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1. IMIE I NAZWISKO
Marta Pokrywczynska

2. WYKAZ POSIADANYCH DYPLOMOW STOPNI NAUKOWYCH/
ARTYSTYCZNYCH- Z PODANIEM NAZWY, MIEJSCA I ROKU ICH UZYSKANIA
ORAZ TYTULU ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

13 lipca 2005 r. ukonczylam studia licencjackie na kierunku biotechnologia,
Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikolaja Kopernika w Toruniu uzyskujac tytul licencjata. Prace licencjackg pt.: ,,Leczenie
cukrzycy poprzez przeszezep komorek wydzielajacych insuling” wykonatam pod kierunkiem

prof. dr. hab. Tomasza Drewy.

27 lipca 2007 r. ukoficzylam studia magisterskie na kierunku biotechnologia,
Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikotaja Kopernika w Toruniu uzyskujac tytul magistra. Pracg magistersky
pt.: ,,Opracowanie metody izolacji wysp trzustkowych szczura™ wykonatam pod kierunkiem
prof. dr. hab. Tomasza Drewy. Studia ukonczylam z tytulem Najlepszego Absolwenta
Wydziatu Lekarskiego oraz Najlepszego Absolwenta Collegium Medicum UMK.

14 grudnia 2011 r. uzyskalam stopien naukowy doktora nauk medycznych w zakresie
biologii medycznej, Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera
w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu. Rozprawe doktorskg pt.:..Rola
komoérek macierzystych w remodelingu rekonstruowanej sciany pecherza moczowego

szczura”, wykonatam pod kierunkiem prof. dr. hab. Tomasza Drewy.

20 lipca 2016 r. ukonczytam studia podyplomowe w zakresie Analityki Medycznej, Wydzial
Farmaceutyczny, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet
Mikolaja Kopernika w Toruniu, dnia 10 marca 2017 r. otrzymalam Prawo Wykonywania

Zawodu Diagnosty Laboratoryjnego (nr 16064).



3. INFORMACJE O DOTYCHCZASOWYM ZATRUDNIENIU W JEDNOSTKACH
NAUKOWYCH/ ARTYSTYCZNYCH

01 wrzesien 2005- 30 wrzesnia 2007, technik w Zakladzie Inzynierii Tkankowej, Wydzial

Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikolaja

Kopernika w Toruniu

01 pazdziernika 2007- 31 marca 2012, asystent w Zakladzie Inzynierii Tkankowej, Wydzial
Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikolaja

Kopernika w Toruniu

01 kwietnia 2012- 01 listopada 2015, adiunkt w Zakladzie Inzynierii Tkankowej, Wydzial
Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikolaja

Kopernika w Toruniu

02 listopada 2015- 30 czerwca 2017, p.o. kierownika Zakladu Medycyny Regeneracyijnej,
Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet

Mikolaja Kopernika w Toruniu

01 lipca 2017- nadal, p.o. kierownika Zakiadu Medycyny Regeneracyjnej, Banku Komoérek
1 Tkanek, Wydzial Lekarski, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy,

Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA NAUKOWEGO WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST.
2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R. O STOPNIACH NAUKOWYCH I TYTULE
W ZAKRESIE SZTUKI (DZ.U. NR 65, POZ.595 ZE ZM.)

4.1. TYTUL OSIAGNIECIA NAUKOWEGO

»Rekonstrukeja pecherza moczowego technikami inzynierii tkankowej, badania

eksperymentalne” na podstawie cyklu 7 wybranych publikacji.



42. WYKAZ PUBLIKACJ WCHODZACYCH W SKLAD OSIAGNIECIA
NAUKOWEGO

Osiagnigcie zostalo udokumentowane cyklem 7 przedstawionych ponizej prac
opublikowanych w recenzowanych czasopismach znajdujacych si¢ w bazie Journal Citation
Reports (JCR) o sumarycznym wspolczynniku oddzialywania (IF) réownym 16.669
i sumarycznej liczbie punktow wg MNiISW roéwnej 175.000. Publikacje uszeregowano

tematycznie, a nie chronologicznie z rokiem publikacji.

1. Pokrywezynska M. Adamowicz J, Sharma AK, Drewa T. Human urinary bladder

regeneration through tissue engineering- an analysis of 131 clinical cases. Exp Biol
Med (Maywood) 2014; 239: 264-71. IF= 2.165; MNiSW=30.000

Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na opracowaniu koncepcji pracy, analizie
pismiennictwa, napisaniu manuskryptu i przygotowaniu tabel, korekcie ostatecznej
wersji tekstu, prowadzeniu korespondencji z edytorem i odpowiedzi na recenzje.
Moj udzial procentowy szacuje na 45%.

2. Jundzill A¥, Pokrywezynska M*, Adamowicz J, Kowalczyk T, Nowacki M, Bodnar

M. Marszalek A, Frontaczak- Baniewicz M, Mikulkowski G, Kloskowski T,
Gatherwright J, Drewa T. Vascularization Potential of Electrospun Poly(L-Lactide-co-
Caprolactone) Scaffold: The Impact for Tissue Engineering. Med Sci Monit. 2017;
23:1540-1551.*rownowazny udzial autoréw w pracy, 1IF=1.585; MNiSW=15.000
Moj wkiad w powstanie tej pracy polegal na merytorycznej i statystycznej analizie
danych, napisaniu manuskryptu i przygotowaniu rycin, korekcie ostatecznej wersji
tekstu, odpowiedzi na recenzje. Moj udzial procentowy szacuje na 45%.

3. Pokrywezynska M, Jundzill A, Adamowicz J, Kowalczyk T, Warda K, Rasmus M,

Buchholz L, Krzyzanowska S, Nakielski P, Chmielewski T, Bodnar M, Marszalek A,
Debski R, Frontczak-Baniewicz M, Mikulowski G, Nowacki M, Kowalewski TA.,
Drewa T. Is the poly (L- lactide- co- caprolactone) nanofibrous membrane suitable for
urinary bladder regeneration? PLoS One. 2014; 9: €105295. IF= 3.234; MNiSW=
40.000

Moj wklad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badania,
izolacji i hodowli komorek macierzystych, przygotowaniu wszczepéw do rekonstrukcyi,
wykonaniu  analiz  cytotoksycznosci  biomaterialow, analizie  merytorycznej

I statystycznej wynikow, przygotowaniu manuskryptu, tabel oraz rycin, korekcie



ostatecznej wersji tekstu, prowadzeniu korespondencji z edytorem i odpowiedzi
narecenzje. Moj udzial procentowy szacuje na 30%.

. Adamowicz J.* Pokrywezynska M*, Tworkiewicz J, Kowalczyk T, van Breda SV,
Tyloch D, Kloskowski T. Bodnar M, Skopinska-Wisniewska J, Marszalek A,

Frontczak-Baniewicz M, Kowalewski TA, Drewa T. New Amniotic Membrane Based

Biocomposite for Future Application in Reconstructive Urology. PLoS One. 2016; 11:
€0146012 *réwnowaziny udzial autoréw w pracy, 1F=2.806; MNiSW=35.000

Moj wklad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badania,
izolacji i hodowli komdrek macierzystych, przygotowaniu wszczepow, analizie
cytotoksycznosci  biomaterialow, merylorycznej i statystycznej analizie danych,
odpowiedzi na recenzje. Moj udzial procentowy szacuje na 45%.

. Pokrywczynska M, Czapiewska M, Jundzill A, Bodnar M., Balcerczyk D,

Kloskowski T, Nowacki M, Marszalek A, Drewa T. Optimization of porcine urothelial
cell cultures: Best practices, recommendations, and threats. Cell Biol Int. 2016; 40:
812-20. IF=1.831, MNiSW= 15.000

Moj wklad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badania,
izolacji i hodowli komdrek, analizie merylorycznej i statystycznej wynikéw, napisaniu
manuskryptu, przygotowaniu tabel oraz rycin, korekcie ostatecznej wersji tekstu,
prowadzeniu korespondencji z edytorem i odpowiedzi na recenzje. Moj udzial szacuje
na 90%.

- Pokrywezynska M, Balcerczyk D, Jundzill A, Gagat M, Czapiewska M, Kloskowski
T, Nowacki M, Gastecka AM, Bodnar M, Grzanka A, Marszalek A, Drewa T.

