ran czy w naukach biomedycznych i jest mato
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przebadany pod kagtem zastosowan w badaniach z wykorzystaniem ASCs. Z kolei model szczurzy
posiada wszystkie wymienione zalety modelu mysiego a jednoczesnie eliminuje gtéwna jego
niedogodnos¢ jakim jest rozmiar zwierzecia. Dzieki temu jest on chetnie stosowany w badaniach
wymagajgcych procedur chirurgicznych lub ortopedycznych réwniez z uzyciem ASCs. Poniewaz model
ten zostat przez nas doktadnie przebadany we wczesniejszych pracach w obecnym
badaniu postanowilismy sie skupié na réznicach pomiedzy dwoma najczesciej uzywanymi w
badaniach szczepami szczuréw chowu wsobnego WAG vs. LEW/W. Kolejnym badanym modelem
doswiadczalnym jest krdlik. Jego rozmiar umozliwia przeprowadzanie bardziej skomplikowanym
procedur chirurgicznych czy ortopedycznych jednak koszty utrzymania, bardziej wymagajaca
hodowla, staba odpornos¢ na stres, brak dostepnosci tak duzej jak w poprzednich modelach liczby
gotowych przeciwciat czy zestawéw badawczych jak i ograniczone mozliwosci ingerencji genetyczne;j
czynig ten model badawczy mniej popularnym i stabiej przebadanym szczegélnie pod katem
pozyskiwania komdrek ASCs. Do naszego badania wtgczylismy szczury szczepu LEW/W i szczepu WAG
w wieku 6 miesiecy. Ttuszcz pobierano posmiertnie z wczesniej opracowanych lokalizacji tj. karkowej,
pachwinowej, gonadalnej i okotoonerkowej. Z podobnych lokalizacji uzyskano ttuszcz od krélikéw
rasy White New Zealand w wieku 12 miesiecy. W przypadku krdlikéw nie znaleziono odpowiednika
ttuszczu pachwinowego — zamiast niego wewnatrzbrzusznie odnaleziono ttuszcz otrzewnowy, ktory
pobrano do badan. Pobranie ttuszczu mysiego odbyto sie mysz C57B6 w wieku 6 miesiecy. W tym
przypadku ilos¢ tkanki ttuszczowej byta na tyle skapa, ze nie udato sie podzieli¢ go wedtug opisanych
wczesniej lokalizacji. Po wyizolowaniu komérek ASCs zgodnie z uzywang w Zakfadzie Medycyny
Regeneracyjnej procedurg badano ich morfologie (markery powierzchniowe CD29, CD11b, CD90,
CD45, CD34), potencjat proliferacyjny (zdolnos¢ do tworzenia kolonii), zdolnosci réznicowania sie pod
wptywem odpowiedniego medium w kierunku adipocytéw (barwienie czerwienig olejowa),
chondrocytow (barwienie Masson-Trichrome) oraz osteocytdéw (barwienie czerwienig alizarynowa).
Poréwnanie dwdch szczepdw szczuréw wykazato, ze poniewaz szczury szczepu LEW/W osiggajg
wiekszg mase niz szczury szczepu WAG masa ich tkanki ttuszczowej jest wieksza a sposrod wszystkich
lokalizacji jest jej najwiecej w okolicy gonadalnej a nie pachwinowej jak w przypadku szczepu WAG.
Pomimo tych réznic lokalizacje podskdérne tkanki ttuszczowej, czyli ttuszcz karkowy i pachwinowy
dostarczajg podobnej ilosciowo tkanki ttuszczowej jak u szczepu WAG i z powodzeniem mogg by¢
stosowane rownorzednie w modelu autologicznego stosowania komérek ASCs. Natomiast w
przypadku modelu allogenicznego stosowania ASCs, ktdre najczesciej zaktada posmiertne pobranie
tkanki ttuszczowej szczury szczepu LEW/W posiadajg lepsze wtasciwosci poniewaz mozna z nich
uzyskac wiecej tkanki ttuszczowej a co za tym idzie wiecej komorek ASCs. W przypadku krélika
najwiecej tkanki ttuszczowej pobrano z okolicy okotonerkowej a nastepnie karkowej i gonadalne;.
Poniewaz krdliki, jak wykazato nasze badanie nie posiadajg podskérnego ttuszczu pachwinowego,
jedyna dostepng lokalizacjg tkanki ttuszczowej podskdrnej jest ttuszcz karkowy, ktérego znaczna
masa w stosunku do pozostatych lokalizacji umozliwia uzyskanie odpowiedniej ilosci komaorek ASCs i
ich wykorzystanie w modelu autologicznym. Masa catkowitej tkanki ttuszczowej pobranej u myszy
byta prawie 16 krotnie mniejsza niz u szczura szczepu LEW/W i ponad 100 krotnie mniejsza niz u
krdlika co czyni ten model badawczy najmniej uzytecznym w doswiadczeniach wymagajacych izolacji
ASCs z tkanki ttuszczowej. Komorki wyizolowane od wszystkich 3 gatunkéw zwierzat wykazywaty
ekspresje antygendw charakterystycznych dla komdrek ASCs, miaty zblizong zywotnosc¢ i roznicowaty
sie do adipo-, chondro- i osteocytéw. Ich gestosé czyli ilo$¢ wyizolowana z 1 g tkanki ttuszczowej byta
najwieksza w modelu szczurzym w lokalizacji karkowej, co jest spéjne z naszymi wcze$niejszymi
badaniami W modelu kréliczym najwiekszg gestos¢ stwierdzono w przypadku ttuszczu
otrzewnowego. Poréwnujac zdolnosci proliferacyjne wyizolowanych komadrek stwierdzono znacznie
lepsze wyniki réwniez w przypadku modelu szczurzego co czyni wybdr tego zwierzecia najbardziej
efektywnym dla badan oceniajgcych wiasciwosci komarek ASCs.
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Reasumujac, na podstawie przedstawionych powyzej wynikéw, badania na tzw. matych
zwierzetach oceniajgce wtasciwosci komdrek ASCs mogg zostac przeprowadzone u wszystkich
gtéwnych przedstawicieli tej grupy (mysz, szczur, krélik) jednak najbardziej uniwersalnym,
efektywnym i racjonalnym wyborem w naszej ocenie pozostaje model szczurzy. Zostat on przez nas
szczegbdtowo scharakteryzowany pod wzgledem zastosowan w inzynierii tkankowej zaréwno w tej
pracy jak i w ramach omawianych powyzej prac a opracowana technika
przyzyciowego pobierania podskdrnej tkanki ttuszczowej z okolicy karkowej czyni go najbardziej
zblizonym do modelu ludzkiego, gdzie réwniez przyzyciowo (liposukcja) pobiera sie podskérng tkanke
ttuszczowa aby po wyizolowaniu z niej komadrek ASCs wykorzystac je w schemacie autologicznym.

Przedstawione powyzej prace realizowane byty w ramach projektu Bio-implant - ,Bioimplanty dla
potrzeb leczenia ubytkéw tkanki kostnej u chorych onkologicznych” (POIG.01.01.02-00-022/09)
(punkt 6.1./1), ktory miat na celu wytworzenie na bazie rusztowania tkanki kostnej niezbednej do
rekonstrukcji ubytkéw kostnych. Opracowana w ramach tego projektu nowa metoda unaczyniania
rusztowan oraz liczne prace optymalizujgce sposéb pozyskiwania komorek ASCs
(publikacje 2,3,4) i potwierdzajgce ich pluripotencjalne witasciwosci sktonity mnie do poszukiwan
nowych zastosowan inzynierii tkankowej w chirurgii rekonstrukcyjnej. Analiza potrzeb bazujgca nie
tylko na moim chirurgicznym doswiadczeniu w rekonstrukcji roznych ubytkéw ale i na dwczesnych
mozliwosciach terapeutycznych doprowadzita mnie do wniosku, ze poza rekonstrukcjg ubytkéw
kostnych bardzo istotne jest rowniez zagadnienie rekonstrukcji ubytkéw nerwdéw. Problem ten byt
mi znany nie tylko z pracy klinicznej w ktdrej na co dzierh wykonywatem rekonstrukcje nerwéw
przeszczepami nerwu tydkowego ale réwniez z moich zainteresowan naukowych i prac dotyczacych
tego tematu w ktdérych oceniatem odlegte wyniki rekonstrukcji nerwéw (publikacja 13) czy badatem
epidemiologie urazéw rak, w trakcie ktérych najczesciej dochodzi do uszkodzen nerwéw (publikacja
12). Dlatego bazujac zaréwno na doswiadczeniu klinicznym jak i zdobytym w ramach realizacji
poprzedniego grantu doswiadczeniu w zakresie inzynierii tkankowej postanowitem zainicjowa¢
wystgpienie o nowy grant, ktérego celem bytoby opracowanie bioaktywnego, elektroprzewodzacego
prowadnika nerwu (conduitu) zasiedlanego komdrkami macierzystymi ASCs. Zdobyty grant
Nano4Nerve - ,,Wielofunkcyjne kompozytowe biomateriaty nanowtdkniste dla inzynierii obwodowe;j
tkanki nerwowej” (NCN 2013/11/B/ST8/03401) (punkt 6.1./2) pozwolit nie tylko na realizacje
projektu dotyczacego samego opracowanego prowadnika nerwu ale takze dzieki zatozeniu, ze jego
elektroprzewodzgce wtasciwosci mogg w przysztosci zosta¢ wykorzystane do stymulowania prgdem
statym np. odnerwionych miesni, dat on podstawe do badan nad wptywem elektrostymulacji na
wiasciwosci komarek ASC W ramach realizacji grantu we wspétpracy z wydziatem
Inzynierii Materiatowej Politechniki Warszawskiej powstat prowadnik zbudowany z Poly(L-lactic acid
co-e-caprolactone) [P(LLA-CL)]. Dodany do struktury wiékien prowadnika naturalny kolagen zostat
wybrany sposrdd innych biatek w fazie badan wstepnych jako najlepiej rokujgcy nosnik brakujacych
receptorow dla komarek ASCs, ktéry umozliwia ich tatwe przytgczanie sie do Swiatta prowadnika i
szybka proliferacje. Dzieki temu mozliwa stata sie nie tylko neuroregeneracja nerwu ale takze
wykorzystanie w tym procesie pluripotencjalnych komérek ASCs, ktére posiadajg wiele cech
sprzyjajacych regeneracji nerwdéw. Nalezg do nich: plejotropowy efekt immunomodulujgcy
zmniejszajgcy stan zapalny, wydzielanie czynnikdw wzrostu i réznicowania, réznicowanie sie w
komoérki przypominajgce komaérki Schwanna (Schwann-like cells)[52,53] czy tez przyspieszanie za
posrednictwem egzosomoéw proliferacji, migracji i mielinizacji komdérek Schwanna [54-56].
Dodatkowym innowacyjnym elementem opracowanego rusztowania byto wbudowanie do jego
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struktury polianiliny (Poli), ktéra dzieki wtasciwosciom elektroprzewodzenia wzmacnia
neuroregeneracje [57] i moze by¢ w przysztosci wykorzystana do elektrostymulacji miesni
unerwianych przez uszkodzony nerw motoryczny. Pozwolitoby to na wyeliminowanie problemu
zaniku odnerwionych miesni w trakcie trwajgcej kilka miesiecy regeneracji nerwu. Ze wzgledow
technicznych ocene wptywu elektrostymulacji na neuroregeneracje postanowiono wykonaé najpierw
w warunkach in vitro a potem ewentualnie po pozytywnych wynikach tych badan
opracowac elektrostymulator majacy zastosowanie w modelu in vivo. W celu oceny skutecznosci
opracowanej koncepcji prowadnika nerwu zastosowano standardowy model szczurzy, w ktérym
oceniano wpltyw nowego materiatu jak i komdrek ASCs na regeneracje 1 cm ubytku nerwu
kulszowego. Badanie nad zwierzetami poprzedzono wykonaniem licznych testéw oceniajgcych
wiasciwosci fizykochemiczne, biokompatybilnosc i wptyw na réznicowanie sie komérek ASCs
opracowanego prowadnika. W celu oceny biokompatybilnosci na wykonanych z badanego materiatu
specjalnych matach badano aktywnos$¢é metaboliczng (ABS 490nm) komdrek ASCs oraz ekspresje
genu Neurod-1 (RQ), ktéry jest jednym z wazniejszych czynnikéw transkrypcyjnych w réznicowaniu
do komdrek nerwowych. Badania te dowiodty, ze aktywno$¢é metaboliczna komdrek hodowanych na
matach zbudowanych z opracowanego przez nas materiatu jest wieksza niz na matach zbudowanych
z tozsamego materiatu ale pozbawionego dodatku kolagenu. Podobne obserwacje dotyczyty ekspresji
genu Neurod-1 $wiadczgcego o potencjale rédznicowania do komoérek nerwowych. W przypadku
badanego materiatu byta ona odpowiednio 7 -krotnie i 2 krotnie wieksza w poréwnaniu do materiatu
pozbawionego kolagenu i plastiku. Dodatkowo ocena zasiedlania prowadnikéw in vitro wykazata, ze
komarki ASCs, ktérymi sg one zasiedlane przyczepiajg sie do receptoréw kolagenowych i pozostajg w
ich Swietle w wiekszej ilosci niz na zewnatrz.

Badanie na zwierzetach przeprowadzono na 28 szczurach rasy Levis chowu wsobnego, ktdre po
usunieciu 1 cm fragment nerwu kulszowego podzielono na 4 grupy. W grupie kontrolnej
pozostawiano ubytek nerwu bez rekonstrukcji. W grupie z autoprzeszczepem usuniety fragment
nerwu obracano o 180 stopni a nastepnie przy pomocy technik mikrochirurgicznych wszywano z
powrotem. Kolejng grupe stanowity szczury, u ktérych ubytek nerwu rekonstruowano opracowanym
prowadnikiem nerwu. W trakcie rekonstrukcji wprowadzano kikuty nerwu do prowadnika i
zabezpieczano je przed wysunieciem dwoma szwami. W ostatniej badanej grupie po rekonstrukcji
ubytku prowadnikiem nerwu dodawano do jego Swiatta komadrki ASCs.

Po 6 -cio miesiecznej obserwacji badano funkcje nerwu kulszowego (test Sciatic Functional Index),
stosunek masy miesnia brzuchatego tydki zaopatrywanego przez rekonstruowany nerw do masy
miesnia zdrowego (muscle mass ratio), oceniano obecnos$¢ wtdknienia w obrebie miesnia
brzuchatego tydki (barwienie HE, Trichrom-Masson) oraz wykonano analize morfometryczng widkien
nerwowych na przekrojach poprzecznych uzytych do rekonstrukcji nerwoéw (autoprzeszczep) i
prowadnikéw (barwienie immunohistochemiczne NF — 200 oraz histochemiczne Weigert-Pal na
obecnosé ostonek mielinowych).