Isolation, expansion and characterization of porcine urinary bladder smooth muscle
cells for tissue engineering. Biol Proced Online 2016:18:17. 1F=2.042;
MNiSW=15.000

Moj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badania,
izolacji i hodowli komorek, analizie merytorycznej i statystycznej wynikow,
przygolowaniu manuskryptu, tabel oraz rycin, korekcie ostatecznej wersji tekstu,
prowadzeniu korespondencji z edytorem i odpowiedzi na recenzje. Moj udzial szacuje
na 85%.

. Pokrywezynska M, Jundzill A, Warda K. Buchholz L, Rasmus M, Adamowicz J,
Bodnar M, Marszalek A, Helmin- Basa A, Michalkiewicz J. Gagat M, Grzanka A,
Frontczak-Baniewicz M, Gastecka AM, Kloskowski T, Nowacki M, Ricordi C, Drewa



T. Does mesenchymal stem cell source influence smooth muscle regeneration in tissue
engineered urinary bladder? Cell Transpl. 2017; IF= 3.006; MNiSW=25.000

Mdéj wkiad w powstanie tej publikacji polegal na opracowaniu koncepcji badania,
izolacji i hodowli komorek, przygotowaniu wszczepow, analizie ekspresji gendw
technikg PCR w czasie rzeczywistym, analizie merytorycznej i statystycznej wynikow,
przygotowaniu manuskryptu, tabel oraz rycin, korekcie ostatecznej wersji tekstu,

korespondencji z edytorem i odpowiedzi na recenzje. Moj udzial szacuje na 80%.

4.3. OPIS MERYTORYCZNY OSIAGNIECIA NAUKOWEGO
PRZEDSTAWIONEGO DO OCENY

4.3.1. ISTNIEJACY STAN WIEDZY W ZAKRESIE TEMATU BADAN

Istnieje wiele wrodzonych i nabytych stanéw chorobowych wymagajacych operacji
rekonstrukcyjnych pecherza moczowego. Najczestszym wskazaniem do rekonstrukcji
pecherza moczowego jest naciekajacy warstwe migsniowa rak pgcherza moczowego.
Metoda leczenia naciekajacego warstwe migsniowa raka pecherza moczowego jest usunigcie
calego pecherza moczowego (cystektomia radykalna) i odprowadzenie moczu poprzez
zastosowanie tzw. kontynentnych (zapewniajacych trzymanie moczu) lub niekontynentnych
technik. Kontynentne techniki odprowadzenia moczu obejmujag metody majace na celu
wytworzenie wewnatrzustrojowych zbiornikéw na mocz takich jak szczelny zbiornik jelitowy
czy ortotopowy pecherz jelitowy (Abol-Enein i Ghoneim, 2008; Dhar i Studer, 2008:
Hautmann, 2008). Do technik niekontynentnych, majacych na celu odprowadzenie moczu
bezposrednio na zewnatrz organizmu zaliczamy wstawke jelitowa czy przetoke

moczowodowo- skorng (ureterokutaneostomia) (Patel i Fergany. 2008).

Poza najliczniejsza grupa pacjentow onkologicznych wymagajacych operacji odtworczych
dolnych drég moczowych, istnieje szereg nienowotworowych schorzen urologicznych,
ktorych leczenie oparte jest na rekonstrukcji $ciany pecherza moczowego. Do chordb tych
zalicza si¢ wady wrodzone i rozwojowe dolnych drog moczowych, jatrogenne uszkodzenia
popromienne pecherza moczowego, przewlekle zapalenia pecherza moczowego, gruzlice,
uszkodzenia rdzenia kregowego, choroby ukladu nerwowego czy urazy (Reyblat i Ginsberg,

2008). Podstawowym zalozeniem terapeutycznym w ww. stanach chorobowych



Jjest wytworzenie warunkow anatomicznych zapewniajacych niskocisnieniowy odpltyw moczu
z nerek (Zhang i wsp, 2016). W przypadku znacznego wzrostu cisnienia srodpecherzowego
lub istotnego zalegania moczu po mikcji, dochodzi do reflukséw pecherzowo-

moczowodowych i postepujgcej niewydolnosci nerek (Sillén 1 wsp, 2010).

Najezgstszg technika rekonstrukeji sciany pecherza moczowego, majaca na celu uzyskanie
niskoci$nieniowego pecherza moczowego o odpowiedniej pojemnosci jest augmentacja
sciany pecherza moczowego z wykorzystaniem unaczynionego fragmentu jelita cienkiego
(illeocystoplastyka), rzadziej fragmentow Jelita grubego (kolonocytsoplastyka) czy zoladka
(gastrocystoplastyka) (Casale, 2008).

Uzycie $ciany przewodu pokarmowego w operacjach rekonstrukeyjnych drég moczowych
obarczone jest wieloma niepozadanymi powiklaniami. Najczestszymi  sa  zaburzenia
wynikajace ze skrocenia powierzchni wehlaniania jelita oraz odmiennych wlasciwosci Sciany
przewodu pokarmowego i drég moczowych. Wchlanianie skladnikéw moczu prowadzi
do zaburzen elektrolitowych i rownowagi osmotycznej, zaburzen neurologicznych
oraz demineralizacji kosci (Cho i wsp, 2017; Roosen i wsp., 2004; Tanrikut
i McDougal,2004). Innymi powik}aniami s3 zwigkszone wydzielanie $luzu i kamica,
zakazenia uktadu moczowego czy nowotworzenie w obrgbie nablonka jelita oraz miejscach
zespolenia z nablonkiem drég moczowych (N"Dow i wsp. 2004; Woodhouse i Robertson,
2004; Piccard, 2004; Wullt i wsp, 2004). Koniecznos$¢ wykonania dodatkowego zabiegu
chirurgicznego na jelicie wydluza catkowity czas trwania operacji oraz zwicksza liczbe

okolooperacyjnych i pooperacyjnych powiktan (Drewa i wsp. 2010).

Techniki inzynierii tkankowej stwarzaja mozliwosé konstrukcji pecherza moczowego
(ang. neo-bladder) oraz sztucznej wstawki do odprowadzenia moczu (ang. neo- conduit)
de novo bez koniecznosci dodatkowego zabiegu chirurgicznego na jelicie (Drewa i wSsp,
2012). Wyréznia sie dwie podstawowe techniki rekonstrukcji sciany pecherza moczowego
technikami  inzynierii  tkankowej. Pierwsza metoda wykorzystuje  rusztowania,
ktore po wszczepieniu zasiedlane sa przez komorki gospodarza, ulegajg przebudowie
i degradacji stymulujac regeneracj¢ tkanki in vivo. W drugiej metodzie wykorzystywane
s3 rusztowania wysiane komoérkami. Namnozone w warunkach in vitro komérki wysiewane

na rusztowaniach tworza pseudotkanki in vitro, a nastepnie tkanki in vivo (Koh i Atala,
2004).



Pierwsze badanie kliniczne, w ktérym do rekonstrukcji $ciany pecherza moczowego
wykorzystano wytworzone in vifro wszczepy wysiane komérkami przeprowadzone zostato
w latach 1998- 2005 (Atala i wsp, 2006.) Badanie przeprowadzono na grupie 7 pacjentow
z malym, wysokoci$nieniowym, neurogennym pecherzem moczowym. Do rekonstrukeji
zastosowano bezkomorkowe rusztowania ze $ciany pecherza moczowego (ang. Bladder
Acellular Matrix, BAM) lub kompozyty kolagenu i kwasu poliglikolowego (ang. Collagen, C;
Polyglycolic-Acid. PGA) wysiane autologicznymi komorkami nablonka urotelialnego
i mie$ni gladkich. W tym celu komorki urotelialne i migéni gladkich izolowane z malej
1-2 cm’ biopsji $ciany pecherza moczowego, namnazano przez okres 7-8 tygodni

i wysiewano na 70- 150 cm’

rusztowaniach BAM lub C/PGA. U czgsci pacjentow
rekonstruowane pecherze moczowe pokryto siecia wigksza celem wspomozenia procesu
rewaskularyzacji. W pecherzach rekonstruowanych kompozytami C/PGA  wysianymi
komorkami obserwowano poprawe podatnosci $ciany 1 zwigkszenie pojemnosci.
Biopsja wykonana 31 miesigcy po rekonstrukcji wykazala prawidlowa trzywarstwowa
strukture rekonstruowanej $ciany pecherza moczowego. Nie obserwowano zadnych efektow
ubocznych. Znacznie gorsze wyniki uzyskano w przypadku pecherzy rekonstruowanych
rusztowaniami BAM wysianymi komérkami. Nalezy jednak podkresli¢, ze u 3 z 4 pacjentow,
u ktorych rekonstruowano pecherze moczowe tym biomaterialem nie pokryto wszczepu
siecig. Dyskusyjne pozostaje wigc to, czy gorsze wyniki obserwowane w tej grupie pacjentow
byly wynikiem wuzycia rusztowania BAM czy braku pokrycia wszczepu = siecig.
Badanie to wykazalo po raz pierwszy, ze skonstruowany technikami inzynierii tkankowej
wszezep zbudowany z kompozytu C/PGA wysianego autologicznymi komérkami nablonka
urotelialnego i miesni gladkich, pokryty siecia moze by¢ wykorzystywany do cystoplastyki
pecherza moczowego (Atala i wsp., 2006).

Kolejne badanie, w ktorym do rekonstrukcji pecherzy moczowych uzyto wytworzone in vitro
wszczepy nie  przynioslo oczekiwanych rezultatbw  (Joseph et al, 2014).
Badanie przeprowadzono na grupie 10 pacjentow z pgcherzem neurogennym. Do augmentacji
pecherza zastosowano wszczepy zbudowane z kwasu poliglikolowego i polilaktydowanego
(ang. Polylactic Acid, PLA) wysiane autologicznymi komorkami nablonka urotelialnego
i migs$ni gladkich. U Zzadnego z 10 pacjentow nie zaobserwowano istotnej klinicznie poprawy
w pojemnosci rekonstruowanych pecherzy w 12 i 36 miesigey po zabiegu. Powazne efekty

uboczne, takie jak niedroznos$¢ jelit czy peknigcie rekonstruowanej $ciany wystapily u 4



pacjentéw. W konsekwencji u 5 pacjentow wykonano tradycyjna cystoplastyke (Joseph et al,
2014).

Pomimo tego, ze koncepcja tych dwéch badan klinicznych, wskazania do rekonstrukcji
pecherzy moczowych oraz rodzaj uzytych komorek byly poréwnywalne, to réznice w typie
zastosowanego biomaterialu, metodach hodowli i liczbie uzytych komérek, oraz powierzchni
wszczepu mogly istotnie wplynaé¢ na uzyskane wyniki. Dlatego tez konieczne s kolejne
badania majace na celu potwierdzenie skutecznosci i bezpieczefistwa stosowania wszczepow
skonstruowanych technikami inzynierii tkankowej w rekonstrukeji pecherza moczowego.
Badania te powinny by¢ jednakze poprzedzone solidnymi badaniami podstawowymi
majgcymi na celu: optymalizacje metod izolacji i hodowli komérek do transplantacji,
badaniami poréwnawczymi majacymi na celu dobér optymalnego rodzaju biomateriatu
do rekonstrukeji drég moczowych, czy w koncu badaniami eksperymentalnymi majgcymi

na celu dopracowanie technik chirurgicznych rekonstrukc;ji.

4.32. OMOWIENIE CELU NAUKOWEGO WW PRAC I OSIAGNIETYCH
WYNIKOW WRAZ Z OMOWIENIEM ICH EWENTUALNEGO WYKORZYSTANIA

Celami przedstawionego do oceny osiagniecia naukowego opartego na cyklu prac byty:

1) ocena wlasciwosci rusztowania z poli-laktydo-ko-kaprolaktonu (Poly(L-Lactide-co-
Caprolactone), PLCL) w warunkach in vivo (praca 2),

2) ocena mozliwosci zastosowania biomaterialow sztucznych (PLCL) biomaterialow
naturalnych (Small Intestinal Submucosa, SIS) oraz ich kompozytéw (PLCL+ blona
owodniowa) w regeneracji rekonstruowanej $ciany pecherza moczowego (prace 3-4).

3) opracowanie i optymalizacja metod izolacji i hodowli komérek nablonka urotelialnego
1 migsni gladkich do celéw rekonstrukeyjnych w urologii (prace 5 i 6),

4) poréwnanie potencjalu mezenchymalnych komorek macierzystych izolowanych
z roznych zrodel: szpiku kostnego i tkanki thuszczowej do regeneracji mieg$ni gladkich
w rekonstruowanym pecherzu moczowym (praca 7),

5) ocena wplywu liczby komorek na wynik regeneracji miesni  gladkich

w rekonstruowanym pecherzu moczowym (praca 7).

Pracanr1
Wstep do cyklu prac oparto na artykule pogladowym, w ktorym analizie poréwnawczej

poddano rozne rodzaje biomaterialéw stosowanych do rekonstrukeji pecherzy moczowych

9



czlowieka. Analize oparto na pracach opublikowanych w latach 1957- 2013.
Wykazano, ze w okresie tym operacjom rekonstrukcyjnym pegcherza moczowego technikami
inzynierii tkankowej poddano 131 pacjentow. Biomaterialami wykorzystywanymi
do rekonstrukcji pecherzy moczowych byly: plastikowe formy (n=36), zelatynowe gabki
(n=9), papier Japonski (n=17), psi pgcherz utrwalony formaling (n=12), liofilizowana opona
twarda (n=44), wolowe osierdzie (n=1), podsluzowka $ciany jelita cienkiego (n=>5),
bezkomorkowe rusztowanie ze Sciany pecherza moczowego (n=4) oraz kompozyty kolagenu
i kwasu poliglikolowego (n=3). Najczgstszym wskazaniem do rekonstrukeji byl rak pecherza
moczowego (n=77). Rzadszymi wskazaniami byly natomiast gruzlica dolnych drog
moczowych (n=20)., pecherz neurogenny (n=17), $rédmigzszowe zapalenie pecherza
moczowego (n=9), wady wrodzone i rozwojowe pegcherza moczowego (n=6), jatrogenne
uszkodzenia popromienne pecherza (n=1) czy przetoka pgcherzowo-jelitowa (n= 1). Analiza
uzyskanych wynikow wykazala, dobre, zle 1 watpliwe wyniki rekonstrukcji u odpowiednio
47, 45 i 39 pacjentow. Najczestszymi powiklaniami rekonstrukcji pecherzy moczowych byty
obkurczenie wszczepu, perforacja pecherza i1 wyciek moczu, refluks pecherzowo-
moczowodowy oraz nietrzymanie moczu. Analiza regeneracji komponentow
rekonstruowanego pecherza moczowego wykazala, ze nablonek moczowy regeneruje
catkowicie, niezaleznie od rodzaju uzytego biomaterialu, w przeciwienstwie do warstwy

migsniowej, ktorej regeneracja jest znikoma lub czesciowa.

Prace2,3i4

Celem prac 2, 3 i 4 byla ocena przydatnosci nowych biomaterialow do regeneracji
rekonstruowanej $ciany pecherza moczowego. Ocenie poddano biomaterial sztuczny- poli-
laktydo-ko-kaprolakton (ang. Poly(L-Lactide-co-Caprolactone), PLCL) biomaterial naturalny-
podsluzowke jelita cienkiego (ang. Small Intestinal Submucosa, SIS) oraz kompozyt
biomaterialu naturalnego i sztucznego- blong owodniowa pokryta PLCL. Biomaterialty
wykorzystane w pracach 2, 3 1 4 zsyntetyzowano w Instytucie Podstawowych Probleméw
Techniki, Polskiej Akademii Nauk w Warszawie pod kierunkiem dr inz. Tomasza
Kowalczyka.