Wyniki badan funkcjonalnych (SFl) nie wykazaty istotnych réznic statystycznych pomiedzy grupg z
rekonstrukcjg przeszczepem nerwu (autoprzeszczep) a grupami w ktérych nerw rekonstruowano przy
pomocy opracowanego prowadnika zaréwno bez jak i z dodatkiem komérek ASCs (najlepszy wynik).
Dowodzi to tego, ze opracowany prowadnik zapewnia uzyskanie wynikéw poréwnywalnych z
rekonstrukcjg autoprzeszczepem, ktéra uwazana jest obecnie za ztoty standard w rekonstrukcji
nerwow. Badanie stosunku masy miesniowej jak i obecnosci widknienia w obrebie miesni dostarczyto
podobnych obserwacji z najlepszym wynikiem dla grupy z autoprzeszczepem, nastepnie odpowiednio
dla grup z prowadnikiem niezasiedlonym, zasiedlonym komadrkami ASCs i dla grupy bez rekonstrukcji
nerwu, gdzie stosunek masy miesniowej byt najnizszy a zawartos¢ procentowa witdknienia na
przekroju poprzecznym miesnia najwyzsza. Z kolei analiza morfometryczna wtdkien nerwowych na
przekroju prowadnikéw wykazata, ze w grupie z prowadnikami zasiedlanym ASCs gestos¢ wtdkien, ich
zaokraglenie (nerve fiber circularity) i stosunek srednicy aksonu do srednicy catego widkna (G-ratio)
sg statystycznie wieksze niz w pozostatych grupach a pozostate parametry w tej grupie takie jak
powierzchnia aksondw czy grubos¢ mieliny sg wyzsze niz w grupie z prowadnikani niezasiedlanymi
ale poréwnywalne z grupg z autoprzeszczepem.
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Uzyskane wyniki potwierdzajg dobre wtasciwosci opracowanego prowadnika nerwu zblizone do
najlepszej dostepnej w chwili obecnej formy leczenia, czyli autoprzeszczepu nerwu, ktérego
podstawowg wadg jest koniecznos¢ pobrania go z innej okolicy z nastepowym brakiem czucia w jej
obrebie. Chociaz dodatek komdrek ASCs do prowadnika zwiekszyt tylko nieznacznie (nieistotnie
statystycznie) jego wyniki funkcjonalne i paradoksalnie (réwniez nieistotnie statystycznie) obnizyt
stosunek masy miesniowej w poréwnaniu do grupy z prowadnikiem niezasiedlanym to mniejsza
obecnosé widknienia miesni jak i lepsza morfologia nerwdéw w tej grupie pozwala przypuszcza¢, ze
dodatek ASCs do opracowanego prowadnika zwieksza jego wtasciwosci neuroregeneracyjne.

Reasumujac nalezy uznaé, ze opracowany prowadnik jest biokompatybilny i zapewnia swobodng
regeneracje nerwu zblizong do autoprzeszczepu nerwu a wptyw zasiedlania go komdrkami ASCs
wymaga jeszcze dalszych badan potwierdzajgcych ich wtasciwosci proneurogenne. Jednym z takich
badan prowadzonych w ramach opisywanego projektu byto zbadanie wptywu elektrostymulacji
opracowanych prowadnikéw na wtasciwosci zasiedlonych nimi komdrek ASCs, co szczegdétowo
zbadano w ramach pracy przedstawionej ponize;j.

W niniejszej pracy poza oceng wptywu elektrostymulacji na wtasciwosci komadrek ASCs
zdecydowalismy sie jeszcze wykorzysta¢ mozliwosci jakie daje nam proces elektroprzedzenia za
pomoca ktdrego wytwarzane sg prowadniki. Otéz wtdkna, ktére sg potem uzywane w procesie
elektroprzedzenia mogg by¢ zbudowane z dwdch materiatéw, z ktdrych jeden stanowi rdzen,
wewnetrzng czes¢ takiego widkna a drugi stanowi jego zewnetrzng otoczke. Poniewaz materiat z
ktérego zbudowano prowadniki jest w petni rozpuszczalny to na skutek rozpuszczania sie
zewnetrznej otoczki po kilku dniach mdégtby by¢ odstaniany rdzen takiego widkna posiadajgcy inne
wiasciwosci i dodatkowo stymulujacy neuroregeneracje. Pozwala to wiec na dostarczanie np.
czynnikdw wzrostu i réznicowania w sposdb dynamiczny a nie w formie jednorazowego bolusu. Takie
dynamiczne dostarczanie czynnikdw wzrostu bytoby jak najbardziej zblizone do wystepujacych w
przyrodzie warunkdw, gdzie istotne dla wzrostu nerwdéw jest zarowno kinetyka jak i gradient
dziatajgcych w danym momencie i w danej fazie regeneracji czynnikdw wzrostu. Analizujac literature
przedmiotu, wyniki badan wstepnych poréwnujace rézne neurogenne czynniki wzrostu jak i fizyczne
mozliwosci inkorporowania ich do rdzenia wtdkien prowadnika wybralismy czynnik wzrostu NGF.
Czynnik ten jest powszechnie stosowny w neruregeneracji i ma réwniez udowodniony wptyw na
komoérki ASCs zwiekszajac ich przezycie, proliferacje i réznicowanie w kierunku ASCs [58]. W
potaczeniu z komdrkami ASCs udowodniono tez jego skutecznosé w neuroregeneracji nerwoéw z
uzyciem biodegradowalnych prowadnikéw [59]. Z tego powodu dotgczenie go do prowadnikow
nerwow pozwolitfoby na powolne uwalnianie go z rdzenia wtdkien w miare uptywu czasu i
rozpuszczania sie zewnetrznej otoczki. Pozwolitoby to na state, dynamiczne uwalnianie tego czynnika
W miare postepowania procesu regeneracji nerwow, co w potgczeniu z komdrkami macierzystymi
zapewaniajacymi dalszg humoralng regulacje tego procesu stworzytoby warunki najbardziej zblizone
do fizjologicznego procesu neuroregeneracji. Réwnie istotne w procesie neuroregeneracji jest
generowane w trakcie zycia cztowieka pole elektromagnetyczne (potencjat czynnosciowy)
zapewniajgce réznice tadunku miedzy btonami komadrek wynoszgcg od -10 do -90 mV i utatwiajgce
przekazywanie sygnatéw utatwiajgcych proliferacje i roznicowanie w kierunku komérek nerwowych
[60]. Dodatkowym elementem imitujagcym naturalne srodowisko (milleu) rekonstrukcji tkanki
nerwowe] bytoby takze zastosowanie pradu statego imitujgcego fizjologiczny tadunek elektryczny
tkanki nerwowej (wysokos$¢ 90 mV i czestotliwosci 1 HZ) [61]. Zatem zastosowanie dodatkowo
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czynnika NGF i elektrostymulacji o potwierdzonych wtasciwosciach poprawiajgcych proces
regeneracji nerwoéw [62] pozwolitoby na uzyskanie jeszcze lepszych wynikéw i optymalizacje
opracowanego przez nas modelu prowadnika.

Aby zbadaé wptyw elektrostymulacji i czynnika NGF na neuroregeneracje zaprojektowano
specjalne urzadzenie bazujgce na 6 - dotkowej ptytce do hodowli komdérkowych w ktérej w kazdym z
dotkéw umieszczano dwie elektrody pomiedzy ktédrymi wytwarzano pole elektromagnetyczne.
Badane prowadniki zasiedlane komérkami ASCs podzielono na kilka grup w zaleznosci od obecnosci
lub nie czynnika NGF w ich strukturze oraz elektrostymulacji lub jej braku. Podobnego podziatu
dokonano badajgc same komérki ASCs bez zasiedlania nimi prowadnikdw hodowane na plastikowym
podtozu. Grupa kontrolng byty komérki hodowane na plastikowym podtozu bez dodatku NGF i bez
elektrostymulacji. Po okresie hodowli trwajgcym 4 dni oceniano w kazdej grupie nastepujace
parametry: liczbe i zywotnos¢ komorek, ekspresje gendw potwierdzajgcych neuregeneracje (NES,
NCAM, NEUROD1), obecnos¢ BllI-tubuliny, ktora jest markerem niedojrzatych neuronéw oraz analize
chromosomow oceniajacg wptyw badanych czynnikéw na kariotyp komaorek ASCs.

Otrzymane wyniki wykazaty podobng liczbe i zywotnosé komdrek we wszystkich grupach za
wyjatkiem grupy hodowanej na plastikowym podtozu z dodatkiem NGF i poddanej elektrostymulacji
w ktorej stwierdzono mniejszg zywotnosc. Stymulacja elektryczna zmniejszyta proliferacje ASCs we
wszystkich grupach podobnie jak dodanie czynnika NGF ale byty to réznice nieistotne statystycznie i
moga one wynikac z szybszego réznicowania sie komérek w tych grupach, ktére zmniejsza ilos¢
komérek proliferujgcych. Najlepsze wyniki uzyskano w przypadku ASCs hodowanych na
plastikowych ptytkach bez dodatku NGF i niepoddawanych elektrostymulacji a najgorsze dla ASCs
zasiedlonych na prowadnikach z dodatkiem NGF poddanych elektrostymulacji. Najwyzszg ekpresje
wszystkich trzech gendw zaobserwowano w przypadku grupy prowadnikéw zasiedlanych ASCs
zawierajgcych NGF i poddanych elektrostymulacji choé wyniki dla poszczegdlnych gendw byty bardzo
zréznicowane. | tak najwiekszg ekspresje genu NES (wczesny marker neurogenezy) stwierdzono w
przypadku prowadnikéw bez dodatku NGF i bez elektrostymulacji, genu NEUROD1 (wczesny i pdzny
marker neurogenezy) w przypadku prowadnikdow z NGF poddanych elektrostymulacji, genu NCAM
(pdézny marker neurogenezy) w przypadku prowadnikéw z NGF ale bez elektrostymulacji. Z kolei
ekspresja BllI-tubuliny (marker niedojrzatych neuronéw) byta wieksza w wariantach z
elektrostymulacjg niezaleznie od dodatku NGF. Analiza chromosomow nie wykazata zadnych anomalii
w kariotypie komdrek ASCs poddawanych zaréwno elektrostymulacji i dziataniu czynnika NGF.
Uzyskane wyniki sg kolejnym krokiem w kierunku jak najwierniejszego odtworzenia naturalnego
$rodowiska dla regeneracji nerwéw obwodowych. Zastosowanie jednoczasowe,
elektroprzewodzacych prowadnikéw, elektrostymulacji pragdem statym oraz czynnika wzrostu NGF
wykazaty brak cytotoksycznego wptywu na komérki ASCs oraz synergie w dziataniu na rdéznicowanie
sie komdrek ASCs w kierunku komdrek nerwowych.

Reasumujac, wyniki tej pracy sg kontynuacjg prac nad optymalizacja wczesniej opracowanego
prowadnika nerwu i dowodzg, ze dodanie do niego czynnika wzrostu NGF i
zastosowanie elektrostymulacji moze znacznie poprawic¢ wyniki rekonstrukcji nerwéw i jeszcze
bardziej zblizy¢ nas do uzyskania wynikow poréwnywalnych lub lepszych z rekonstrukcjami
przeszczepami nerwow, ktére pomimo tego, ze w dalszym ciggu sg suboptymalne to w chwili obecne;j
sg najlepsze. W kolejnym etapie projektu planowane jest stworzenie lub wykorzystanie istniejgcego
stymulatora nerwu implantowanego podskérnie i weryfikacja uzyskanych powyzej wynikow w
badaniach na modelu szczurzym.

26


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/neurod1

4.3.4. Wnioski ptyngce z przedstawionego cyklu publikacji

Opracowana metoda prefabrykacji chirurgicznej rusztowan polimerowych jest skutecznym
sposobem unaczyniania produktéw inzynierii tkankowej. Jej zastosowanie pozwala na szybszy i
bardziej kompleksowy rozwdj unaczynienia co jest kluczowe nie tylko dla przezycia i
réznicowania zasiedlanych w obrebie rusztowania komaérek ale takze zapewnia ochrone przed
jego zakazeniem i szybka degradacjg. Daje tez mozliwos¢ rozszerzenia osiggnieé i zastosowan
inzynierii tkankowej na wieksze i bardziej kompleksowe produkty, ktérych wytwarzanie byto do
tej pory ograniczone do rusztowan o matych rozmiarach, gdzie przezycie zasiedlonych komadrek
warunkowane byto zdolnosciami dyfuzyjnymi tkanek. Opracowana metoda znalazta
zastosowanie nie tylko w inzynierii tkankowej ale takze w klinice o czym Swiadczg prace z zakresu
ortopedii czy chirurgii szczekowo-twarzowej jg cytujgce. Obecnie prowadzimy badania nad
dalszym udoskonalaniem opracowanej metody poprzez modyfikacje materiatu, z ktérego
zbudowane jest rusztowanie. Opracowane nowe rusztowanie wzbogacone jest dodatkowo PLGA
o silnych wtasciwosciach angiogennych i TCP o wfasciwosciach osteogennych i sprzyjajacych
szybszej proliferacji komarek. Ich stopniowe uwalnianie majgce miejsce w trakcie powolnej
degradacji rusztowania mogtoby wspomdéc angio- i osteogeneze. Wyniki tych badan sg obiecujgce
a publikacja zawierajgce wyniki tych badan jest w trakcie recenzowania. Kolejne modyfikacje
materiatu nad ktérymi obecnie pracujemy wraz z Wydziatem Inzynierii Materiatowej Politechniki
Warszawskiej dotyczg wtgczenia w strukture wtdkien polimerowych rusztowania réznych
czynnikdéw wzrostu i réznicowania, ktére uwalniane w trakcie degradacji rusztowania
wspomagaty dodatkowo angio- i osteogeneze.

Opracowana nowa metoda preparatyki histopatologicznej rusztowan polimerowych zachowuje
ich delikatng, beleczkowatg strukture i pozwala na petng ocene przekroju poprzecznego
rusztowania. Dzieki temu mozliwa jest bardziej kompleksowa wizualizacja wnetrza rusztowania i
interakcji pomiedzy rusztowaniem a otaczajgcymi go komérkami a takze ocena stopnia
degradacji jego widkien. Dodatkowo mozliwos¢ oceny petnego przekroju poprzecznego
rusztowania pozwala na ilosciowg ocene struktur tkankowych w jego wnetrzu i okreslenie ich
stosunku do powierzchni tkanek go przerastajgcych np. okreslenie gestosci naczyn krwionosnych
na danych przekroju poprzecznym. Dzieki temu opracowana metoda ma szanse staé sie nowym
narzedziem pozwalajacym na petniejszg, bardziej wystandaryzowang i poréwnywalng ocene
wynikéw badan z zakresu inzynierii tkankowej.

Scharakteryzowany model doswiadczalny badan nad komdérkami ASCs opierajacy sie na modelu
szczurzym oraz opracowana technika autologicznego wykorzystania komérek ASCs w tym modelu
stanowig optymalng platforme do badan z zakresu inzynierii tkankowej. Przeprowadzone
badania oceniajgce model szczurzy jako Zrédto komdrek ASCs dostarczyty szeregu informacji,
ktdre mogg by¢ pomocne w planowaniu i przeprowadzaniu doswiadczen z zakresu inzynierii
tkankowej. Opracowanie dostepow chirurgicznych do réznych lokalizacji tkanki ttuszczowej
szczura, ocena tych lokalizacji pod katem zawartosci komarek ASCs, ich wtasciwosci
proliferacyjnych i zdolnosci do réznicowania sie w zaleznosci od lokalizacji, wieku czy ilosci pasazy
komérkowych, optymalizacja zasiedlania tymi komérkami rusztowan polimerowych czy
optymalizacja procesdw rdznicowania sie tych komérek w kierunku osteogenezy pozwolity lepiej
poznac¢ model szczurzy w kontekscie wykorzystania go do badan nad komdrkami ASCs, ktore w
ostatnim czasie ze wzgledu na tatwos¢ pozyskania tych komérek i dobre wtasciwosci
regeneracyjne sg bardzo popularne. Dzieki wynikom przeprowadzonych badan wiemy, ze
najbardziej optymalng lokalizacjg dla pozyskania komérek ASCs jest lokalizacja karkowa, komarki
ASCs nie tracg swoich wiasciwosci wraz z wiekiem szczura tylko z iloscig przeprowadzonych
pasazy komadrkowych, najlepszym medium réznicujgcym te komorki w kierunku osteogenezy jest
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wariant z dodatkiem BMP i FGF2, komérki te lepiej proliferujg na rusztowaniach zbudowanych z
PCL z dodatkiem TCP w poréwnaniu z rusztowaniami zbudowanymi z samego PCL, znamy tez
optymalng ilosé i sposdb zasiedlania rusztowan polimerowych tymi komérkami. W toku tych
badan opracowano i scharakteryzowano takze metode przyzyciowego pobierania tkanki
ttuszczowej karkowej szczura, ktéra pozwala na pozyskanie duzej, wystarczajgcej do wiekszosci
eksperymentdw ilosci komédrek ASCs o dobrych wtasciwosciach proliferacyjnych i réznicujgcych.
Umozliwia to wykorzystanie tych komérek w modelu autologicznym, ktéry jest najbardziej
zblizonym do modelu ludzkiego, gdzie réwniez przyzyciowo (liposukcja) pobiera sie podskérng
tkanke ttuszczowg aby po wyizolowaniu z niej komadrek ASCs wykorzystac je u tego samego
osobnika. W koncu poréwnanie przebadanego przez nas modelu szczurzego z innymi dostepnymi
modelami w grupie tzw. matych zwierzat (mysz, szczur, krélik) pod katem efektywnosci
wykorzystania tych gatunkdéw zwierzat w badaniach z zakresu inzynierii tkankowej wykazato, ze
najbardziej uniwersalnym, efektywnym i racjonalnym wyborem pozostaje w naszej ocenie
przebadany przez nas kompleksowo model szczurzy.

Opracowany prowadnik nerwu jest kolejnym krokiem w kierunku wdrozenia narzedzi inzynierii
tkankowej do praktyki klinicznej (chirurgii rekonstrukcyjnej). Uzyskane wyniki potwierdzajg jego
biokompatybilnosé i dobre wtasciwosci regeneracyjne zblizone do najlepszej dostepnej w chwili
obecnej formy leczenia, czyli autoprzeszczepu nerwu. Dodanie komdrek ASCs do Swiatta
prowadnika nerwu zwieksza jego wtasciwosci regeneracyjne wyrazone poprzez poprawe
wynikéw funkcjonalnych, zmniejszenie wtdknienia w obrebie miesni zaopatrywanych przez
rekonstruowany nerw oraz poprawe morfologii regenerujgcego sie nerwu na przekroju
poprzecznym (wieksza gestos¢ wtékien, ich zaokraglenie (nerve fiber circularity) i stosunek
Srednicy aksonu do $rednicy catego wtdkna). Jednak wptyw komadrek ASCs na neuroregeneracje w
obrebie prowadnika wymaga jeszcze dalszych badan, ktére sg w dalszym ciggu kontynuowane. Z
kolei badania nad optymalizacjg sktadu prowadnika poprzez dodanie do jego wtdkien czynnika
NGF oraz zastosowanie elektrostymulacji pradem statym w jego obrebie wykazaty brak
cytotoksycznego wptywu tych czynnikdw na komaérki ASCs oraz synergie w pobudzaniu
réznicowania sie komdrek ASCs w kierunku komérek nerwowych. Moze to znacznie poprawic
wyniki rekonstrukcji nerwdw a dzieki zdolnosciom elektroprzewodzgcym materiatu, z ktérego jest
wykonany prowadnik mozliwa jest elektrostymulacja nie tylko w obrebie prowadnika, ktdra jak
dowiedlismy ma korzystny wptyw na zasiedlone w jego swietle komdrki ASCs ale takze mozliwa
bedzie elektrostymulacja zaopatrywanych przez rekonstruowany nerw miesni, ktéra zapobiegnie
ich degeneracji bedacej skutkiem odnerwienia. W kolejnym etapie poza zbadaniem opisanej
wyzej modyfikacji sktadu prowadnika w badaniach in vivo na szczurach planowane jest takze
stworzenie lub wykorzystanie istniejgcego juz stymulatora nerwu implantowanego podskérnie
zapewniajgcego elektrostymulacje zaréwno samego prowadnika jak i grupy miesniowej
zaopatrywanej przez rekonstruowany nerw.

4.3.5. Zastosowanie kliniczne przeprowadzonych badan.

Opracowana metoda unaczyniania rusztowan polimerowych znajdzie zastosowanie

gtéwnie w chirurgii plastycznej, poniewaz pozwoli na wytwarzanie struktur tkankowych takich jak

kos¢ czy chrzastka, gdzie odpowiednie unaczynienie i funkcja podporowa rusztowania sg
najistotniejsze. Kliniczne zastosowanie opracowanej metody sktadatoby sie z kilku etapow. W
pierwszym etapie zostatby opracowany tréjwymiarowy model ubytku kosci, ktdry powstat lub

powstanie po jej usunieciu. Opracowanie takiego modelu jest mozliwe poniewaz doktadny zakres
usuwanej kosci mozna juz zaplanowac przed operacjg na podstawie tréojwymiarowej rekonstrukcji
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kosci wykonanej przy pomocy badania CT. Na takiej rekonstrukcji zaznaczany jest obszar kosci, ktory
zostanie usuniety a nastepnie zaplanowane linie ciecia s3 odwzorowywane przy pomocy nawigacji
Srédoperacyjnej w polu operacyjnym, gdzie reka chirurga, a co za tym idzie linia ciecia korygowana
jest przez nawigacje. Po okresleniu ksztattu i wielko$ci powstatego albo planowanego ubytku zostanie
wydrukowane na drukarce 3D specjalne rusztowanie, ktore bedzie zaktadato umieszczenie w jego
whnetrzu szyputy naczyniowej. W kolejnym etapie rusztowanie bedzie zasiedlone komdrkami
macierzystymi indukowanymi w kierunku osteogenezy a nastepnie wszczepione zgodnie z
zatozeniem metody w taki sposéb, aby gtéwne naczynia znajdowaty sie w jego wnetrzu.
Najdogodniejsze lokalizacje naczyn, ktére bedg mogty stanowié szypute ptata to okolica pachwinowa
(naczynia powierzchowne okalajgce udo), przysrodkowa cze$¢ przedramienia (naczynia
promieniowe), okolica topatkowa (naczynia okalajgce fopatke), czotowa (naczynia nadbloczkowe) i
skroniowa (naczynia skroniowe powierzchowne). Wymienione lokalizacje oraz unaczynienie zostaty
juz wczesniej opisane i majg zastosowanie, jako ptaty skorno-ttuszczowe (odpowiednio ptat
pachwinowy, promieniowy tzw.chinski, topatkowy, ptat czotowy tzw.indyjski, skroniowy) stosowane
w celu rekonstrukcji ubytkédw tkanek w chirurgii rekonstrukcyjnej. Po 2 miesiecznej prefabrykacji
rusztowanie wraz z otaczajgcymi je tkankami bytoby przeniesione w miejsce ubytku kosci z
pozostawieniem jego pierwotne]j szyputy naczyniowej, ktéra bytaby albo przeniesiona w nowg
lokalizacje albo w przypadku braku takiej mozliwosci przecieta i zespolona mikrochirurgicznie z
naczyniami w miejscu biorczym. Pozwolitoby to na dostarczenie zdrowych tkanek i uniezaleznienie
ich od stabego ukrwienia w miejscu ubytku, ktdre moze by¢ nastepstwem naswietlania z powodu
nowotworu, przebytego urazu lub anomalii naczyniowych zwigzanej z wadg wrodzona.

Pierwsze doswiadczenia z prefabrykacjg opisat ponad 20 lat temu Schliephake i Langner [63],
ktdrzy prefabrykowali pyrolizowany przeszczep kosci bydlecej w celu rekonstrukcji ubytku zuchwy u
mini Swini. Po 5 miesiecznej implantacji w okolicy ubytku przeniesli go w miejsce ubytku uzyskujac
wgojenie kosci. Po 5 latach zespét Terheydena [64] uzyt ksenogenicznej kosci (Bio-Oss) wraz BMP-7,
ktorg umiescit w obrebie miesnia najszerszego grzbietu u mini swini. Po 6, 12 i 24 tygodniach
stwierdzili oni w obrebie rusztowan prawidtowg tkanke kostng. W kolejnym etapie badan po 6
tygodniach przeniesli prefabrykowang w ten sposéb ksenogeniczng kosé¢ w miejsce ubytku w zakresie
zuchwy zwierzecia. W poréwnaniu z grupg kontrolng, gdzie badali wgajanie sie przeszczepu kosci
nieprefabrykowanego stwierdzili znacznie lepsze wyniki w zakresie kosciotworzenia [65]. Po dwdch
latach ta sama grupa [65] wykonata pierwszg operacje u cztowieka. Po 7 tygodniach prefabrykacji
ksenogenicznego przeszczepu kosci wzbogaconego BMP-7 i aspiratem szpiku kostnego przeniesli go
w miejsce ubytku zuchwy. Zabieg zostat przeprowadzony bez zadnych komplikacji, po 4 tygodniach
pacjent mégt spozywac normalne positki zamiast ptynnych pokarméw, ktdre spozywat przez ostatnie
9 lat. W tomografii komputerowej i scyntygrafii stwierdzono remodeling kosci i postep mineralizacji
juz 11 dni po transplantacji. Po roku od operacji Warnke [66] opublikowat pdZzne wyniki operacji. Po 6
miesigcach tytanowa siatka ostaniajgca przeszczep kosci ulegta ztamaniu i przebita sluzéwke
eksponujac caty przeszczep na dziatanie flory bakteryjnej jamy ustnej. Doszto do powstania martwicy
kosci, ktéra byta konsekwentnie usuwana a ubytek byt uzupetniany przeszczepami kosci gagbczastej.
Niestety nie udato sie opanowac infekcji kosci i zamkng¢ ubytku $luzéwki nad nig. Po 15 miesigcach
pacjent zmart z powodu zawatu serca a rodzina nie zgodzita sie na poSmiertne badania
histopatologiczne. Warnke w podsumowaniu stwierdzit, ze przyczyna niepowodzenia byto
zastosowanie nierozpuszczalnej tytanowej sieci, brak zastosowania komérek prekursorowych w celu
wiekszego wyindukowania wytwarzania kosci oraz niewtasciwy dobér pacjenta (powinien by¢
mtodszy, nie pali¢ papierosdw i nie pi¢ alkoholu) [66].

Opracowana przez mnie metoda prefabrykacji wydaje sie wyklucza¢ wspomniane przez
Warnke przyczyzny niepowodzenia. Otdz wytworzone drogg druku 3D rusztowanie jest stabilniejsze i
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swojg wytrzymatoscia zblizone do wytrzymatosci zdrowej tkanki kostnej. Moze by¢ ono takze
zaprojektowane w taki sposdb, aby wraz z gtéwng czescig rusztowania wydrukowaé odpowiedni
system mocowan zapewniajgcy stabilne i wytrzymate zespolenie z koscig. Dodatkowo rusztowanie
jest rozpuszczalne i moze by¢ wzbogacone o uwalniajgce sie z niego wraz z procesem jego
rozpuszczania czynniki wzrostu i réznicowania oraz antybiotyki. Umieszczone w jego wnetrzu
naczynia krwionosne pozwolg na powstanie bogatej sieci naczyniowej, ktéra bedzie je dodatkowo
chronita przed zakazeniem i nadmierng resorpcjg nawet w momencie ekspozycji na zakazone
Srodowisko (dobrze ukrwione tkanki sg bardziej odporne na zakazenia i fatwiej docierajg do nich
podawane ogdlnoustrojowo antybiotyki). Wreszcie kontrolowane i wykonane w warunkach
certyfikowanego laboratorium zasiedlenie rusztowan odpowiednig iloscig zywotnych i walidowanych
komdérek macierzystych tkanki ttuszczowej (ASCs) zapewni szybkie unaczynienie rusztowania przy
jednoczesnym rozwoju kosci w jego obrebie.

Otrzymane w trakcie badan nad nowa metoda prefabrykacji wyniki upowazniajg mnie takze
do postawienia hipotezy, ze aby szybko i skutecznie wytwarzac gestg sie¢ naczyniowg w tkankach
niedokrwionych np. w ptatach tkankowych zagrozonych martwicg czy niedokrwionych konczynach
lub palcach konieczne jest podanie komdrek macierzystych w okolice naczynia zaopatrujgcego dany
obszar. Udowodnitem bowiem, ze tworzenie nowych naczyn przebiega znacznie szybciej w
przypadku, gdy komaérki macierzyste znajdujg sie w bliskim sgsiedztwie naczyn odzywczych (nowa
metoda prefabrykacji z naczyniem wewnatrz zasiedlonego komérkami macierzystymi rusztowania).
Chociaz udowodnione zostaty juz wtasciwosci angiogenne komdrek macierzystych w tego typu
przypadkach [67,68,69] to miejsce ich podania byto zawsze przypadkowe. Podanie komdrek
macierzystych bezposrednio w okolice naczynia zaopatrujgcego ulegajgcy martwicy ptat czy ulegajaca
niedokrwieniu konczyne lub palec powinno znacznie szybciej doprowadzi¢ do wytworzenia gestej
sieci naczyniowej niz po podaniu tych komarek w inng przypadkowa okolice np. w okolice najbardziej
niedokrwiong. Dzieki zastosowaniu tej metody mozliwe statoby sie szybsze wytworzenie naczyn i
wygranie walki z czasem niedokrwienia, ktory jest kluczowym czynnikiem determinujgcym
przezywalnos¢ niedokrwionych tkanek.

Poza bezposrednim wptywem opracowanej metody unaczyniania nie sposéb poming¢ wkfadu
badan nad komdrkami ASCs czy badan nad preparatykg histopatologiczng
rusztowan w rozwaj inzynierii tkankowej, ktéra w ostatnim czasie przezywa swoj
intensywny rozkwit. Wyniki tych prac pozwolg naukowcom wykorzystujgcym komorki ASCs w
roznych modelach badawczych na lepsze zaplanowanie i przeprowadzenie swoich badan. Nie do
przecenienia jest tez rola opracowanego prowadnika nerwu w rekonstrukcji nerwéw obwodowych

Leczenie uszkodzen nerwéw obwodowych stanowi istotny problem kliniczny. W samych
Stanach Zjednoczonych wykonuje sie rocznie ponad 200 000 rekonstrukcji nerwéw. Do uszkodzen
nerwow obwodowych dochodzi najczesciej w nastepstwie urazéw. Poniewaz sposrdd wszystkich
urazéw wystepujacych u cztowieka urazy rak wystepujg najczesciej (2,8-6,1%) to najwiecej
rekonstrukcji nerwdéw wykonuje sie wtasnie w zakresie reki (publikacja 12) [70]. Reka pozbawiona
czucia staje sie bezuzyteczna i traktowana jest przez pacjenta niczym ciato obce. Niesie to za sobg nie
tylko konsekwencje zdrowotne i obniza jakos$¢ zycia pacjenta, ale takze generuje wysokie koszty
spoteczne (renta inwalidzka). Optymalnym postepowaniem w przypadku urazu nerwu jest pierwotne
jego zeszycie przy uzyciu technik mikrochirurgicznych w taki sposdb, aby napiecie miedzy koricami
nerwu byto minimalne. Napiecie jest bowiem gtdwnym czynnikiem powodujgcym opdzniong
neuroregeneracje [71]. Czesto jednak ze wzgledu na zakres urazu (np. uraz pitg tarczowg) ubytek
nerwu jest tak duzy, ze nie jest mozliwa jego pierwotna beznapieciowa naprawa. W tej sytuacji, aby
potgczyc kikuty nerwdw stosuje sie auto- lub alloprzeszczepy nerwdw [72]. Cho¢ alloprzeszczepy
nerwow sg obecnie uznang metodg leczenia ubytkdw nerwow palcowych nieprzekraczajgcych 3 cm
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[73] to z réznych przyczyn (etycznych, legislacyjnych, organizacyjnych) nie sg powszechnie
stosowane. W chwili obecnej ztotym standardem leczenia ubytkdw nerwdw pozostaje nadal
autogenny przeszczep nerwu. Powinien by¢ on zastosowany w kazdym przypadku uszkodzenia
nerwu motorycznego lub mieszanego i przy rekonstrukcji ubytkdw nerwéw przekraczajacych 3 cm
[73]. W trakcie tej procedury powstaty miedzy kikutami nerwu ubytek uzupetnia sie pobranym z
innej okolicy nerwem czuciowym a nastepnie mikrochirurgicznie zespala sie go beznapieciowo z
koricami nerwu. Najczesciej w tym celu pobiera sie nerw tydkowy (publikacja 13) lub nerw skérny
przysrodkowy przedramienia. Jednak postepowanie takie obarczone jest wieloma wadami takimi jak
przede wszystkim pozbawienie czucia w obszarze unerwianym przez pobierany nerw (np. bocznej
grzbietowej powierzchni stopy w przypadku nerwu tydkowego). Czesto w takich przypadkach rodzi
sie pytanie czy warto dla powrotu czucia w zakresie palca reki poswiecac zdrowy nerw i narazac
pacjenta na utrate czucia w zakresie stopy? Inne niedogodnosci tej metody zwigzane sg z
powikfaniami ze strony miejsca dawczego takimi jak tworzgce sie w obrebie kikutdw pobranego
przeszczepu nerwu bolesne nerwiaki czy tkliwa blizna. Dodatkowo rdznice w strukturze peczkowej i
$rednicy pomiedzy nerwem przeszczepianym a nerwem w miejscu ubytku odpowiedzialne sg czesto
za niezadowalajgce wyniki rekonstrukcji nerwu tg metoda, szczegdlnie przy duzych ubytkach. Innym
ograniczeniem jest tez ilo$¢ materiatu jaka mozemy pobrac z miejsca dawczego. Niedogodnosci
zwigzane z metoda autoprzeszczepu nerwu dotyczg takze innych, niezwigzanych z urazami rgk
przypadkéw uszkodzen nerwoéw takich jak jatrogenne uszkodzenie nerwu twarzowego w nastepstwie
resekcji guzow slinianki czy uszkodzenia nerwdw w nastepstwie usuniecia nerwiaka nerwu
obwodowego.