Przedmiotem badan pracy 2 byla ocena wlasciwosci nowego rusztowania z poli-laktydo-ko-
kaprolaktonu (ang. Poly(L-Lactide-co-Caprolactone, PLCL) w warunkach in vivo,
w tym potencjalu do angiogenezy, integracji z tkankami biorcy, zdolnosci do przebudowy
czy indukcji odpowiedzi immunologiczne;. Odpowiednio szybkie unaczynienie

wszczepionego biomaterialu jest czynnikiem warunkujacym jego integracje z natywna
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tkanka, stymulujacym zasiedlenie przez komorki biorcy oraz zmniejszajacym bliznowacenie.
Z kolei, szybka angiogneza biomaterialu wysianego komérkami wplywa krytycznie
na przezywalnos¢ wszczepianych komoérek. Rusztowania sztuczne w  poréwnaniu
do naturalnych cechuja si¢ mniejszym ryzykiem odpowiedzi immunologicznej biorcy
oraz transmisji czynnikéw chorobotworezych, jak réwniez szersza dost¢pnoscia. Rusztowania
PLCL przygotowano technikg elektroprzedzenia celem stworzenia trojwymiarowej struktury
nasladujacej macierz zewnatrzkomérkowa tkanki. Celem oceny wlasciwosci rusztowan PLCL
in vivo wszczepiono je podskérnie i dootrzewnowo 20 szczurom. Analizy histologiczna
oraz immonuhistochemiczna na obecno$é markera komorek endotelialnych CD31 wykazaty,
ze rusztowania PLCL charakteryzowaly si¢ duzym potencjalem do angiogenezy niezaleznie
od miejsca implantacji. Gesto$¢ naczyn krwiono$nych w rusztowaniach PLCL w 6 tygodni
po implantacji byla jednakze wyzsza u szczurow, ktérym rusztowania WSZCZepiono
dootrzewnowo w poréwnaniu do szczuréw, ktérym PLCL wszczepiono podskérnie.
Wykazano, réwniez ze rusztowania PLCL wszczepione dootrzewnowo lepiej integrowaly
z tkankami i nie indukowaty odpowiedzi immunologicznej w przeciwienstwie do rusztowan
PLCL wszczepionych podskérnie w przypadku, ktorych stwierdzono nacieki zapalne. Analiza
transmisyjnym  mikroskopem  elektronowym wykazala degradacje i przebudowe
wszczepionego rusztowania PLCL, ktorego nanowldkna byly zastepowane przez natywne
tkanki.

Podsumowujac, praca 2 wykazala, ze nowe rusztowanie PLCL charakteryzuje sie wysokim
potencjalem do indukowania angiogenezy, nie jest immunogenne i dobrze integruje
z tkankami biorcy, moze by¢ wige stosowane do celéw rekonstrukcyjnych w medycynie
regeneracyjnej. Pozytywne wyniki uzyskane w tej pracy staly sie jednoczesnie podstawa do
konstrukcji nowych rusztowan: pigciowarstwowego rusztowania z  poli-laktydo-ko-
kaprolaktonu oraz kompozytu blony owodniowej i poli-laktydo-ko-kaprolaktonu

do rekonstrukeji pgcherza moczowego.

W pracy 3, poréwnano potencjal dwoch rusztowan: nowego pieciowarstwowego rusztowania
z poli-laktydo-ko-kaprolaktonu (ang. Poly(L-Lactide-co-Caprolactone, PLCL) i wczesniej
stosowanego, komercyjnie dostepnego rusztowania naturalnego z podsluzéwki sciany jelita
cienkiego Swini (ang. Small Intestinal Submucosa, SIS) do regeneracji rekonstruowanego
pecherza moczowego szczura. W przypadku rekonstrukcji drég moczowych, komorki
wysiane na rusztowaniach bezposrednio po transplantacji sa eksponowane na mocz.

We wczedniej przeprowadzonym badaniu wykazalismy, ze mocz wplywa cytotoksycznie
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na komorki w hodowli in vitro i nawet jednogodzinna ekspozycja na mocz obniza istotnie
zywotnos¢ komorek macierzystych (Adamowicz i wsp. 2012). Majac na wzgledzie powyzsze
argumenty wytworzono nowe rusztowania PLCL o wielowarstwowe] strukturze majacej
na celu izolacje komodrek macierzystych od toksycznego srodowiska moczu. Praca ta jest
pierwszg, w ktorej podjeto probe oddzielenia komorek w rekonstruowanym pecherzu
od moczu z zastosowaniem nowego biomateriatu. Badanie przeprowadzono na 20 szczurach.
Pecherze moczowe rekonstruowano rusztowaniami PLCL oraz SIS wysianymi komorkami
macierzystymi tkanki tluszczowej (ang. Adipose Derived Stem Cells, ADSCs)
lub rusztowaniami PLCL oraz SIS bez komorek. Badania cystograficzne wykazaly
prawidtowy ksztalt i wielko$¢ pecherzy moczowych rekonstruowanych rusztowaniem SIS,
oraz deformacje i zrosty z okolicznymi narzadami pecherzy rekonstruowanych rusztowaniem
PLCL. W pecherzach moczowych rekonstruowanych rusztowaniem SIS wysianym
komoérkami ADSCs, w trzy miesigce po zabiegu obserwowano regeneracje wszystkich
komponentow prawidlowej $ciany pecherza moczowego. Jednakze, regeneracja warstwy
migsniowej byla niepelna, a uklad wiokien nieuporzadkowany w poréwnaniu do prawidlowej
Sciany pecherza moczowego. W pecherzach rekonstruowanych rusztowaniem SIS
bez komorek obserwowano pelng regeneracje nabtonka urotelialnego, przy braku regeneracji
warstwy migsniowej. Duzo gorsze wyniki obserwowano w pecherzach moczowych
rekonstruowanych rusztowaniem PLCL niezaleznie od tego czy stosowano rusztowania
wysiane komérkami ADSCs czy rusztowania bez komorek. Zastosowanie rusztowania PLCL
prowadzilo do wielu powiklan, takich jak pekniecie wszczepu, tworzenie uchytkow,
weciagnigcie rekonstruowanej $ciany do $wiatta pecherza. Powiklania te zwigzane byly
z wysoka 50% $miertelnoscig. Analiza histologiczna wykazala, ze wszczepiony material
ulegal skrecaniu, pekal i nie integrowal z rekonstruowang $ciang pecherza. Praca ta dowodzi,
iz dobor rusztowania jest czynnikiem krytycznie wplywajacym na wynik regeneracji
rekonstruowanego pecherza moczowego. Nowe pig¢ciowarstwowe rusztowanie z PLCL
charakteryzuje si¢ gorszym potencjalem do regeneracji rekonstruowanej Sciany pecherza

moczowego w porownaniu do naturalnego rusztowania z podsluzowki jelita cienkiego.

Przedmiotem badan pracy 4, byla ocena potencjalu nowego biokompozytu z blony
owodniowej 1 poli-laktydo-ko-kaprolaktonu (ang. Poly(L-Lactide-co-Caprolactone, PLCL)
do regeneracji rekonstruowanej $ciany pecherza moczowego szczura. Czynnikiem
niekorzystnie wplywajacym na wynik regeneracji jest reakcja zapalna. Wyniki moich

wezesniejszych badan wykazaly, iz mezenchymalne komorki macierzyste szpiku kostnego
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stymuluja regeneracje rekonstruowanych pecherzy moczowych, czemu towarzyszy wzrost
ekspresji  cytokin przeciwzapalnych  (Pokrywczynska, 2013). Blona owodniowa
charakteryzuje si¢ unikalnymi przeciwzapalnymi i redukujacymi wiéknienie wlasciwosciami,
ale slaba wytrzymalo$¢ mechaniczna ogranicza mozliwo$¢ jej zastosowania w operacjach
rekonstrukcyjnych drog moczowych. Wytworzony nowy biokompozyt zbudowany z blony
owodniowej i PLCL cechuje si¢ unikalna bioaktywnoscia i odpowiednia wytrzymalos$cia
mechaniczng. Opublikowana praca jest pierwsza dostepna w pismiennictwie naukowym,
w ktorym zastosowano kompozyt z blony owodniowej i PLCL do rekonstrukcji pecherza
moczowego. Badanie przeprowadzono na 20 szczurach, u ktéorych  wykonano
hemicystektomig, a nastepnie powstale ubytki rekonstruowano biokompozytem blony
owodniowej i PLCL. Wszczepione rusztowanie dobrze integrowato z natywna $ciang
pe¢cherza moczowego. Nablonek urotelialny pokrywal calkowicie $wiatlo rekonstruowanych
pecherzy  moczowych.  Barwienia  immunohistochemiczne wykazaly  obecnosc¢
zroznicowanych  wykazujacych ekspresji¢  smootheliny  komorek mig¢s$niowych
w  rekonstruowanych  pecherzach  moczowych. Uklad  wiékien mig$niowych
w rekonstruowanych pecherzach moczowych na obrzezach wszczepu byt regularny,
natomiast w  centralnej  czesci wszczepu  chaotyczny i nieuporzadkowany.
Analiza morfometryczna wykazala, iz zawarto$é tkanki migsniowej w pecherzach
rekonstruowanych biokompozytami blony owodniowej i PLCL byla nizsza w poréwnaniu do
grupy kontrolnej. Jednakze, poréwnujac wyniki regeneracji warstwy migsniowej w
pecherzach rekonstruowanych biokompozytami blony owodniowej i PLCL z wynikami
uzyskanymi w pracy nr 3, w ktérej do rekonstrukcji wykorzystano rusztowania SIS, nalezy
zauwazy¢, iz wynik uzyskany dla nowego biokompozytu byl duzo lepszy anizeli dla
rusztowania SIS i porownywalny do pecherzy moczowych rekonstruowanych rusztowaniami
SIS wysianymi  komoérkami macierzystymi. Analiza wlasciwosci mechanicznych
zrekonstruowanej sciany wykazala, iz jest ona sztywniejsza w poréwnaniu do natywnej
Sciany pecherza moczowego, co jest wynikiem mniejszej zawartosci wiokien miesniowych w
rekonstruowanych pecherzach. Podsumowujac, nalezy stwierdzi¢, ze stworzony na potrzeby
tej pracy nowy biokompozyt blony owodniowej i PLCL jest bardzo obiecujacym materialem

do rekonstrukeji pgcherza moczowego.

Prace5i6
Celem prac 5 i 6 byta optymalizacja metod izolacji i hodowli komérek nablonka urotelialnego

oraz mig$ni gladkich pecherza moczowego do celow medycyny regeneracyjnej w urologii.
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Liczba i jakos¢ przeszczepianych komorek sa czynnikami wplywajgcymi krytycznie na wynik
koncowy regeneracji rekonstruowanego pecherza moczowego. Dlatego tez niezbgdne jest
opracowanie wydajnych i powtarzalnych metod izolacji i hodowli komérek, pozwalajacych

na uzyskanie duzej liczby komérek, z malego fragmentu tkanki, w jak najkrotszym czasie.

Przedmiotem 5 pracy byla optymalizacja metod izolacji i zakladania hodowli pierwotnej
komorek nablonka urotelialnego $wini. W tym celu porownano 5 metod izolacji/ hodowli
komérek nablonka urotelialnego w tym metode zaktadania hodowli pierwotnej bezposrednio
z wycinka tkanki- eksplantatu (metoda I) oraz 4 metody trawienia enzymatycznego:
kolagenaza I (metoda II), dyspaza II (metoda III), dyspaza Il i trypsyna (metoda IV)
oraz sama trypsyna (metoda V). Wykonano 175 izolacji komorek nablonka urotelialnego.
W hodowli komérek wykorzystano komercyjnie dostgpne medium CnT-58 rekomendowane
do hodowli komoérek nablonka urotelialnego. Wykazano, iz najskuteczniejsza
i najwydajniejsza metoda izolacji i zakladania hodowli komérek nablonka urotelialnego jest
metoda 111, w ktorej komorki izolowano poprzez trawienie enzymatyczne dyspaza II. Metoda
ta pozwolila na wyizolowanie statystycznie wyzszej liczby komorek (~23x10%)
w poréwnaniu do innych testowanych metod (~6-18 x10%). Metoda ta charakteryzowata sie
rowniez najwicksza wydajnoscig zakladania hodowli. Sukces zakladania hodowli dla metody
III wynosit >90%. Najmniej skuteczng metoda zakladania hodowli komorek nablonka
urotelialnego byla metoda eksplantatow. Homogenno$¢ hodowli zatozonych metodami II, 111
i V byla porownywalna. Ponad 80% komorek wykazywalo ekspresje pancytokeratyny i 10-
50% ekspresje biatka p63. Znacznie gorsze wyniki uzyskano izolujac komorki metodg IV,
w ktorej obserwowano najwyzsze zanieczyszczenie hodowli fibroblastami. Tylko 10-50%
komorek izolowanych ta metoda wykazywalo ekspresj¢ pancytokeratyny. Liczba komorek
z pierwszego pasazu dla metody III byla wyzsza (~7 x10%) w poréwnaniu do innych
testowanych metod (~1-6x10%). Podsumowujac, nalezy stwierdzié¢, ze metoda III, w ktorej
stosowano trawienie enzymatyczne dyspaza II jest wydajng i powtarzalna metoda izolacji
i zakladania hodowli pierwotnej komoérek nablonka urotelialnego. Zoptymalizowana w tej
pracy metoda moze by¢ stosowana do izolacji i hodowli komorek nabtonka urotelialnego

do celéw medycyny regeneracyjnej w urologii.

Przedmiotem 6 pracy byla optymalizacja metod izolacji i zakladania hodowli pierwotnej
komorek mieéni gladkich pecherza moczowego $wini. Poréwnano 5 metod izolacji komorek

miesni gladkich w tym 4 metody enzymatyczne: trawienie kolagenazg i dyspaza Il (metoda I),
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trypsyna 1 kolagenazg II (metoda II), tylko kolagenazg Il (metoda III), kolagenaza II po
wezesniejszym trawieniu trypsyna (metoda IV) oraz metode eksplantatow (metoda V).
Hodowle pierwotne zalozono z wykorzystaniem 3 roznych mediow hodowlanych. Media
hodowlane A i B skladaly si¢ z pozywki DMEM (Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium) z
wysoka zawartoscig glukozy suplemetowanej surowicami wolowymi réznego pochodzenia
oraz antybiotykami. Medium hodowlane C stanowila komercyjnie dostepna pozywka
hodowlana SmGM-2 przeznaczona do hodowli komérek migsniowych. Celem wybrania
optymalnej metody zatozono 135 hodowli komérek miesni gladkich. Liczby komorek
izolowane kolagenaza II i dyspaza II (metoda 1) oraz samg kolagenaza II (metoda IIT) byty
pieciokrotnie wyzsze w poréwnaniu do liczb komérek izolowanych trypsyna z kolagenazg 11
(metoda II) czy kolagenaza II po trawieniu trypsyna (metoda IV). Sukces zaktadania hodowli
pierwotnej byl najwyzszy, gdy wyizolowane komorki hodowano w medium SmGM-2
(s=100%). Najmniej skuteczng metoda zakladania hodowli komorek migsni  gladkich
podobnie jak w przypadku zakladania hodowli komérek nablonka urotelialnego byla metoda
eksplantatow. Analiza immunofluorescencyjna komoérek wykazala, iz odsetek komorek
wykazujgcych  ekspresj¢ markerow migsni gladkich: alfa aktyny mieéni gladkich
i smootheliny byl najwyzszy dla komérek izolowanych kolagenaza II i dyspaza Il (metoda I)
i hodowanych w medium SmGM-2 (medium C) i wynosil odpowiednio 98% i 83%.
Cytometria przeplywowa potwierdzila wysoka homogennosé fenotypowa tych hodowli.
99.5% komorek wykazywalo ekspresj¢ alfa aktyny miesni gladkich. Analiza wzrostu
komorek oraz ekspresji beta-galaktozydazy nie wykazaly cech starzenia hodowli komérek
migsni gladkich do 8 pasazu.

Podsumowujac, izolacja komorek kolagenaza 11 i dyspaza II i hodowla w medium SmGM-2
Jest wydajng i powtarzalng metodg izolacji i zakladania hodowli pierwotnej komoérek miesni
gladkich pgcherza moczowego. Zoptymalizowana w tej pracy metoda moze byé stosowana do

izolacji i hodowli komorek migsni gladkich w medycynie regeneracyjnej w urologii.