Z tego powodu od wielu lat trwajg intensywne poszukiwania alternatywy dla przeszczepu nerwu —
jedna z nich jest rekonstrukcja nerwu przy pomocy prowadnika nerwu. Jego zadaniem jest izolacja
przestrzeni miedzy kikutami nerwu i stworzenie optymalnych warunkéw (podtuzny uktad widkien
prowadnika, czynniki wzrostu) dla uporzgdkowanego wzrostu wiékien nerwowych od kikuta blizszego
w kierunku kikuta dalszego nerwu. Zastosowanie tej metody eliminuje wspomniane wyzej wady
rekonstrukcji nerwu autoprzeszczepem i ma szanse stac sie ztotym standardem postepowania.
Dotychczas zarejestrowano prowadniki zbudowane z kolagenu typu I, kwasu poliglikolowego,
polikaprolaktonu, alkoholu poliwinylowego czy chitasanu. Sg one zarejestrowane gtéwnie do
rekonstrukcji matych (<3 cm) ubytkéw nerwdw palcowych jednak ich skutecznos¢ w leczeniu tych
ubytkéw jest duzo nizsza w poréwnaniu z rekonstrukcjami autoprzeszczepem nerwu. Z tego powodu
w ostatnich latach trwajg intensywne poszukiwania nowych wariantéw prowadnika nerwu, ktéry
powinien by¢ zbudowany w taki sposéb i z takiego materiatu aby w petni imitowat on epineurium
nerwu obwodowego. W nurt tych poszukiwan wiaczajg sie rdwniez moje badania nad prowadnikiem
nerwu ktory ma szanse stac sie ciekawg alternatywa dla prowadnikow obecnie
zarejestrowanych. Opracowany prowadnik wykonany zostat metodg elektroprzedzenia poprzez
wyplatanie poszczegdlnych odpowiednio utozonych nanowtdkien zbudowanych z Poly(L-lactic acid
co-e-caprolactone [P(LLA-CL)] z dodatkiem naturalnego kolagenu umozliwiajgcego adhezje komédrek
nerwowych i komérek ASCs, ktdrych jednoczesne zastosowanie wptywa stymulujgco na regeneracje
nerwu. Dodatkowym innowacyjnym elementem opracowanego prowadnika byto wbudowanie do
jego struktury polianiliny (Poli), ktora dzieki wtasciwosciom elektroprzewodzenia wzmacnia
neuroregeneracje. Z klinicznego punktu widzenia prowadnik przewodzacy fadunki elektryczne
maogtby znalez¢ zastosowanie w elektrostymulacji miesni unerwianych przez uszkodzony nerw
motoryczny. Pozwolitoby to na wyeliminowanie problemu zaniku odnerwionych miesni w trakcie
trwajgcej kilka miesiecy regeneracji nerwu. Dzieki elektroprzewodzgcym wtasciwosciom
opracowanego prowadnika zaraz po jego wszczepieniu mozliwa bytaby takze elektrostymulacja
miesni co ograniczytoby ich zanik do czasu petnej regeneracji nerwu i dotarcia do ptytek
motorycznych miesni jego wtdkien nerwowych Dotychczasowe wyniki badan oceniajgce wtasciwosci
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opracowanego prowadnika nerwu sg bardzo obiecujace ale aby mozliwe byto jego wprowadzenie do
uzycia klinicznego konieczne jest przeprowadzenie dalszych badan in vitro i in vivo potwierdzajacych
jego skutecznos¢ i bezpieczenstwo w regeneracji nerwéw nad czym w dalszym ciggu pracujemy.

5. Omowienie pozostatych osiggnie¢ naukowo-badawczych

5.1. Inzyniera tkankowa

Zainteresowanie inzynierig tkankows i jej zastosowaniem w chirurgii plastycznej zaczeto sie
juz we wczesnym etapie moje kariery zawodowej kiedy w 2010 roku jeszcze jako rezydent chirurgii
plastycznej w Klinice Chirurgii Plastycznej CMKP napisatem wraz z prof. Jethonem prace pogladowg
omawiajgcg najnowsze trendy i osiggniecia w chirurgii plastyczne;j.

Debski T, Jethon J. Chirurgia Plastyczna w 2011 roku. Postepy Nauk Medycznych; 2012; Tom XXV;
Supl.1; 63-68 (publikacja 8)

IF=0; punkty MNiSW =5

W pracy tej przedstawitem poza nowymi wéwczas elementami tzw. drabiny rekonstrukcyjnej
(terapia podci$nieniem, matryce skdry) oraz dwczesnymi osiggnieciami i ograniczeniami zwigzanymi z
transplantacja twarzy i koriczyn gérnych postepy jakie dokonuja sie w inzynierii tkankowej.
Omowitem jej potencjalne miejsce w chirurgii plastycznej jako narzedzie do wytwarzania brakujgcych
tkanek ,na zamdwienie” bez uszkadzania miejsca biorczego lub allotransplantacji. Przedstawitem tez
obiecujgce jak na tamte czasy osiggniecia w zakresie inzynierii tkankowej skory, tkanki ttuszczowej,
chrzastki, kosci czy nerwéw obwodowych. Oméwitem tez istniejgce wowczas problemy i ograniczenia
tej nowej dziedziny oraz prognozowatem jej dynamiczny rozwdj i mozliwos¢ wykorzystania jej
osiagniec jako nowych opcji terapeutycznych w chirurgii plastycznej. Fascynacja inzynierig tkankowg
powstata w trakcie eksploracji tego tematu w trakcie pisania tego artykutu sktonita mnie do
poszukiwan mozliwosci rozwijania moich zainteresowan. Konsekwencjg tego byto dostanie sie do
projektu Bio-implant - ,,Bioimplanty dla potrzeb leczenia ubytkéw tkanki kostnej u chorych
onkologicznych” (POIG.01.01.02-00-022/09)(punkt 6.2/1), ktéry zaktadat wytworzenie drogg
inzynierii tkankowej kosci w celu rekonstrukcji ubytkéw tkanek po resekcjach z powodu
nowotworéw. Powierzone mi wowczas zadanie realizowane w Zaktadzie Medycyny Regeneracyjnej
pod kierunkiem prof. Pojdy obejmowato przygotowanie zaplecza i zespotu do przeprowadzenia
badan nad implantacjg wytworzonych metodg druku 3D rusztowan u matych zwierzat. Poza oceng
samej biokompatybilnosci wszczepianych rusztowan postanowitem zajgc sie tez tematem ich
szybkiego unaczyniania, niezbednego do prawidtowej integracji i funkcjonowania, optymalizacja
procesow pozyskiwania komaérek ASCs oraz doskonaleniem metod diaghostycznych w tym oceny
histopatologicznej i technik obrazowych (prace oméwione ramach cyklu publikacji — ). Na
wstepnym etapie prac wraz zespotem prof. Pojdy opublikowalismy poglgdowy artykut na temat
Owczesnego miejsca mezenchymalnych komorek macierzystych w regeneracji tkanek.

Pojda Z, Machaj E, Kurzyk A, Mazur S, Debski T, Gilewicz J, Wysocki J. Mezenchymalne komaorki
macierzyste [Mesenchymal stem cells]. Postepy Biochem. 2013;59(2):187-97. Polish. PMID:
24044283. (publikacja 9)

IF=0; punkty MNiSW =8

W artykule tym na podstawie przegladu piSmiennictwa dokonano ujednolicenia
nomenklatury i przedstawiono najnowszg definicje mezenchymalnych komadrek macierzystych,
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omaéwiono ich potencjalne Zrddta, wyniki najnowszych badan okreslajgcych ich wtasciwosci oraz
potencjalne zastosowanie kliniczne. Dokonano takze oceny ich profilu bezpieczeristwa oraz
okreslono wptyw na komérki nowotworowe, co jest istotne z punktu widzenia klinicznego
zaktadajgcego ich stosowanie w obrebie tkanek po resekcjach nowotworowych. We wnioskach
stwierdzono, ze zdolnos¢ do ich wielokierunkowego réznicowania, wtasnosci immunomodulaciji i
regulacji endogennej naprawy tkanek sprawity, ze sg ona coraz szerzej wykorzystywane w medycynie
regeneracyjnej jednak aby w petni okresli¢ ich wtasciwosci, bezpieczenstwo ich stosowania w réznych
chorobach oraz potencjalne wykorzystanie potrzebne jest przeprowadzenie lepiej zaprojektowanych
randomizowanych badan na szerszej grupie z bardziej obiektywng oceng wynikéw.

Posiadajac juz pierwsze doswiadczenia i wyniki prac oceniajgcych opracowang metode prefabrykacji
jako sposdb szybkiego unaczyniania rusztowan postanowilismy przedstawié¢ wstepne wyniki na
Miedzynarodowym Kongresie Chirurgii Plastycznej, Rekonstrukcyjnej i Estetycznej w Chile. Praca
zostata bardzo dobrze przyjeta i wyrdzniona jako jedna z trzech najlepszych sposréd kilkuset prac z
catego Swiata prezentowanych na Kongresie. W ramach wyrdznienia wyniki tej pracy zostaty
opublikowane w branzowym czasopismie IPRAS Journal.

Debski T, Gilewicz J, Kurzyk A, Ostrowska B, Induced Angiogenesis in PCL Bioactive Scaffolds with a
new Prefabrication Method. Experimental study on rats. IPRAS Journal, Issue 12/2013, 58-59.
(publikacja 10)

IF=0; punkty MNiSW =0

W ramach tej pracy omoéwiono wstepne wyniki przeprowadzonych doswiadczen, zaprezentowano
zatozenia nowej metody prefabrykacji i wstepne wyniki badan histopatologicznych i obrazowych. Juz
wtedy na podstawie wynikéw badan mozna byto zauwazy¢, ze nowa metoda prefabrykacji jest
skuteczna i zapewnia szybsze i lepsze unaczynienia rusztowan.

Kolejna praca prezentujgca réwniez wstepne wyniki dotyczyta badan obrazowych przeprowadzanych
przyzyciowo na szczurach u ktérych w miejsce ubytku kosci udowej wszczepiano rusztowanie z PCL,
ktdre stabilizowano przy pomocy 4 mikrosrub. Wyniki pracy zostaty przedstawione na kongresie
Europejskiego Towarzystwa Regeneracji Tkanek w Grecji a nastepnie opublikowane w formie
rozszerzonego streszczenia w czasopiSmie Wound Repair and Regeneration.

Gilewicz J, Debski T, Szatwiniski M, Jaworowski J, Lekszycki T. In vivo microtomography in assessment
of bone tissue regeneration in bioactive scaffolds. Wound Repair and Regeneration 20 (5), A93-A93
2012 (publikacja 11)

IF=3,22; punkty MNiSW = 35

W pracy przedstawiono optymalny sposéb przygotowania zwierzat do badania, oméwiono
metode ich znieczulenia oraz optymalng pozycje zwierzat w trakcie badania, przedstawiono
parametry obrazowania oraz wyniki badan. Omoéwiono tez ograniczenia i wady tego typu badania
oraz kierunek dalszych prac nad optymalizacjg tej metody.

5.2.Chirurgia rekonstrukcyjna

Poza dziatalnoscig naukowg prowadzong w ramach projektu Bio-Implant ,,Bioimplanty dla
potrzeb leczenia ubytkdéw tkanki kostnej u chorych onkologicznych” (POIG.01.01.02-00-022/09)
(punkt 6.2/1) a potem w ramach projektu Nano4Nerve - ,Wielofunkcyjne kompozytowe biomateriaty
nanowtdkniste dla inzynierii obwodowej tkanki nerwowej” (NCN 2013/11/B/ST8/03401) (punkt
6.2/2) realizowanych w Narodowym Instytucie Onkologii - Paristwowym Instytucie Badawczym (NIO-
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PIB) rownolegte rozwijatem dziatalnos¢ zabiegowa w zakresie chirurgii plastycznej w Klinice Chirurgii
Plastycznej CMKP najpierw jako rezydent a po ukonczeniu specjalizacji z chirurgii plastycznej jako
asystent naukowo-dydaktyczny. W ramach mojej pracy klinicznej zajmowatem sie zagadnieniami
zwigzanymi z chirurgia reki, mikrochirurgicznymi rekonstrukcjami nerwéw obwodowych, leczeniem
opadania powiek gérnych, leczeniem wad porozszczepowych czy leczeniem nowotwordéw skory.
Zainteresowanie chirurgig reki wynikato gtéwnie ze specyfiki oddziatu w ktérym pracowatem, ktéry
jako jeden z nielicznych w Polsce prowadzit ostry dyzur z zakresu chirurgii reki. Swoistym
podsumowaniem dziatalnosci ostrodyzurowej tego oddziatu byto retrospektywna praca
przedstawiajgca epidemiologie urazéw leczonych w tym osrodku:

Debski T, Noszczyk BH. Epidemiology of complex hand injuries treated in the Plastic Surgery
Department of a tertiary referral hospital in Warsaw. Eur J Trauma Emerg Surg. 2020 Feb 5. doi:
10.1007/s00068-020-01312-5. Epub ahead of print. PMID: 32025767. (publikacja 12)

IF=3,69; punkty MNiSW =70

W pracy przedstawitem analize kolejnych przypadkéow urazéw reki zaopatrywanych w Klinice
Chirurgii Plastycznej na przetomie 5 lat. Oceniatem wiek i pte¢ pacjentdw, rodzaj, etiologie,
sezonowosC i charakter urazéw sklasyfikowany wedtug miedzynarodowej skali HISS (Hand Injury
Severity Scoring System) a takze czas absencji w pracy. Sposréd 1091 pacjentéw z urazami rak ponad
84% stanowili mezczyzni ponizej 40 roku zycia. Do urazéw najczesciej dochodzito w pracy w okresie
jesienno-zimowym. Najczesciej uszkadzane byty $ciegna zginacze w obrebie palcow (56,1 %) a
amputacje wystepowaty u co 4 - tego pacjenta. Ztamania stanowity 9,6%, uszkodzenia nerwéw 6,1%
a stawodw 5,5%. Wedtug skali HISS ponad potowe urazéw stanowity urazy bardzo ciezkie (25,5%) i
ciezkie (26,5%). Czas powrotu do pracy w tych przypadkach zajmowat minimum 6 miesiecy a czesto
konczyt sie trwatg niezdolnoscig do pracy co powoduje liczne niekorzystne nastepstwa ekonomiczne i
socjologiczne. Wnioski ptynace z tej pracy wskazujg na koniecznos¢ poprawy warunkdéw pracy,
propagowania zasad bezpieczenstwa i higieny w miejscach pracy oraz podkreslajg znaczenie lepszej
dostepnosci do specjalistycznych osrodkdéw zajmujacych sie chirurgia reki.

Sposrdad wszystkich urazéw wystepujgcych u cztowieka to wtasnie w przypadku urazéw rak dochodzi
najczesciej do uszkodzenia nerwdw obwodowych, gtownie w zakresie palcéw reki. Z powodu
towarzyszgcego urazu sgsiadujacych struktur, znacznego ubytku pourazowego nerwu,
niesprzyjajacych warunkéw miejscowych czy braku specjalistycznego sprzetu czesto rekonstrukcja
pierwotna nerwu nie jest mozliwa. Wéwczas odracza sie jg w czasie i wykonuje dopiero po kilku
miesigcach w specjalistycznych osrodkach posiadajgcych zaplecze mikrochirurgiczne do wykonywania
rekonstrukcji nerwdéw. W wiekszosci przypadkdw zeszycie nerwu koniec do korica nie jest mozliwe,
dlatego niezbedne jest wykonie przeszczepu nerwu najczesciej tydkowego, ktory potaczy powstaty
ubytek nerwu. Po mikrochirurgicznym zespoleniu jego koncéw nastepuje powolna regeneracja
zapewniajgca powrdt czucia w obszarze zaopatrywanym przez dany nerw. Odlegte wyniki takich
rekonstrukcji przedstawitem w kolejnej pracy:

Debski T, Ztotorowicz M, Noszczyk BH. Long-term sensibility outcomes of secondary digital nerve
reconstruction with sural nerve autografts: a retrospective study. Eur J Trauma Emerg Surg. 2021 Jul
19. doi: 10.1007/s00068-021-01747-4. Epub ahead of print. PMID: 34279668. (publikacja 13)

IF=3,69; punkty MNiSW = 70
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U 61 pacjentéw oceniono 174 rekonstrukcje nerwéw dioniowych palcéw z uzyciem
przeszczepu nerwu tydkowego. Sredni czas obserwacji wynosit ponad 6 lat a $redni ubytek nerwu 3,6
cm. Wiekszos¢ pacjentdw ocenita wynik rekonstrukcji jako dobry (33%) i bardzo dobry (13%), srednie
czucie dwupunktowe wyniosto 10,8 mm (6 mm-17%, 10 mm -12%, 15mm -18%). W zdecydowane;j
wiekszosci przypadkéw powrdcito czucie ochronne i propriocepcja. Analizujac czynniki majace wptyw
na odlegty wynik rekonstrukcji wykazano, ze czas od urazu do rekonstrukcji jest gtdwnym czynnikiem
determinujgcym dobry wynik rekonstrukcji. Poza tym uzyskane wyniki potwierdzity wysoka
skutecznosé tej metody w przywracaniu czucia po uszkodzeniu nerwéw i potwierdzity, ze
rekonstrukcja nerwu przeszczepem nerwu jest nadal ztotym standardem w leczeniu ubytkéw
nerwow. Wyniki tej pracy oraz stosowanie tej metody rekonstrukcji nerwéw w praktyce sktonity mnie
do poszukiwan alternatywy dla przeszczepu nerwu, ktérego pobranie skutkowato nieodwracalnymi
zaburzeniami czucia w miejscu z ktérego nerw byt pobierany, w tym przypadku w obrebie
grzbietowej czesci stopy. Stato sie to bodzcem do napisania wniosku na grant naukowy dotyczacy
wytworzenia prowadnika nerwu. Owczesna znajomos¢ podstaw inzynierii tkankowej, jej osiggnieé
oraz dotychczasowa wspodtpraca z Zaktadem Medycyny Regeneracyjnej NIO-PIB oraz Wydziatem
Inzynierii Materiatowej Politechniki Warszawskiej doprowadzity w krétkim czasie do napisania
whniosku a nastepnie realizowania grantu Nano4Nerve -, Wielofunkcyjne kompozytowe biomateriaty
nanowtdkniste dla inzynierii obwodowe] tkanki nerwowej” (NCN 2013/11/B/ST8/03401) (punkt
6.2/2) w ktérym na modelu szczurzym oceniatem opracowany prototyp prowadnika nerwu co
zostato szerzej oméwione w

Kolejne prace kliniczne dotyczyty leczenia wad wrodzonych i nabytych powiek gérnych oraz
rozszczepu wargi, wyrostka zebodotowego i podniebienia.

Debski T, Jethon J, Pietruski P, Radzikowska E. Podwieszenie powiek gérnych na paskach powiezi
szerokiej uda-ocena pdznych wynikdéw [Frontalis suspension using autogenous fascia lata--evaluation
of long-term outcome]. Klin Oczna. 2012;114(3):198-203. Polish. PMID: 23373401. (publikacja 14)

IF=0; punkty MNiSW = 6

W powyiszej pracy oceniatem wyniki leczenia wrodzonego i nabytego opadania powiek przy
pomocy podwieszenia tarczki powieki gérnej na pasku powiezi szerokiej uda mocowanym do miesnia
czotowego. Ta metoda rekonstrukcji stosowana jest w skrajnie ciezkich przypadkach opadania
powiek, gdy funkcja miesnia dZzwigacza powieki jest mniejsza niz 4 mm a opadanie przekracza poziom
rownika zrenicy. W pracy ocenitem wyniki leczenia tg metoda u 41 pacjentdw z opadaniem powiek.
Czas obserwacji wynidst 55 miesiecy a w trakcie badania kontrolnego przy pomocy programu
komputerowego oceniano na zdjeciach potozenie brzegu powieki wzgledem obrgbka rogéwki.
Dodatkowo oceniatem tez aspekt estetyczny operacji (kontur i symetria powieki, kresa zgieciowa)
oraz satysfakcje pacjenta i poprawe jakosci zycia. Bardzo dobry wynik operacji stwierdzitem u 36%
pacjentow, zadowalajacy u 59% a zty tylko u 4,7 % pacjentéw. U wiekszosci efekt estetyczny byt
bardzo dobry i prawie wszyscy (98%) ocenili wynik operacji bardzo dobrze ze znaczng poprawg
jakosci zycia. Wznowa opadania wystgpita u 4,6% pacjentéw. Uzyskane wyniki potwierdzaja
skutecznosé tej metody w leczeniu ciezkiego opadania powiek nawet w dtugim okresie obserwacji. Jej
wadg jest koniecznos¢ pobrania paskéw powiezi szerokiej z uda co wobec stosowanych od niedawna
sztucznych materiatdw czynig tg metode mniej atrakcyjng. Obecnie trudno jest jednoznacznie ocenic
czy wprowadzane jako alternatywa dla powiezi sztuczne materiaty bedg miaty réwnie korzystne
odlegte wyniki i czy beda rownie wytrzymate i biozgodne. W zwigzku z tym powyzsza publikacja moze
by¢ pomocna w ocenie pordwnawczej nowych materiatéw.
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Kolejne dwie prace dotyczyty istotnego zagadnienia leczenia rozszczepu wargi, wyrostka
zebodotowego i podniebienia — jednej z najczesciej wystepujacych wad wrodzonych twarzoczaszki.

Debski T, Jethon J, Pietruski P, Radzikowska E. Korekcja znieksztatcenia wargi po zeszyciu
obustronnego rozszczepu wargi, wyrostka zebodotowego i podniebienia - ocena wynikdéw leczenia
[Correction of secondary bilateral cleft lip deformity - outcome evaluation]. Pol Merkur Lekarski.
2013 Jan;34(199):33-6. Polish. PMID: 23488282. (publikacja 15)

(IF=0; punkty MNiSW = 7)

W pracy tej ocenitem wyniki korekcji znieksztatcenia ,,gwizdzgcego” powstatego po zeszyciu
obustronnego rozszczepu wargi, wyrostka zebodotowego i podniebienia. Korekcje wykonywano
technika Skoog’a polegajgcg na mobilizacji i zeszyciu miesnia okreznego ust z nastepowym
zamknieciem czerwieni wargowej plastykg V-Y. Wszyscy pacjenci byli operowani przez tego samego
operatora. Wynik estetyczny zostat oceniony przez pacjentow jak i przez trzech niezaleznych
chirurgdéw plastykéw. Przed- i pooperacyjna szeroko$¢ czerwieni wargowej w najwezszym miejscu
zostata obliczona na podstawie analizy cyfrowej zdje¢. Dodatkowo odnotowywano mozliwe
powiktania, przypadki bélu wargi i mikrostomii, a takze problemy z mowg lub usmiechaniem sie oraz
wysychanie przemieszczonej $luzowki.

Pacjenci najlepiej ocenili ogdlny wyglad wargi, symetrie i jej wypetnienie. Zespdt ekspertéow
natomiast najlepiej ocenit symetrie i ogélny wyglad wargi. Cyfrowa analiza zdje¢ wykazata
zwiekszenie szerokosci czerwieni wargowej po operacji od 34 do 142% (Srednio 0 71,5%). Poza
akceptowalnym wysychaniem przemieszczonej $luzowki nie odnotowano zadnych powiktan.
Oceniona w tej pracy metoda korekcji znieksztatcenia gwizdzgcego jest prostg i skuteczng metoda
chirurgiczng odtwarzajaca nie tylko funkcje wargi poprzez odtworzenie ciggtosci miesnia okreznego
ust, ale takze pozwala ona na poprawe estetyki wargi. Z tego wzgledu powinna by¢ stosowana jako
metoda z wyboru w leczeniu tego typu znieksztatcen. Jej uzupetnieniem moga by¢ wykonywane w
kolejnych etapach zabiegi przeszczepu tkanki ttuszczowej czy korygowanie drobnych asymetrii
czerwieni wargowej przy pomocy kwasu hialuronowego.

Pietruski P, Majak M, Debski T, Antoszewski B. A novel computer system for the evaluation of
nasolabial morphology, symmetry and aesthetics after cleft lip and palate treatment. Part 1: General
concept and validation. J Craniomaxillofac Surg. 2017 Apr;45(4):491-504. doi:
10.1016/j.jcms.2017.01.024. Epub 2017 Feb 1. PMID: 28238558. (publikacja 16)

IF=1,96; punkty MNiSW = 35

Powyzsza praca jest pracg wielosrodkowa, ktdrej celem byto opracowanie nowatorskiego
programu do analizy wynikdw leczenia rozszczepdéw wargi, wyrostka zebodotowego i podniebienia.
Toczaca sie od dekad dyskusja nad przewagg réznych technik stosowanych w leczeniu tej wady nie
miata pokrycia w obiektywnych danych. Wszystkie dotychczasowe oceny wynikdéw polegaty bowiem
na subiektywnej ocenie samych badaczy lub reprezentatywnych chirurgéw oceniajgcych
randomizowane fotografie pacjentéw. Nie uwzgledniaty takze stanu wyjsciowego operowanej
okolicy. Dlatego we wspdtpracy z inzynierami z Wydziatu Informatyki i Telekomunikacji Politechniki
Wroctawskiej a takze z Klinikg Chirurgii Plastycznej w todzi opracowano program komputerowy AID
(Analyse It Doc) stuzacy do oceny antropometrycznej okolicy nosowo-wargowej pacjentéow
porozszczepowych. System ten zostat zwalidowany z powszechnie stosowanymi programami do
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analizy takimi jak Photoshop czy Imagel. Analiza poréwnawcza zdje¢ pacjentdéw porozszczepowych
wykazata, ze jest on 10 krotnie szybszy i doktadniejszy szczegdlnie w precyzyjnych pomiarach
katowych. Wyniki tej pracy wykazaty, ze opracowany program jest szybkim, tanim i powtarzalnym
narzedziem do badani poréwnawczych wynikéw leczenia rozszczepdw wargi, wyrostka zebodotowego
i podniebienia. Znalazt on zastosowanie takze w ocenie okolicy nosowo-wargowej u pacjentéw
zdrowych poddawanych np. zabiegom estetycznym.

5.3.Nowotwory skory

Kolejnym obszarem zainteresowan w pracy klinicznej byty nowotwory skoéry a szczegdlnie
najczesciej wystepujacy u cztowieka rak podstawnokomarkowy skéry (basal cell carcinoma). W mojej
codziennej praktyce klinicznej w szpitalu spotykatem sie czesto z tym rodzajem nowotworu poniewaz
ztotym standardem jego leczenia jest leczenie chirurgiczne. Odbywa sie ono gtéwnie w ramach
oddziatéw chirurgii plastycznej i rekonstrukcyjnej ze wzgledu na jego najczestszg lokalizacje w
obrebie twarzy i zwigzang z tym specyfike postepowania jak i ewentualne zastosowanie
zaawansowanych technik rekonstrukcyjnych. Nowotwér ten nie jest nowotworem ztosliwym i
generalnie nie daje przerzutéw, leczony jest poza osrodkami onkologicznymi i nie jest ujmowany w
oficjalnych statystykach. Z tego powodu jego znaczenie kliniczne jest czesto bagatelizowane a
informacje na jego temat w podrecznikach zdawkowe. W zwigzku z tym narodzita sie potrzeba
kompleksowego opracowania tego tematu na podstawie dostepnych danych literaturowych. W
efekcie mojej pracy nad tym zagadnieniem powstat cykl 3 artykutéw opublikowanych w Postepach
Nauk Medycznych oraz rozdziat w anglojezycznym podreczniku do chirurgii plastycznej ,,Current
Concepts In Plastic Surgery”:

Debski T, Lembas L, Jethon J. Basal cell carcinoma. Current views. Epidemiology, pathogenesis,
clinical features. Postepy Nauk Medycznych; Tom XXII; 09/2009:696-705. (publikacja 17)

IF=0; punkty MNiSW =6

Debski T, Lembas L, Jethon J. Basal cell carcinoma. Current views. Diagnostics and treatment. Postepy
Nauk Medycznych; Tom XXII; 09/2009:706-713. (publikacja 18)

IF=0; punkty MNiSW =6

Debski T, Lembas L, Jethon J. Basal cell carcinoma. Current views. Surgical treatment. Postepy Nauk
Medycznych; Tom XXII; 09/2009:714-724. (publikacja 19)

IF=0; punkty MNiSW = 6

Debski T., Lembas L., Jethon J.: Basal Cell Carcinoma. Rozdziat w ksigzce Current Concepts in Plastic
Surgery pod redakcjg F. Agullo; 2012, Intech, rozdziat 2, str. 13-48; ISBN 978-953-51-6930-7,DOlI:
10.5772/27529 (publikacja 20)

IF=0; punkty MNiSW = 0 (rozdziat w podreczniku)

W ramach przedstawionych wyzej artykutéw w sposéb kompleksowy przedstawitem
Owczesne zagadnienia dotyczgce epidemiologii, patogenezy, przebiegu klinicznego, diagnostyki i
leczenia raka podstawnokomérkowego skory ze szczegélnym uwzglednieniem leczenia
chirurgicznego. Doktadnie omdéwitem takze wskazania do leczenia chirurgicznego, proponowane
marginesy usuwania zmian, metode Mohsa oraz sposdb postepowania w przypadku wznowy i po
nieradykalnym usunieciu zmiany. Brak konsensusu w zakresie tego ostatniego zagadnienia i liczne
czesto sprzeczne publikacje na ten temat sktonity mnie do opracowania koncepcji badania i
zaprojektowania na materiale wtasnym Kliniki retrospektywnej pracy odpowiadajgcej na pytanie o to
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czy wycinanie blizny po nieradykalnym wycieciu zmiany nowotworowej jest uzasadnionym
postepowaniem. Odpowiedz na to pytanie znalazta sie w ponizszej publikacji.