Praca 7

Celem pracy 7 bylo poréwnanie potencjalu mezenchymalnych komorek macierzystych
izolowanych z dwoch roznych zrodel- tkanki thuszezowej i szpiku kostnego do regeneracji
migsni gladkich w rekonstruowanym pecherzu moczowym szczura. Oceniono réwniez wplyw
liczby komoérek na wynik regeneracji miegéni gladkich w rekonstruowanym pecherzu

mMoCZowym Szczura.
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U pacjentow z naciekajacym warstwe mig$niowg rakiem pecherza moczowego nie mozna
uzy¢ komorek pegcherza moczowego do celow rekonstrukeyjnych ze wzgledu na duze ryzyko
przeniesienia choroby nowotworowej. Dlatego tez konieczne jest znalezienie innych, latwo
dostgpnych i wolnych od komorek nowotworowych zrodel komorek do rekonstrukcji
pecherza moczowego. Do tej pory nie zdefiniowano jakie zrodlo i typ komorek sa optymalne
do rekonstrukcji pecherza moczowego u pacjentdow onkologicznych. Mezenchymalne
komorki macierzyste szpiku kostnego (ang. Bone Marrow- Mesenchymal Stem Cells, BM-
MSCs) oraz komorki macierzyste tkanki tluszczowej (ang. Adipose Derived Stem Cells,
ADSCs) wykazujg zblizong morfologig, profil markerow powierzchniowych oraz potencjat
do réznicowania w kierunku komorek wywodzacych si¢ z mezodermy. Przypuszcza sig,
iz komorki te moga jednak rozni¢ si¢ potencjalem regeneracyjnym. Regeneracja mie$nia
wypieracza jest jednym z najwazniejszych czynnikow wplywajacych na funkcje
rekonstruowanego pecherza moczowego, dlatego tez przedmiotem pracy 7 byla szczegdlowa
ocena regeneracji tkanki migsniowej w rekonstruowanym pecherzu moczowym. Praca ta jest
pierwsza, dostgpng w pismiennictwie naukowym publikacja, w ktdrej poréwnano potencjal
komorek ADSCs i BM-MSCs do regeneracji migs$nia wypieracza w rekonstruowanym
pecherzu moczowym oraz oceniono wplyw liczby komoérek na wynik regeneracji
rekonstruowanego pecherza moczowego. Badanie przeprowadzono na 48 szczurach.
Pecherze moczowe rekonstruowano bezkomérkowym komercyjnie dostepnym rusztowaniem
z podsluzowki jelita cienkiego (ang. Small Intestinal Submucosa, SIS) wysianym komoérkami
ADSCs lub BM-MSCs w gestosciach 4x10° lub 10x10° kom./cm® lub rusztowaniem SIS
pozbawionym komorek. Analiza detekcji komorek po transplantacji wykazata, ze duzy
odsetek wszczepionych komoérek obumiera po transplantacji. Wszczepione komorki
w pecherzach rekonstruowanych matrycami SIS wysianymi komérkami ADSCs i BM-MSCs
w mniejszej 1 wigkszej gestosci stanowily odpowiednio jedynie ~10% i ~30% catkowitej
liczby komorek rekonstruowanej $ciany. Analizy histologiczna i immunohistochemiczna
na obecnos¢ tancucha cigzkiego miozyny migéni gladkich (¢ Smooth Muscle Myosin heavy
chain a-SMM) wykazaly, ze komérki MSCs izolowane ze szpiku kostnego i tkanki
tluszczowej majg  porownywalny potencjal do  regeneracji miesni  gladkich
w rekonstruowanym pecherzu  moczowym. Czynnikiem wplywajgcym  krytycznie
na zawarto$¢ wiokien miesniowych w rekonstruowanej $cianie pecherza moczowego byla
natomiast liczba uzytych komoérek. W pecherzach rekonstruowanych wszczepami wysianymi
komérkami w wiekszej gestosci (10x10° kom./cm®) zawarto$¢ tkanki miesniowe] byla

porownywalna do grupy kontrolnej, w przeciwienstwie do pecherzy rekonstruowanych
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wszczepami wysianymi komérkami w mniejszej gestosci (4x10° kom./em?) oraz pecherzy
rekonstruowanych samymi rusztowaniami SIS. w ktérych obserwowano odpowiednio
dwukrotnie lub pieciokrotnie nizszg zawartos$¢ tkanki migs$niowej w poréwnaniu z grupg
kontrolng. Uklad wlokien mig$niowych w rekonstruowanych pecherzach moczowych
niezaleznie od zrédla i liczby uzytych komorek, byl chaotyczny i nie przypominal
uporzadkowanej  struktury obserwowanej w prawidlowym pecherzu moczowym.
W pecherzach rekonstruowanych matrycami SIS bez komédrek obserwowano wldknienie.
Analiza molekularna technika PCR w czasie rzeczywistym wykazala natomiast wyzsza
ekspresj¢ markeréw tkanki mig$niowej w tym: lancucha ciezkiego miozyny, kaldesmonu
i winkuliny w pecherzach rekonstruowanych rusztowaniami SIS wysianymi komérkami
ADSCs w poréwnaniu z pecherzami rekonstruowanymi rusztowaniami SIS wysianymi
komérkami BM-MSCs, jednakze ekspresja tych markerow byla nizsza odpowiednio o ~60, 30
1 20% w poréwnaniu z grupa kontrolng. Nie obserwowano natomiast roznic w ekspresji
desminy, transgeliny, kalponiny i smootheliny w zaleznosci od uzytego zrodla komarek.
Nalezy podkreslic, ze ekspresja markeréw tkanki migsniowej w  pecherzach
rekonstruowanych rusztowaniami SIS wysianymi komérkami macierzystymi w mniejszej
gestosci (4x10° kom./cm?®) byla poréwnywalna z ekspresja w pecherzach rekonstruowanych
matrycami SIS bez komoérek.

Podsumowujac, praca ta jest pierwsza publikacja, ktéra dowiodta, ze liczba komérek uzytych
do rekonstrukcji pecherza moczowego wplywa krytycznie na wynik regeneracji.
Mezenchymalne komoérki macierzyste izolowane ze szpiku kostnego i tkanki tluszczowej
charakteryzujg si¢ poréwnywalnym potencjalem do regeneracji tkanki mig$niowej
rekonstruowanego pecherza moczowego. Zaréwno tkanka tluszczowa jak i szpik kostny moga
by¢ potencjalnie wykorzystywane jako zrédlo komorek do operacji odtworczych drog

moczowych.

4.3.3. PODSUMOWANIE

Przedstawione do recenzji osiggnigcie naukowe dotyczy rekonstrukcji pecherza moczowego
z wykorzystaniem technik inzynierii tkankowej i sklada si¢ z 7 wybranych publikacji
naukowych o acznym wspoélezynniku oddziatywania IF= 16.669 i 175.000 pkt. wg MNiSW.
Na tle aktualnego stanu wiedzy podjete przeze mnie badania sg innowacyjne, oryginalne

i wazne dla opracowania nowych metod rekonstrukcji pecherza moczowe go.
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Za elementy nowos$ci naukowej i najwazniejsze osiagnigcia o charakterze praktycznym
zawarte w monotematycznym cyklu prac pt. ,,Rekonstrukcja pecherza moczowego technikami

inzynierii tkankowej, badania eksperymentalne™ nalezy uzna¢:

1. scharakteryzowanie wilasciwosci nowego rusztowania z poli-laktydo-ko-kaprolaktonu
w warunkach in vivo (praca 2),

2. zastosowanie nowych biomaterialow w rekonstrukcji pecherza moczowego
w tym pigciowarstwowego rusztowania z poli-laktydo-ko-kaprolaktonu oraz biokompozytu
z blony owodniowej i poli-laktydo-ko-kaprolaktonu (prace 3 i 4),

3. wykazanie, ze mezenchymalne komorki macierzyste tkanki ttuszczowej i szpiku kostnego
maja poréwnywalny potencjal do regeneracji warstwy migsniowej rekonstruowanej Sciany
pecherza moczowego i moga mieé zastosowanie u pacjentow z rakiem pecherza moczowego
(praca 7),

4. wykazanie, ze liczba komorek macierzystych krytycznie wplywa na wynik regeneracji
rekonstruowanego pecherza moczowego, gestos¢ komorek macierzystych wysiewanych
na biomaterialach stosowanych do rekonstrukcji pecherza moczowego powinna wynosi¢
co najmniej 10x10° komorek/em® (praca 7),

5. opracowanie wydajnych i powtarzalnych metod izolacji i hodowli komorek migsni
gladkich i nablonka urotelialnego do celow medycyny regeneracyjnej w urologii, ktore moga

mie¢ zastosowanie u pacjentow nieonkologicznych (prace 51 6).

5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO- BADAWCZYCH

Poza omowionym powyzej cyklem 7 publikacji wybranych jako podstawa do ubiegania si¢
o tytul doktora habilitowanego w sklad mojego dotychczasowego dorobku naukowego
wchodzi 50 innych publikacji naukowych w tym 25 prac oryginalnych, 20 prac pogladowych
oraz 5 rozdzialow w podrgcznikach o lacznej wartosci 91.732 IF oraz 797.000 pkt.

wg MNiISW, w tym 10 publikacji z listy JCR o lagcznej wartosci 22.724 TF 1 215.000 pkt. wg
MNiSW jako pierwszy autor.

5.1 OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PRZED UZYSKANIEM STOPNIA
DOKTORA

Przed uzyskaniem stopnia doktora nauk medycznych bylam wspdlautorkag 17 publikacji

naukowych o tacznej wartosci 8.443 IF 1 129.000 pkt. wg MNiSW i 12 doniesien zjazdowych.
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Pracg naukowa rozpoczelam w roku 2005 w Studenckim Kole Naukowym Inzynierii
Tkankowej przy Katedrze Biologii Medycznej pod kierunkiem dr Tomasza Drewy. Moje
pierwsze badania dotyczyly izolacji i hodowli wysp trzustkowych. Zagadnienia te byly
rowniez przedmiotem moich prac licencjackiej i magisterskiej, a ich efektem byly dwie
publikacje naukowe, w ktorych przedstawiono aspekty izolacji i hodowli wysp trzustkowych
(Med. Biol. Sci, 2008; 22: 65-69: Pol. Merkuriusz. Lek, 2008; 25: 240-243). Po obronie pracy
licencjackiej zatrudniona zostatam na stanowisku technika (lata 2005-2007), a po obronie
pracy magisterskiej na stanowisku asystenta (lata 2007-2012) w Zakladzie Inzynierii
Tkankowej, Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu
Mikotaja Kopernika w Toruniu.

W okresie tym odbylam réwniez dwa staze naukowe na Uniwersytecie Louvain (Belgia)
u dr. Denis Dufrane oraz na Uniwersytecie Miami (USA) u prof. Camillo Ricordi.
Przedmiotem badan prowadzonych w ramach ww. stazy bylo opanowanie technik izolacji
1 hodowli ludzkich wysp trzustkowych oraz ich zastosowanie w leczeniu cukrzycy typu L
Studia ukonczylam z tytulem Najlepszego Absolwenta Collegium Medicum, a za wybitne
osiggnigcia naukowe otrzymatam stypendium Ministra Zdrowia. Po obronie pracy
magisterskiej odbytam kolejny staz w Instytucie Medycyny Klinicznej i Eksperymentalnej

w Pradze (Czechy) u prof. Frantisek Saudek.

W kolejnych latach bratam udzial w realizacji projektu naukowego dr Rafala Czajkowskiego
dotyczgcego izolacji i hodowli melanocytow ludzkich. Badania te mialy na celu ocene
bezpieczenstwa hodowli melanocytéw ludzkich in vifro celem mozliwosei ich pozniejsze;j
transplantacji pacjentom z bielactwem nabytym. Oceniano wplyw dlugotrwalej hodowli
melanocytow w réznych mediach hodowlanych na ryzyko wystgpienia mutacji w genach
HRAS, KRAS, NRAS i BRAF (Cell Transplant, 2010; 19: 639-43). Celem prowadzonych
badan byla rowniez ocena roli mutacji w genach BRAF, NRAS i HRAS w patogenezie
czerniaka ludzkiego (Przegl. Dermatol, 2009; 96: 265-270).

Kolejnym i zasadniczym etapem mojej pracy bylo rozpoczecie badan nad zastosowaniem
technik inzynierii tkankowej w urologii. Prace te od samego poczatku koncentrowaly sig
na rekonstrukeji pecherza moczowego. Obejmowaty zagadnienia zwiazane z doborem
optymalnego typu komorek i rodzaju biomaterialu oraz poznaniu molekularnych podstaw
procesu regeneracji (Tranplant Proc, 2009; 41: 4345-51; Central Eur J Urol, 201 1: 64: 87-9).

Badania nad zastosowaniem mezenchymalnych komérek macierzystych szpiku kostnego
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w regeneracji rekonstruowanego pecherza moczowego staly si¢ przedmiotem mojej rozprawy
doktorskie;j.

Prace doktorska pt.: ,,Rola komorek macierzystych w remodelingu rekonstruowanej sciany
pecherza moczowego szczura”, wykonang pod kierunkiem prof. Tomasza Drewy obronitam
dnia 30 listopada 2011 r. Uchwalg Rady Wydzialu Lekarskiego, Collegium Medicum im.
Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytetu Mikolaja Kopernika w Toruniu, dnia 14
grudnia 2011 r. uzyskatam stopien doktora nauk medycznych w zakresie biologii medycznej.
7 wynikow badan przedstawionych w pracy doktorskiej powstala publikacja naukowa
wydana w czasopi$mie Archivum Immunologiae et Therapia Experimentalis (Arch. Immunol.
Ther. Exp, 2013; 61: 483-93). Wyniki pracy doktorskiej zostaly wygloszone na 4 kongresach
naukowych Polskiego i Europejskiego Towarzystwa Urologicznego i uhonorowane, Pierwsza
Nagrodg Zarzadu Gléwnego Polskiego Towarzystwa Urologicznego (Bydgoszcez, 2010),
Pierwszg Nagroda Karl Storz (Ryga, 2010) oraz uznane za Najlepsza Prace Sesji ,,Nauki
Podstawowe 1 Inzynieria Tkankowa” (Wieden, 2011). Praca doktorska byla tez punktem
wyjscia do kolejnych badan nad poznaniem molekularnych podstaw procesu gojenia

w rekonstruowanym technikami inzynierii tkankowej pecherzu moczowym.

5.2 OSIAGNIECIA W PRACY BADAWCZEJ PO UZYSKANIU STOPNIA
DOKTORA

Po nadaniu stopnia naukowego doktora nauk medycznych poza publikacjami stanowigcymi
podstawg osiagnigcia habilitacyjnego bylam wspotautorka 33 publikacji naukowych o lacznej
wartosci 83.289 IF i 754.000 pkt. wg MNiSW i 76 doniesien zjazdowych.

W kwietniu 2012 roku zostatam zatrudniona na stanowisku adiunkta w Zakladzie Inzynierii
Tkankowej, a od listopada 2015 roku pelni¢ obowigzki Kierownika Zakladu Medycyny
Regeneracyjnej (obecnie Zaktadu Medycyny Regeneracyjnej, Banku Komorek i Tkanek), CM
UMK w Bydgoszczy. W 2016 roku odbylam staze podoktorskie w Instytucie Leczenia

Cukrzycy (Diabetes Research Institute, Miami, USA) i Interdyscyplinarnym Instytucie
Komorek Macierzystych (Miami, USA).

Po otrzymaniu stopnia doktora nauk medycznych moje gtéwne zainteresowania i tematyka
badawcza nadal dotyczyly rekonstrukcji pecherza moczowego, czego efektem jest stanowiacy
podstawe osiagnigcia habilitacyjnego cykl prac oraz wyniki opisanych ponizej projektow

badawczych. Poza 7 publikacjami wlaczonymi do osiggnigcia naukowego powstalo wiele
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innych dotyczacych zastosowania medycyny regeneracyjnej w urologii (Transplant Proc,
2012; 44:1439-41; J. Artif. Organs, 2014; 17:123-134; Med. Hypotheses, 2014; 82: 670-673;
PlosOne 2014; 9: €106023; Central Eur. J. Urol. 2015; 68: 109-114; Med. Hypotheses, 2015;

84, 344-349; Arch. Med. Sci. 2016; 2: 1158-1173; Expert Opin. Biol. Ther. 2016: 16: 233-
42).

W kierowanym przeze mnie projekcie badawczym pt. ,,Poznanie procesu gojenia pecherza
moczowego drogg do jego regeneracji” finansowanym ze $rodkow Narodowego Centrum
Nauki w ramach konkursu Sonata IV, analizowalam molekularne podstawy procesu gojenia w
rekonstruowanym technikami inzynierii tkankowe;j pecherzu mMOoCZOWym.
Gloéwnym zatozeniem projektu byla szczegélowa szerokogenomowa analiza ekspresji gendow
w pecherzach gojacych si¢ poprzez regeneracje (rekonstruowanych przy pomocy matryc
wysianych komérkami macierzystymi) i naprawe (rekonstruowanych przy pomocy samych
matryc), a nastgpnie wyodregbnienie czynnikéw odgrywajacych kluczowa role w procesie
regeneracji i naprawy (reparacji).

Przeprowadzone w ramach projektu badania dowiodly, ze:

1. Komoérki macierzyste indukuja zmiane sposobu gojenia w rekonstruowanych pecherzach
moczowych z naprawy na regeneracj¢. Procesowi temu towarzyszy zmiana ekspresji
zidentyfikowanych w tym badaniu setek genow nalezacych do roznych szlakéow
molekularnych.