Miszczyk J, Charytonowicz M, Debski T, Noszczyk B. Incomplete excision of basal cell carcinoma (BCC)
in the head and neck region: to wait, or not to wait? Postepy Dermatol Alergol. 2017 Dec;34(6):607-
611. doi: 10.5114/ada.2017.72467. Epub 2017 Dec 31. PMID: 29422827; PMCID: PMC5799764.
(publikacja 21)

IF=1,471; punkty MNiSW = 15

W pracy tej przeanalizowano 156 przypadkéw nieradykalnego usuniecia raka
podstawnokomadrkowego z rejonu gtowy i szyi. Sredni okres obserwacji wynosit 25 miesiecy. Wznowa
wystgpita u 46% pacjentdw a czynnikami zwigzanymi z najwiekszym ryzykiem jej wystgpienia (RR-
relative risk) byta lokalizacja w obrebie owtosionej skory gtowy (RR-2,27), Srednica zmiany wieksza niz
2 cm (RR-1,21), twardzinopodobny typ histopatologiczny (RR-1,67), wznowa (RR-1,88) i
nieradykalnoé¢ w zakresie bocznego marginesu zmiany (RR-1,24). Sredni czas od usuniecia zmiany do
wystgpienia wznowy wynidst 20 miesiecy a ponad 85% wzndow wystgpita w okresie 3 lat od usuniecia
zmiany. Wnioski ptynace z tej pracy potwierdzajg, ze obserwacja pacjentéw w przypadku
nieradyklanego usuniecia zmiany jest uzasadnionym postepowaniem, poniewaz w naszym materiale
u mniej niz potfowy pacjentéw doszto do wznowy. Czynniki ryzyka scharakteryzowane w naszej pracy
wskazujg na przypadki wymagajgce baczniejszej obserwacji z czestszymi wizytami kontrolnymi (np. co
3 miesigce) przynajmniej w ciggu pierwszych 3 lat od operacji poniewaz w tym okresie doszto do
wznowy az u 85% pacjentow ( 1 rok —42%, 2 rok — 26%, 3 rok — 17%).

Kolejnym rozwinieciem tematu raka podstawnokomadrkowego skéry byt opis przypadku zespotu
Gorlina Goltza — rzadkiej wady wrodzonej charakteryzujgcej sie min. wiekszg niz przecietna
sktonnoscig do wystepowania tego typu nowotworu.

Debski T, Jethon J. Zespét Gorlina-Goltza--opis przypadku [Gorlin-Goltz syndrome--a case report]. Pol
Merkur Lekarski. 2010 Jun;28(168):466-9. Polish. PMID: 20642106. (publikacja 22)

IF=0; punkty MNiSW = 6

Zespot Gorlina-Goltza (ZGG), czyli zespdt znamionowych nabtoniakdéw
podstawnokomérkowych, jest spowodowany mutacjg w obrebie chromosomu 9 i jest dziedziczony
autosomalnie dominujgco. Poza zwiekszong predyspozycjg do wystepowania raka
podstawnokomérkowego skéry cechuje sie wystepowaniem wielonarzgdowych anomalii. Sposréd
nich najczesciej opisuje sie rogowaciejgce torbiele szczeki i zuchwy, dotki na powierzchni grzbietowej
lub dtoniowej reki, zwapnienia w sierpie mézgu, makrocefalie i anomalie zeber i kregédw. W pracy
przedstawiono przypadek 36-letniego pacjenta przyjetego do Kliniki Chirurgii Plastycznej CMKP z
powodu licznych rakéw podstawnokomdrkowych skéry. Uprzednio pacjent leczony byt
ortopedycznie, neurologicznie, dermatologicznie, stomatologicznie oraz chirurgicznie z powodu
poszczegdlnych anomalii charakterystycznych dla tego zespotu. Doktadne zebranie wywiadu oraz
rozszerzenie diagnostyki umozliwito rozpoznanie ZGG i wdrozenie wtasciwego leczenia. W pracy
przedstawiono tez przeglad wspoétczesnych metod leczenia pacjentéw z ZGG. Wnioski ptynace z tej
pracy podkreslajg fakt, ze Zespét Gorlina-Goltza jest problemem multidyscyplinarnym a powszechna
znajomosc jego charakterystycznych cech moze znacznie przyspieszy¢ rozpoznanie i wdrozenie
wiasciwego leczenia, co spowalnia postep choroby.
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Kolejna praca dotyczy nie tylko raka podstawnokomérkowego ale wszystkich nowotworéw. Powstata
ona w ramach projektu Mentor Eye ,Opracowanie polskiego komplementarnego systemu
molekularnej nawigacji chirurgicznej dla potrzeb leczenia nowotworéw”
(STATEGMED1/233624/4/NCBR/2014)(punkt 6.2./3) i omawia wspdtczesne aspekty dziatalnosci
biobankdéw, ktére w ostatnim czasie staja sie dodatkowym orezem wspomagajacym diagnostyke i
leczenie nowotwordow.

Paskal W, Paskal AM, Debski T, Gryziak M, Jaworowski J. Aspects of Modern Biobank Activity -
Comprehensive Review. Pathol Oncol Res. 2018 Oct;24(4):771-785. doi: 10.1007/s12253-018-0418-4.
Epub 2018 May 5. PMID: 29728978; PMCID: PMC6132819. (publikacja 23)

IF=2,433; punkty MNiSW = 20

W pracy oméwiono wspodtczesne definicje biobanku, ktéry jest miejscem przechowywania
tkanek ludzkich i zwigzanych z nimi danych genetycznych i epidemiologiczno-klinicznych dla celéw
naukowych. Przedstawiono takze podziat biobankdw na populacyjne, zorientowane na dang
jednostke chorobowg oraz biobanki gromadzace tkanki nowotworowe. Omdéwiono sposéb
dostarczania i magazynowania pobieranych tkanek oraz aspekty prawne i etyczne funkcjonowania
biobankéw w Europie. Potgczenie tak duzej ilosci gromadzonych tkanek z danymi klinicznymi
pacjentéw, od ktérych one pochodzg wymaga zaawansowanych i uniwersalnych systemow
informatycznych, ktérych zatozenia i przyktady réwniez przedyskutowano. W koncu przestawiono
takze wspotczesng role biobankéw w diagnostyce i leczeniu chordb a takze ich znaczenie dla rozwoju
medycyny spersonalizowanej, ktorej dalszy rozwdéj pozwoli na skuteczniejsze leczenie nie tylko
nowotworéw ale takze innych chordb cywilizacyjnych. Dla przyktadu zgromadzone w biobankach
duze ilosci probek z DNA pacjentow chorych na dane schorzenie mogg zostac¢ poréwnane z grupg
kontrolng co pozwali na wytonienie mutacji genu odpowiedzialnego za dang chorobe. Okreslenie roli
tego genu i przeprowadzenie szerokich badan molekularnych pozwoli odkryé¢ np. jakie biatko on
koduje a to z kolei da podstawe do opracowania skutecznej metody diagnostycznej i leczniczej.
Pozwoli to takze na opracowanie wskazan do spersonalizowanej terapii odkrytym lekiem, ktéra
bedzie skuteczna tylko dla pacjentdow ze scisle okreslonym profilem genetycznym. Okreslenie takiego
specyficznego profilu genetycznego pacjenta, ktéry bedzie najlepiej reagowat na dane leczenie jest
mozliwe wtasnie dzieki zgromadzonemu w biobankach materiatowi genetycznemu. Reasumujac,
intensywny rozwdj biobankéw we wszystkich krajach, miedzynarodowa wspodtpraca i wymiana duzej
ilosci danych pomiedzy nimi otwiera przed naukowcami, klinicystami i firmami farmaceutycznymi
nowe mozliwosci szybszego, bardziej efektywnego i tafiszego przeprowadzania badan naukowych, co
posrednio przetozy sie na znaczng poprawe diagnostyki i leczenia choréb cywilizacyjnych.

5.4.Podsumowanie opisanego dorobku naukowego (analiza bibliometryczna)

Reasumujgc moje osiggniecia naukowo-badawcze, po wytgczeniu 7 prac oryginalnych
bedacych podstawg do ubiegania sie o stopien doktora habilitowanego nauk medycznych
moj dorobek naukowy obejmuje dodatkowo 16 publikacji (IF = 16,4, punkty
MNIiSW = 295) w tym: 8 prac oryginalnych, 6 prac pogladowych, 1 rozdziat w podreczniku, 1 opis
przypadku.

Uzupetnieniem wyzej wymienionego dorobku sg badania przedstawiane na 49 wystapieniach
zjazdowych o zasiegu krajowym (22 wystgpien) i miedzynarodowym (27 wystgpienia). Lista
wystgpien zjazdowych w zatgczniku 2.
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Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych méj faczny IF wynosit 5,72 natomiast punktacja
MNIiSW - 155 pkt. Po uzyskaniu stopnia doktora nauk medycznych taczny IF wynosi 42,28 natomiast
punktacja MNiSW — 800 pkt. Mdj sumaryczny IF wynosi 48,0 natomiast punktacja MNiSW — 955 pkt.

Liczba cytowan prac wynosi 113, a bez autocytowan 109(wg. danych bibliometrycznych Web of
Science na dzien 14.05.2023 r, zatacznik 3 ) oraz 144, natomiast bez autocytowan 141 (wg. danych
bibliometrycznych wg bazy Scopus na dzien 14.05.2023, zatgcznik 1)

MGj INDEKS HIRSCHA wynosi: 6 wg Web of Science oraz 7 wg Scopus. (zafgcznik 1)

Podsumowanie dziatalno$ci naukowo-badawczej przedstawia analiza bibliometryczna z dnia
14.05.2023 r. zamieszczona w zatgczniku 1.

6. Informacja o wykazywaniu sie istotng aktywnoscig naukowg albo artystyczna
realizowang w wiecej niz jednej uczelni, instytucji naukowej lub instytucji kultury, w
szczegolnosci zagranicznej

Aktywnoscig naukowa realizowang w wiecej niz jednej uczelni wykazywatem sie podczas
mojej rownolegtej pracy w Zaktadzie Medycyny Regeneracyjnej w NIO-PIB w Warszawie i w Klinice
Chirurgii Plastycznej CMKP w Warszawie. Dodatkowo nawigzatem liczne wspdtprace naukowe
krajowe i zagraniczne w ramach realizacji projektéw naukowych, indywidualnej wspétpracy naukowej
czy stazy zagranicznych.

6.1.Projekty naukowe

1. Bio-implant - ,Bioimplanty dla potrzeb leczenia ubytkéw tkanki kostnej u chorych
onkologicznych” (POIG.01.01.02-00-022/09)

Projekt finansowany ze srodkéw Unii Europejskiej i realizowany przez konsorcjum, w sktad
ktdrego wchodzity nastepujgce uczelnie: Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej- Curie-
Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Politechnika
Warszawska oraz Politechnika Wroctawska. Celem projektu byto opracowanie bioimplantu kosci
zbudowanego z biokompatybilnego rusztowania wydrukowanego w technologii 3D zasiedlonego
komadrkami macierzystymi pochodzacymi z tkanki ttuszczowej. Dodatkowo projekt zaktadat
opracowanie systemu planowania i przeprowadzania operacji za pomocg nawigacji operacyjne;j.
Dzieki temu mozliwe byto zaplanowanie zakresu resekcji guza nowotworowego na podstawie
tomografii komputerowej a nastepnie wydrukowanie rusztowania idealnie pasujacego do
zaplanowanego ubytku kosci. Wykonanie operacji zgodnie z zaplanowanym zakresem resekcji i
metoda stabilizacji implantu umozliwiata nawigacja operacyjna, ktérg dostosowano do potrzeb
projektu. W ramach tego projektu odpowiedzialny bytem za rozwijanie koncepcji szybkiego
unaczyniania opracowanego implantu a takze przeprowadzatem i nadzorowatem prace nad
badaniami implantu in vivo na matych zwierzetach. W ramach projektu wspdtpracowatem z
nastepujgcymi instytucjami naukowymi:

e Zaktad Genetyki przy Narodowym Instytucie Onkologicznym im. Marii Sktodowskiej-Curie—
Panstwowy Instytut Badawczy, Pracownia Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych (dr Marta
Gajewska) — przeprowadzanie operacji i realizacja badan na matych zwierzetach.

e  Wydziat Inzynierii Materiatowej Politechniki Warszawskiej (prof. Wojciech Swieszkowski) —
projektowanie i drukowanie rusztowan polimerowych oraz ich obrazowanie.
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e Katedra i Zaktad Histologii i Embriologii — Pracownia Inzynierii Tkankowej , Laboratorium
Badawcze Banku Komérek WUM (prof. Matgorzata Lewandowska-Szumiet) — wspétpraca w
opracowaniu metod zasiedlania rusztowan i pozyskiwania komdrek macierzystych.

e Wydziat Informatyki i Telekomunikacji Politechniki Wroctawskiej (dr Marcin Majak) —
opracowanie systemu planowania, przeprowadzania operacji i oceny wynikéw (AID)

e Zaktad Patomorfologii przy Szpitalu w SPSK im. prof. W. Ortowskiego CMKP w Warszawie (dr
Jarostaw Wejman i Michat Pyzlak) - opracowanie metody histopatologicznej oceny rusztowan
polimerowych.

e Zaktad Transplantologii i Centralny Bank Tkanek przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym (prof. Artur Kaminski i dr n.med. Grzegorz Gut) — poréwnanie komérek
macierzystych pozyskiwanych z tkanki ttuszczowej pochodzgcej od matych i srednich zwierzat
(mysz,szczur, krolik).

2. Nano4Nerve - ,Wielofunkcyjne kompozytowe biomateriaty nanowtdkniste dla inzynierii
obwodowej tkanki nerwowej” (NCN 2013/11/B/ST8/03401)

Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki i realizowany przez Narodowy Instytut
Onkologii im. Marii Sktodowskiej- Curie - Panstwowy Instytut Badawczy w Warszawie oraz
Politechnike Warszawskga. Celem projektu byto opracowanie polimerowego rusztowania
spetniajgcego funkcje prowadnika (conduitu) nerwu. Innowacyjnosc¢ tego projektu polegta na
wytwarzaniu prowadnika technikg elektroprzedzenia wtdkien polimerowych, dotgczeniu do
struktury wiékien czynnikdw wzrostu i réznicowania aktywnie uwalnianych w trakcie resorpcji
prowadnika oraz zastosowaniu materiatu elektroprzewodzacego, umozliwiajgcego
elektrostymulacje prowadnika. W ramach tego projektu bytem odpowiedzialny za nadzor i
przeprowadzenie badan in vivo. Bytem takze autorem koncepcji badania i wspétautorem tego
projektu. Wspodtpraca w ramach tego projektu dotyczyta nastepujgcych instytucji naukowych:

e Zaktad Genetyki przy Narodowym Instytucie Onkologicznym im. Marii Sktodowskiej-
Curie— Panstwowy Instytut Badawczy, Pracownia Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych (dr
Marta Gajewska) — przeprowadzanie operacji i realizacja badan na matych zwierzetach.

e Wydziat Inzynierii Materiatowej Politechniki Warszawskiej (prof. Wojciech Swieszkowski)
— projektowanie i wytwarzanie prowadnika nerwu.

e Centrum Zaawansowanych Materiatéw | Technologii CEZAMAT przy Politechnice
Warszawskiej (dr Ewa Kijenska-Gawronska) — koncepcja, projektowanie i wytwarzanie
prowadnika nerwu.

e Centrum Badan Przedklinicznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
Laboratorium Metodologii Badan Naukowych i Laboratorium Histologii i Embriologii —
(prof. Pawet Wtodarski, dr Witor Paskal) — analiza morfometryczna przekrojéow
poprzecznych prowadnikow pozyskanych w ramach badan in vivo.

3. Mentor Eye - ,,Opracowanie polskiego komplementarnego systemu molekularnej nawigacji
chirurgicznej dla potrzeb leczenia nowotworéw” (STATEGMED1/233624/4/NCBR/2014)

Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju i realizowany przez
Narodowy Instytut Onkologii im. Marii Sktodowskiej- Curie, Panstwowy Instytut Badawczy w
Warszawie, Warszawski Uniwersytet Medyczny, Politechnike Warszawska i Politechnike
Wroctawska. Celem projektu byto opracowanie nowego systemu nawigacji chirurgicznej do
Srddoperacyjnej, precyzyjnej identyfikacji zmiany nowotworowej i jej radykalnej resekcji. Dzieki
zastosowaniu swoistych nowotworowo wektoréw rAAV i fluorescencji wszystkich komaérek
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nowotworowych mozliwe byto doktadne zobrazowanie rozlegtosci ogniska nowotworowego w
czasie rzeczywistym przy pomocy techniki rozszerzonej rzeczywistosci. Jednym z elementdéw tego
projektu byto stworzenie biobanku tkanek nowotworowych, potrzebnych do opracowania
swoistych wektoréw rAAV. Méj udziat w tym projekcie obejmowat nadzér nad zorganizowaniem
od podstaw tego biobanku wraz z jego podstawami prawnymi, logistycznymi i merytorycznymi.
Wspodtpraca w tym zakresie obejmowata nastepujace instytucje:

e Centrum Badan Przedklinicznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego Laboratorium
Metodologii Badann Naukowych i Laboratorium Histologii i Embriologii (prof. Pawet
Wtodarski, dr Witor Paskal) - opracowanie podstaw merytorycznych biobanku.

e Zaktad Farmacji Stosowanej przy Warszawskiem Uniwersytecie Medycznym (prof. Maciej
Matecki, dr Wiktor Paskal) — opracowanie zagadnien logistycznych zwigzanych z
prowadzeniem biobanku.

4. Hybrydowe systemy dostarczania czynnikdw wzrostu wspomagajace procesy regeneracji
tkanki kostnej (NCN 2011/01/M/ST8/07742 POLON)

Projekt finansowany przez Narodowe Centrum Nauki i realizowany przez Politechnike
Warszawskg we wspotpracy z Dipartimento di Oncologia, Biologia e Genetica, Universita' &
Istituto Nazionale per la Ricerca sul Cancro w Genui i Dipartimento S.A.L.F.E.T. Universita
Politecnica delle Marche w Anconie. Ten miedzynarodowy projekt byt czescig szerszego
programu badawczego realizowanego w ramach Europejskiego Programu Wspétpracy w
Dziedzinie Badann Naukowo-Technicznych (COST) opisanego w MoU Akcji COST MP1005
zatytutowanej: From nano to macro biomaterials (design, processing, characterization, modeling)
and applications to stem cells regenerative orthopaedic and dental medicine (NAMABIO).
Gtéwnym celem tej akcji byto przygotowanie strategii i metod leczenia urazéw tkanki kostnej z
zastosowaniem medycyny regeneracyjnej.

W ramach projektu opracowano specjalne maty nasladujgce strukture i funkcje macierzy
pozakomérkowej poprzez dostarczanie w miejscu implantacji réznych czynnikdw wzrostu i
réznicowania w celu wspomagania procesu regeneracji tkanki kostnej. Maty zbudowane byty z
wytworzonych metodg elektroprzedzenia biodegradowalnych wiékien polimerowych typu core-
shell w ktdrych otoczka (shell) zbudowana z jednego polimeru stanowita bariere (membrane),
kontrolujgca kinetyke uwalniania czynnikéw wzrostu (BMP2, VEGF) zwigzanych z drugim
polimerem stanowigcym rdzen(core) materiatu. Dawka, kinetyka uwalniania i sekwencyjnos¢
uwalniania czynnikéw obecnych w rdzeniu byta kontrolowana poprzez budowe i biodegradacje
samych nanowtdkien i tworzacych je polimeréw. Opracowany w ramach tego projektu ztozony
hybrydowy system pozwolit na dostarczanie jednocze$nie czynnikdw kosciotwdrczych i
naczyniotworczych w miejscu regeneracji kosci co jest kluczowe dla prawidtowego
kosciotworzenia. Mdj udziat w tym projekcie polegat na opracowaniu techniki operacyjne;j
domiesniowego wszczepiania mat i wykonaniu kompleksowych badan in vivo na modelu
zwierzecym (model szczurzy). Wspétpraca w ramach tego projektu dotyczyta nastepujacych
instytucji:

e Wydziat Inzynierii Materiatowej Politechniki Warszawskiej (prof. Wojciech Swieszkowski)

— projektowanie i wytwarzanie hybrydowych kompozytowych mat uwalniajgcych czynniki
wzrostu i réznicowania
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e Dipartimento di Oncologia, Biologia e Genetica, Universita' & Istituto Nazionale per la
Ricerca sul Cancro w Genui (Prof. Ranieri Cancedda) — projektowanie i wytwarzanie
hybrydowych kompozytowych mat uwalniajacych czynniki wzrostu i réznicowania

e Dipartimento S.A.l.F.E.T. Universita Politecnica delle Marche w Anconie (prof. Franco
Rustichelli) - projektowanie i wytwarzanie hybrydowych kompozytowych mat
uwalniajgcych czynniki wzrostu i réznicowania

5. Dodatkowo bratem udziat w pisaniu wnioskéw i konsultowatem naukowo dwa projekty:

a. iTE -, Metoda leczenia duzych ubytkéw tkanki kostnej u chorych onkologicznych z
wykorzystaniem inzynierii tkankowej in vivo”
(STRATEGMED3/306888/3/NCBR/2017)

b. ABCtherapy -, Potencjat terapeutyczny mezenchymalnych komoérek macierzystych
testowany w prébach klinicznych oraz in vitro - uzasadnienie dla bankowania
scharakteryzowanych komérek” (STRATEGMED2/267976/13/NCBR/2015)

6.2. Indywidulana wspoétpraca naukowa

1. Klinika Chirurgii Plastycznej, Rekonstrukcyjnej i Estetycznej — Uniwersytet Medyczny w
todzi (prof. Bogustaw Antoszewski) - opracowanie i walidacja systemu AID w ramach pracy
,A novel computer system for the evaluation of nasolabial morphology, symmetry and
aesthetics after cleft lip and palate treatment. Part 1: General concept and validation”.

2. Klinika Ortopedii, Ortopedii i Traumatologii Dzieciecej CMKP w Otwocku, Oddziat
Replantacyjno-Rekonstrukcyjny (dr hab. n.med Marcin Ztotorowicz) — ocena pdznych
wynikéw rekonstrukcji nerwéw dfoniowych palcdw przy uzyciu przeszczepu nerwu
tydkowego w ramach pracy ,Long-term sensibility outcomes of secondary digital nerve
reconstruction with sural nerve autografts: a retrospective study”.

3. Zaktad Anatomii Prawidtowej | Klinicznej Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego (prof.
Bogdan Ciszek) — badanie przebiegu nerwu twarzowego i jego relacja do przewodu
wyprowadzajgcego slininki przedusznej w ramach pracy ,,An anatomical study on the
relationship between the facial nerve and parotid duct in human fetuses”.

4. Instytut Metrologii i Inzynierii Biomedycznej Wydziatu Mechatroniki Politechniki
Warszawskiej (dr Szymon Cygan) - badania nad zastosowaniem USG w diagnostyce zespotu
kanatu nadgarstka w ramach pracy , Gestos¢ nerwu jako nowy parametr w diagnostyce
ultrasonograficznej zespotu kanatu nadgarstka — doniesienie wstepne”.

6.3. Zagraniczne staze naukowe

1. Staz w Klinice Chirurgii Plastycznej, Chirurgii Reki i Centrum Leczenia Oparzen, Uniwersytet
RWTH, Akwizgram, Niemcy. (06.10. -19.12.2014r.)
Klinika w ktérej odbywatem staz jest pierwszg w Europie Klinikg Chirurgii Plastycznej
posiadajgcg wtasne laboratorium inzynierii tkankowej oraz dzieki przynaleznosci do kampusu
Politechniki RWTH takze dostep do jej licznych Zaktadéw jak np. Zaktadu Inzynierii
Materiatowej. Dzieki temu miatem mozliwos¢ obserwowania jak w praktyce wyglada
kompleksowe prowadzenie badan nad zastosowaniem inzynierii tkankowej w chirurgii
plastycznej, wprowadzanie nowych terapii wykorzystujgcych komérki macierzyste czy praca
nad réznego rodzajami rusztowaniami. Kierownik Kliniki — prof. Norbert Pallua jest nie tylko
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chirurgiem plastykiem, ale takze cenionym autorytetem w dziedzinie inzynierii tkankowej
oraz autorem pierwszego podrecznika opisujgcego jej zastosowanie w klinice (, Tissue
Engineering: from Lab to Clinic”)[1]. Méj 3 -miesieczny staz pod jego kierunkiem pozwolit mi
poszerzy¢ wiedze na temat zastosowan inzynierii tkankowej w chirurgii plastycznej oraz
nabyc¢ doswiadczenie w planowaniu i przeprowadzaniu badan pod katem ich pdzniejszego
zastosowania w klinice, co wykorzystatem min. w planowaniu badan nad prowadnikiem
nerwu (punkt 6.1./2).

2. Staze w niemieckich osrodkach naukowych - stypendium DAAD (01.07. — 31.08.2005 r.):
a. Instytut Biochemii, Klinika Charite Uniwersytetu Humboldtéw w Berlinie,
b. Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej, Uniwersytet Heinrich-Heine w
Diisseldorfie,
c. Instytut Biochemii i Biologii Molekularnej Uniwersytetu w Bonn.
W trakcie tych stazy poszerzatem mojg wiedze i zdobywatem doswiadczenie z zakresu
biochemii i biologii molekularnej.

3. Staz/wolontariat w Klinice Medycyny Tropikalnej, Szpital Uniwersytecki w Zagazig, Egipt w
ramach stypendium IFMSA (01.07. -31.08.2004 r.)
W trakcie stazu/wolontariatu w ramach programu ,Evaluation of upper gastrointesitinal
bleeding in Egyptian patients” zajmowatem sie epidemiologig i leczeniem krwawien z
goérnego odcinka przewodu pokarmowego u pacjentéw w Egipcie.

7. Informacja o osiaggnieciach dydaktycznych, organizacyjnych oraz popularyzujacych
nauke lub sztuke

7.1. Osiagniecia dydaktyczne

1. Asystent naukowo-dydaktyczny Kliniki Chirurgii Plastycznej Centrum Medycznego
Ksztatcenia Podyplomowego w Warszawie (2010-2016r.).

a) Kursy specjalizacyjne (12 kurséw w roku akademickim):
W ramach pensum (240 godzin dydaktycznych rocznie) prowadzitem wyktady dla lekarzy
w trakcie specjalizacji na nastepujacych kursach:

e  Chirurgia plastyczna i rekonstrukcyjna oraz podstawy mikrochirurgii — kurs dla
lekarzy specjalizujgcych sie w chirurgii ogdlnej i urologii (6 kurséw w roku
akademickim)

e Chirurgia reki i chirurgia rekonstrukcyjna — kurs dla lekarzy specjalizujgcych sie w
ortopedii i traumatologii narzgdéw ruchu

e Wprowadzenie do specjalizacji w chirurgii plastycznej — czes$¢ | — kurs dla lekarzy
specjalizujgcych sie w chirurgii plastycznej

e Wprowadzenie do specjalizacji w chirurgii plastycznej — czes$¢ Il — kurs dla lekarzy
specjalizujgcych sie w chirurgii plastyczne;j

e Chirurgia Estetyczna — kurs dla lekarzy specjalizujgcych sie w chirurgii plastycznej

e  Chirurgia reki i mikrochirurgia — kurs dla lekarzy specjalizujgcych sie w chirurgii
plastycznej
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Tematy moich wyktadéw obejmowaty nastepujgce zagadnienia: nowotwory skdry, blizny
i przykurcze bliznowate, plastyki miejscowe, obrzek limfatyczny, wady wrodzone powiek,
uszkodzenia popromienne tkanek.

b) Staze indywidulane specjalistyczne (3 staze w roku akademickim)
W trakcie pracy w Klinice Chirurgii Plastycznej CMKP opiekowatem sie i nadzorowatem
staz czastkowy lekarzy specjalizujgcych sie w otorynolaryngologii, chirurgii plastycznej,
chirurgii stomatologicznej, ortodoncji, chirurgii szczekowo-twarzowej, ortopedii i
traumatologii.

c) Opiekun studenckiego kota naukowego (9 spotkan rocznie)
W latach 2010 — 2016 r. zorganizowatem i prowadzitem studenckie koto naukowe
dziatajgce przy Klinice Chirurgii Plastycznej CMKP. W ramach dziatalnosci kota naukowego
raz w miesigcu organizowatem spotkania kota sktadajace sie czesci merytorycznej
(wyktadu) oraz czesci praktycznej (kurs szycia, kurs plastyk miejscowych). Ponadto wraz
ze studentami kota rozwijaliémy dziatalnos¢ naukowga obejmujaca pisanie prac
naukowych i przedstawianie ich na Miedzynarodowych Kongresach Naukowych
Studentéw Medycyny i Mtodych Lekarzy organizowanych przez Warszawski Uniwersytet
Medyczny. Tematyka prac naukowych obejmowata nastepujgce zagadnienia: leczenie
wrodzonego opadania powiek, rekonstrukcje matzowin usznych, rekonstrukcje wargi,
rekonstrukcje piersi, leczenie nowotwordw skoéry, leczenie odlezyn, leczenie
palcozrostow, korekcje znieksztatcenia gwizdzgcego wargi czy zastosowanie ptata
Limberga w chirurgii plastycznej. Pracg ,, Chirurgiczne leczenie raka
podstawnokomérkowego skéry w rejonie wargi — analiza czynnikéw prognostycznych”
studenci kofa zdobyli pierwszg nagrode w sesji chirurgicznej Miedzynarodowego
Kongresu Naukowego Studentéw Medycyny i Mtodych Lekarzy w 2011 roku a wyktad
,Rak piersi i diagnostyka i postepowanie” zostat uznany za najlepszg prace (pierwsza
nagroda) w ramach ,XIV Czwartku chirurgicznego” Studenckiej Konferencji Naukowo-
Szkoleniowej (2011 r.) - cyklicznych spotkan chirurgicznych organizowanych w ramach
Klinik Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego. W wielu moich éwczesnych
studentach udato mi rozbudzi¢ pasje do chirurgii plastycznej. Kilku z nich jest juz obecnie
aktywnymi zawodowo chirurgami plastykami (dr hab. Piotr Pietruski, dr Maria Molska, dr
Ewa Wozniak-Roszkowska, dr Zofia Bochen, dr Maciej Mazurek, dr Jakub Miszczyk, dr
Wiktor Paskal).

Wyktadowca Centrum Ksztatcenia Podyplomowego Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego na kierunku Medycyna Estetyczna (2010 -2014 r.)

Prowadzitem wyktady (4 wyktady w roku akademickim) dla lekarzy w ramach studiow
podyplomowych z zakresu medycyny estetycznej. Tematy wyktadéw obejmowaty:
zastosowanie nici liftingujgcych, liposukcje, operacje estetyczne twarzy.

Wyktadowca Polskiej Akademii Mikrochirurgii (2014-2016 r.)

Bytem instruktorem i wyktadowcg kursu dla lekarzy z zakresu mikrochirurgii organizowanego
przez Centrum Edukacji Medycznej w Warszawie. Tematyka moich wyktadéw obejmowata
zagadnienia dotyczace procedur ratujgcych ptaty chirurgiczne po mikrozespoleniach oraz
podstawy mikrochirurgii. Poza wyktadami w ramach tego kursu prowadzitem takze warsztaty
w trakcie ktérych szkolitem lekarzy z wykonywania zespolen naczyniowych i rekonstrukcji
nerwow na matym modelu zwierzecym (krolik).
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4. Woykfadowca na licznych miedzynarodowych i ogoélnopolskich kongresach z zakresu
chirurgii plastyczne;.
Na krajowych i miedzynarodowych kongresach przedstawitem tgcznie 42 wyktady
prezentujgce moje osiggniecia naukowe — wykaz konferencji i abstraktéw w zafgczniku nr 2.

5. Szkoleniowiec w ramach programu PROPEL
Program PROPEL (Professional Resource Opportunities in PRS Education and Leadership)
organizowany jest przez Amerykanskie Towarzystwo Chirurgii Plastycznej (ASPS) i ma na celu
rozwijanie wiedzy i umiejetnosci z zakresu chirurgii plastycznej na bazie czteroosobowych
zespotow, w sktad ktorych wchodzg mtodszy rezydent, starszy rezydent, mtodszy specjalista i
starszy specjalista. W ramach zespotéw utworzonych zgodnie z obszarem zainteresowan
uczestnikéw odbywaja sie cykliczne spotkania on-line w trakcie ktérych prezentowane sg
wyktady i omawiane trudne przypadki kliniczne. W moim zespole, w ktdrym jestem
mtodszym specjalistg wspdtpracuje z nastepujgcymi chirurgami plastykami:
e Robert A. Hardesty (Imagine Plastic Surgery, Riverside, California, USA) — starszy
specjalista,
e Dexter Weeks (University of Texas Medical Branch, Galveston, Texas, USA) — starszy
rezydent,
e Kimberly Flscella (Albany Medical Center, Albany, New York, USA) — mtodszy
rezydent.

6. Autor rozdziatu ,Basal Cell Carcinoma” w podreczniku do Chirurgii Plastycznej pt. ,,Current
Concepts In Plastic Surgery” (ISBN 978-953-307-1036-3, InTech,; 213-48)
Podrecznik przedstawia kompleksowe opracowania nowych trendéw w chirurgii plastycznej i

adresowany jest do lekarzy specjalizujgcych sie w chirurgii plastycznej. Méj rozdziat opisuje
kompleksowo epidemiologie, diagnostyke i wspdtczesne metody leczenia raka
podstawnokomérkowego skory.

7.2. Osiggniecia organizacyjne

1. Kierownik administracyjny kurséw specjalizacyjnych organizowanych przez Klinike Chirurgii
Plastycznej CMKP w latach 2010-2016 r. (12 kurséw w roku akademickim)
Moim zadaniem byta organizacja kurséw (lista kursow wymieniona w punkcie 7.1./1a),
synchronizacja wyktaddéw z zajeciami klinicznymi i dostepnoscig wyktadowcéw, organizacja
zajec klinicznych, przeprowadzanie ankiet na zakoriczenie kursu oraz jego zakonczenie w
formie zaliczenia.

2. Organizacja, stworzenie procedur i wyposazenie stanowiska chirurgicznego
wykorzystywanego do przeprowadzania operacji szczuréw w ramach programu Bio-
implant i Nano4Nerve (punkt 6.1./1i 2).

Stanowisko to zostato wydzielone w ramach Pracowni Hodowli Zwierzat Laboratoryjnych w
Narodowych Instytucie Onkologii, Panstwowym Instytucie Badawczym w Warszawie we
wspotpracy z dr Martg Gajewska. W trakcie 4 letniej wspotpracy zoperowatem w ramach tej
dziatalnosci ponad 200 szczurdw u ktérych przeprowadzatem takie procedury jak pobieranie
tkanki ttuszczowej do izolacji komdrek ASCs, podskdrne wszczepianie rusztowan
polimerowych(PCL i PCL+TCP+PLGA) wraz z ich prefabrykacja, rekonstrukcje ubytkow kosci
udowej rusztowaniem polimerowym (PCL), rekonstrukcje nerwu kulszowego przy uzyciu
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prowadnika nerwu. Poza organizacjg stanowiska do operacji i operowaniem zorganizowatem
takze opieke pooperacyjng dla szczuréw zgodng zobowigzujgcymi standardami oraz
nadzorowatem prace mojego zespotu zajmujgcego sie badaniami in vivo w ramach wyzej
wymienionych projektéw.

Organizacja biobanku tkanek w ramach programu MentorEye (punkt 6.1./3).

Moja rola w tym projekcie polegata na stworzeniu podstaw prawnych i logistycznych dla
dziatania biobanku tkanek, zaplanowaniu poszczegdlnych etapdéw tworzenia biobanku,
opracowaniu protokotu transportu, opracowywania i przechowywania materiatu tkankowego
dla biobanku, opracowaniu podstaw systemu informatycznego biobanku, przygotowaniu
dokumentdéw do uzyskania zgody Komisji Bioetycznej dla prowadzenia biobanku i jego
rejestracji, opracowaniu regulaminu wewnetrznego Biobanku oraz wzoru zgody pacjenta na
pobranie, przechowywanie i ewentualne wykorzystanie tkanek. Po opracowaniu w/w
zagadnien i utozeniu harmonogramu dziatan na kolejne lata zmuszony bytem przekazad
nadzér nad tym projektem doktorowi Maciejowi Ryszowi, ktéry wraz z moim éwczesnym
zespotem (dr Wiktor Paskal, Dr Maciej Gryziak) go kontynuowat.

Organizacja kursu mikrochirurgicznego w ramach kurséw prowadzonych przez Klinike
Chirurgii Plastycznej CMKP.

W trakcie kursu jego uczestnicy mogli przy uzyciu wynajetych mikroskopéw Zeiss i narzedzi
mikrochirurgicznych éwiczy¢ zespolenia naczyniowe i nerwowe.

Organizacja Studenckiego Kota Naukowego przy Klinice Chirurgii Plastycznej CMKP w 2010
roku.

Koto zostato pierwszy raz formalnie zarejestrowane w 2010 roku w ramach dziatalnosci
Studenckiego Towarzystwa Naukowego dziatajgcego przy Warszawskim Uniwersytecie
Medycznym i dziata do chwili obecne;j.

Prace statutowe w ramach Kliniki Chirurgii Plastycznej CMKP

Organizacja finansowania i wykonanie dwdch prac statutowych dotyczacych nastepujacych
zagadnien: ,,Ocena wynikdw leczenia wrodzonego opadniecia powiek” oraz ,,Ocena wynikow
leczenia niedorozwoju matzowiny usznej”

Administracja strong internetowg Polskiego Towarzystwa Chirurgii Plastycznej,
Rekonstrukcyjnej i Estetycznej w latach 2009-2011.

W czasie mojego aktywnego uczestnictwa w tym Towarzystwie zajmowatem sie
modernizacjg, uaktualnianiem i biezgcg administracjg strony internetowej Towarzystwa.

Opieka nad biblioteka Kliniki Chirurgii Plastycznej CMKP w latach 2008-2014.
Poza biezgcym prowadzeniem biblioteki zajmowatem sie zamawianiem nowych ksigzek i
analizg bibliometryczng pracownikéw Kliniki.

7.3. Osiagniecia popularyzujgce nauke

W trakcie pracy w ramach projektu Bio-Implant i Nano4nerve (punkt 6.1./1i 2)

popularyzowatem nauke przyblizajgc czytelnikom i stuchaczom idee inzynierii tkankowej i
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wytwarzania narzagdéw ,,na zaméwienie”. Dodatkowym czynnikiem zwiekszajacym zasieg
popularyzacji nauki byt méj udziat w ogdlnopolskim konkursie ,,Polacy z Werwga” organizowanym
przez Orlen w 2013 roku (I edycja), ktérego bytem finalistg. W ramach mojego udziatu w tym
konkursie udzielitem szeregu wywiadéw w czasopismach popularnonaukowych (,,Medycy z
werwg”, Newsweek nr 34/2013, strona 69-70, ,,21 Polakéw z werwg” Newsweek nr 18/2013,
strona 73, Natemat — link ponizej), wzigtem udziat w nagraniach filmu prezentujacego moja prace
naukowag, ktory zostat wyemitowany w telewizji TVN w ramach cyklu programéw poswieconych
temu konkursowi, udzielitem tez wywiadu w Polskim Radiu Programie 3. Bratem takze czynny
udziat w Festiwalu Nauki w latach 2011-2013 prezentujgc dwczesne osiggniecia projektu Bio-
Implant.

Ponizej zamieszam linki do niektérych artykutéw i nagran:

https://natemat.pl/104655,chirurg-all-in-one-pracuje-w-trzech-miejscach-na-raz-i-zajmuje-

sie-nauka
https://trojka.polskieradio.pl/artykul/902216
https://www.infodent24.pl/techdentpost/polacy-z-werwa-bioimplant-kosci-z-komorek-

macierzystych-w-finale,100065.html
https://www.infodent24.pl/techdentpost/prefabrykacja-bioimplantu-kluczem-do-leczenia-
rozleglych-ubytkow-kostnych,7448 1.html
https://www.medonet.pl/zdrowie/zdrowie-dla-kazdego,polacy-z-werwa--czyli-mamy-sie-
kim-pochwalic,artykul,1683144.html#tomasz-debski-1982-chirurgia-plastyczna-na-
najwyzszym-poziomie
https://kobieta.onet.pl/zdrowie/zycie-i-zdrowie/polacy-z-werwa-wyjatkowi-ludzie-
wyjatkowe-dokonania/6tved

8. Inne informacje dotyczace kariery zawodowej
8.1. Nagrody i wyrdznienia

e Nagroda gtéwna w konkursie ,Najlepszy plakat konferencji PolLasa 2013” w ramach
Il Ogdlnopolskiej Konferencji ,Zwierzeta w badaniach naukowych” Pollasa,
Warszawa (2013 r.) za cykl prac: ,,Comparison of ADSC sources from the adipose
organirat”, , Induced angiogenesis in PCL Bioactive Scaffolds with a new
Prefabrication Method. Experimental study on rats”, ,New method of obtaining ADSC
in vivo in a rat model”

e Finalista | edycji konkursu ,Polacy z Werwg” w kategorii medycyna (2013 r.)

e Wyrdznienie pracy “Angiogenesis in PCL Bioactive Scaffolds with a new Prefabrication
Method. Experimental study on rats.” jako jednej z trzech najlepszych prac
prezentowanych na International Confederation for Plastic Reconstructive &
Aesthetic Surgery (IPRAS) World Congress,Santiago,Chile (2013 r.)

e ,Ztota Odznaka” Studenckiego Towarzystwa Naukowego Akademii Medycznej w
Warszawie za zastugi dla studenckiego ruchu naukowego (2007 r.)

e Pierwsza nagroda w sesji “Otolaryngology and Ophtalmology” za prace
“An anatomical study on the relationship between the facial nerve and
parotid duct in human fetuses” prezentowang na The 3rd International Scientific
Congress of Medical Students and Young Doctors, Warsaw (2006 r.)
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https://natemat.pl/104655,chirurg-all-in-one-pracuje-w-trzech-miejscach-na-raz-i-zajmuje-sie-nauka
https://natemat.pl/104655,chirurg-all-in-one-pracuje-w-trzech-miejscach-na-raz-i-zajmuje-sie-nauka
https://trojka.polskieradio.pl/artykul/902216
https://www.infodent24.pl/techdentpost/polacy-z-werwa-bioimplant-kosci-z-komorek-macierzystych-w-finale,100065.html
https://www.infodent24.pl/techdentpost/polacy-z-werwa-bioimplant-kosci-z-komorek-macierzystych-w-finale,100065.html
https://www.infodent24.pl/techdentpost/prefabrykacja-bioimplantu-kluczem-do-leczenia-rozleglych-ubytkow-kostnych,7448_1.html
https://www.infodent24.pl/techdentpost/prefabrykacja-bioimplantu-kluczem-do-leczenia-rozleglych-ubytkow-kostnych,7448_1.html
https://www.medonet.pl/zdrowie/zdrowie-dla-kazdego,polacy-z-werwa--czyli-mamy-sie-kim-pochwalic,artykul,1683144.html#tomasz-debski-1982-chirurgia-plastyczna-na-najwyzszym-poziomie
https://www.medonet.pl/zdrowie/zdrowie-dla-kazdego,polacy-z-werwa--czyli-mamy-sie-kim-pochwalic,artykul,1683144.html#tomasz-debski-1982-chirurgia-plastyczna-na-najwyzszym-poziomie
https://www.medonet.pl/zdrowie/zdrowie-dla-kazdego,polacy-z-werwa--czyli-mamy-sie-kim-pochwalic,artykul,1683144.html#tomasz-debski-1982-chirurgia-plastyczna-na-najwyzszym-poziomie
https://kobieta.onet.pl/zdrowie/zycie-i-zdrowie/polacy-z-werwa-wyjatkowi-ludzie-wyjatkowe-dokonania/6tved
https://kobieta.onet.pl/zdrowie/zycie-i-zdrowie/polacy-z-werwa-wyjatkowi-ludzie-wyjatkowe-dokonania/6tved

e Pierwsza nagroda w sesji ,,Chirurgia - sesja plakatowa” za prace , Metody leczenia
chirurgicznego choroby Dupuytrena” prezentowang na Ogdélnopolskim Kongresie
Naukowym Mtodych Medykdéw, Warszawa (2004 r.)

e Nagroda Zarzadu Gtéwnego Towarzystwa Chirurgdw Polskich za cykl prac
poswieconych pierwotnej i wtérnej rekonstrukcji nerwéw obwodowych w ramach
2nd International Medical Conference for Students and Young Physicians, Warsaw
(2003 r.)

8.2. Recenzje prac naukowych w miedzynarodowych czasopismach

e International Journal of Surgery (IF 13,4) — artykut 1/S-D-22-01840

e Neural Regeneration Research (IF 5,14) — artykut NRR-D-22-00576

e Plastic and Reconstructive Surgery (IF 4,03) — artykut PRS-D-22-02736

e European Journal of Trauma and Emergency Surgery (IF 2,37) - artykut D-20-00705
e Current Drug Delivery (IF 1,58) — artykut BMS-CDD-2022-262

8.3.Cztonkostwo w towarzystwach naukowych

e Polskie Towarzystwo Chirurgii Plastycznej, Rekonstrukcyjnej i Estetycznej (PTChPRIE)
e International Confederation for Plastic Reconstructive & Aesthetic Surgery (IPRAS)

e European Academy of Facial Plastic Surgery (EAFPS)

e International Society of Plastic Surgeons (ISAPS)

e American Society of Plastic Surgeons (ASPS)

e Rhinoplasty Society of Europe (RSE)

¢ International Society of Plastic Regenerative Surgeons (ISPRES)

8.4. Wybrane kursy i szkolenia

e 13 IANR (International Association of Neurorestoratology) Meeting and International
Conference "Stem cells: therapeutic outlook for nervous system disorders”,
Warszawa, 2021,

W ramach tego kongresu wygtositem wyktad na zaproszenie prezentujgcy wyniki prac
nad prowadnikiem nerwu (, Bioactive nanofiber-based conduits in a peripheral nerve
gap management- an animal model study”).

e |SAPS Regenerative Medicine Virtual Symposium, 2021

e Szkolenie w zakresie wymaganym dla oséb usmiercajgcych zwierzeta
wykorzystywane w procedurach na podstawie §2 Rozporzadzenia Ministra Nauki i
Szkolnictwa Wyzszego z dnia 5 maja 2015 r.; Instytut Medycyny Doswiadczalne;j i
Klinicznej im. M. Mossakowskiego, Polska Akademia Nauk, Warszawa, 2016 r.

e Plastic Surgery MasterClass Program on Perforator Flaps, Covidien European Training
Centre, Elancourt, Francja, 2010 .

e Fakultet ,Inzynieria tkankowa jako narzedzie rekonstrukcji tkanek”, Zaktad Inzynierii
Tkankowej Akademii Medycznej w Warszawie, 2006 r.

e Warsztaty z zakresu statystyki medycznej i obstugi programu Epilnfo 3.3; Akademia
Medyczna w Warszawie, 2005 r.

e Kurs z zakresu Evidence Based Medicine; Akademia Medyczna w Warszawie, 2005 r.
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