2. Komorki macierzyste modulujg $rodowisko immunologiczne w rekonstruowanych
pecherzach moczowych.

3. Bezbliznowe gojenie si¢ pecherzy rekonstruowanych matrycami wysianymi komoérkami
macierzystymi moze by¢ wynikiem wyciszenia odpowiedzi immunologiczne;j.

4. Komorki macierzyste obnizaja ekspresje genéw szlakow sygnalowych odpowiedzialnych
za odrzucenie wszczepu w rekonstruowanym pecherzu moczowym.

5. Komorki macierzyste stymulujg wzrost ekspres;ji genow szlakow sygnalowych
regulujacych organogenezg: Hedgehog, Wnt, TGF-B, Delta-Noch. Aktywacja tych szlakow
moze by¢ kluczowa dla zainicjowania procesu regeneracji w rekonstruowanych pecherzach
moczowych.

Zidentyfikowane Sciezki sygnalowe beda podstawa do dalszych badan nad tzw. indukowang
regeneracjg pgcherza moczowego, ktorych celem jest skierowanie procesu gojenia z naprawy

na regeneracj¢ poprzez wzbudzenie ekspresji okreslonych genow.
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Wyniki badan przeprowadzonych w ramach tego grantu zostaly wygloszone na 5 kongresach
naukowych Polskiego i Europejskiego Towarzystwa Naukowego i uhonorowane Pierwsza
Nagrodg Zarzadu Gloéwnego Polskiego Towarzystwa Urologicznego (Katowice, 2016).

Publikacje naukowe bedace wynikiem przeprowadzonych badan znajduja si¢ w recenzjach.

W innym kierowanym przeze mnie projekcie badawczym pt.: ,,Rola komorek macierzystych
tkanki tluszczowe] w regeneracji rekonstruowanej Sciany pecherza moczowego $wini”
(MNiSW, Iuventus Plus IV) poszukiwalam odpowiedzi na pytanie w jaki sposob komorki
macierzyste  stymulujg  regeneracje  rekonstruowanego  pecherza  moczowego.
Przeprowadzone w ramach projektu badania dowiodly, ze:

1. Tkanka tluszczowa jest dobrym zrédlem komorek do rekonstrukeji $ciany pecherza
moczowego. Wyniki te sg szczegdlnie istotne z punktu widzenia mozliwosci wytworzenia
pecherza moczowego dla pacjentéw onkologicznych, u ktérych nie mozna wykorzystac¢
komorek pecherza moczowego do celow rekonstrukcyjnych ze wzgledu na ryzyko

przeniesienia choroby nowotworowe;j.

2. Rusztowanie kolagenowe wytworzone ze Sciany pgcherza moczowego wysiane komaérkami
macierzystymi tkanki tluszczowej pozwala na regeneracj¢ duzych, klinicznie istotnych

ubytkow Sciany pecherza moczowego.

3. Komorki macierzyste stymuluja regeneracje rekonstruowanej $ciany pecherza moczowego

posrednio stanowigc zrédlo czynnikow troficznych.

4. Tylko niewielki odsetek wszczepionych komoérek wspomaga regeneracje rekonstruowanej
Sciany pecherza moczowego bezposrednio roznicujae si¢ w komarki miegsni gladkich i naczyn

krwiono$nych.

Wyniki przeprowadzonego badania stanowia solidna podstaw¢ do dalszych badan

nad regeneracja pecherza moczowego, ktorych efektem koncowym bedzie skonstruowanie

pecherza moczowego czlowieka.

Wyniki badan przeprowadzonych w ramach tego grantu zostaly wygloszone na 2 kongresach
naukowych 1 uhonorowane wyrdznieniem Najlepsza praca sesji Nauki Podstawowe
w Urologii w czasie Rocznego Kongresu Europejskiego Towarzystwa Urologicznego
(Londyn, 2017). Publikacje naukowe bgdace wynikiem przeprowadzonych badan znajdujg si¢

w recenzjach.
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W trzecim realizowanym obecnie projekcie badawczym, pn. "Nowoczesne protezy
odprowadzajagce mocz dla pacjentéw z rakiem pecherza moczowego poddanych
bezkontaktowym minimalnie inwazyjnym operacjom onkologicznym wycigcia pecherza
moczowego" finansowanym ze srodkéw Narodowego Centrum Badan i Rozwoju w ramach
konkursu STRATEGMED I, pracuje nad konstrukcja sztucznej wstawki do odprowadzenia
moczu. Projekt realizowany jest przez konsorcjum naukowe SmartAUCI. W projekcie tym
pelni¢  funkcje lidera zespolu naukowego Collegium Medicum i odpowiadam
za przygotowanie i kontrol¢ jakosci produktu leczniczego terapii zaawansowanej- sztucznej
wstawki wysianej komorkami.

Drugim kierunkiem prowadzonych przeze mnie obecnie badan sa zagadnienia
zwigzane z transplantacja komorek produkujacych insuling w leczeniu cukrzycy typu 1.
Przeprowadzone do tej pory badania dotyczyly mozliwosci roznicowania komérek
macierzystych w komorki produkujace insuling oraz wplywu diety na czynnosé izolowanych
wysp trzustkowych (Arch Immunol Ther Exp, 2013; 61: 149-58; Arch Immunol Ther Exp.
2015; 63: 377-384; Pancreas, 2014; 43: 801-808). Efektem wspolpracy z Instytutem Badan
nad Cukrzyca (Diabetes Research Institute, DRI, Miami, USA) sa dwie publikacje dotyczace
transplantacji wysp trzustkowych w leczeniu cukrzycy typu I (Nature Rev Endocrinol, 2017;
13,268-277; CellR4, 2016; 4: €2128).

Nowym kierunkiem prowadzonych przeze mnie badan jest zastosowanie produktow
inzynierii tkankowej w dermatologii estetycznej i chirurgii plastycznej. Przeprowadzone
do tej pory badania dotyczyly mozliwosci zastosowania nowych biomaterialow w
rekonstrukcji powlok brzusznych (Biomed Res Int. 2015:2015:890613), zastosowania
wypetniaczy wzbogaconych w komarki macierzyste (Aesthet Surg J. 2014; 34: 1261-9), oraz
uzycia komoérek macierzystych do stymulacji procesu gojenia sie ran (Biomed Res Int.
2016:2016:2505601).

Odrgbne badania, ktéra stanowig cze$¢ mojego dorobku prowadzone byly
we wspolpracy z innymi jednostkami Uniwersytetu Mikolaja Kopernika. We wspolpracy
z Wydzialem Chemii powstaly prace dotyczace: nowych kompozytéw kolagenu, chitozanu i
kwasu hialuronowego (Int J Biol Macromol. 2016; 89, 442-448) oraz nowego systemu
dostarczania lekow antynowotworowych, z wykorzystaniem nanorurek potaczonych
z przeciwcialami anty-CD133 lub cisplatyng (Oncotarget. 2015; 6: 22776-98; Biomed
Pharmacother. 2015; 69:349-54). W wyniku wspolpracy z Wydzialem Chemicznym
Politechniki Gdanskiej powstata praca dotyczaca poliuretanéw modyfikowanych kwasem

askorbinowym (React. Funct. Polym. 2015; 97, 105-115).



6. PLANY BADAWCZE NA PRZYSZLOSC

Moja przyszla dzialalno$¢ naukowa koncentrowaé si¢ bedzie glownie na wprowadzeniu
stosowanych technik inzynierii tkankowej do praktyki klinicznej. W kwietniu 2017 r. Zaktad
Medycyny Regeneracyjnej CM UMK przeniesiono do nowej siedziby, w ktdrej utworzono
laboratoria czyste typu Clean Room do izolacji i hodowli komorek ludzkich do celow
transplantacji. W laboratoriach tych przygotowywane beda wszczepy do celow
rekonstrukcyjnych w urologii w tym: wstawki do odprowadzenia moczu oraz wszczepy do
rekonstrukeji pecherzy moczowych. Rozpocznie si¢ rowniez program kliniczny transplantacji
wysp trzustkowych. W 2016 r. za moim posrednictwem Uniwersytet Mikotaja Kopernika
podpisal umowe wspolpracy z Instytutem Badan nad Cukrzycg (Diabetes Research Institute,

DRI) w USA pod kierunkiem, ktorego bede wdraza¢ program transplantacji wysp
trzustkowych w Polsce.

T PODSUMOWANIE DOROBKU NAUKOWEGO

Publikacje los¢ IF MNiSW
Publikacje przed uzyskaniem stopnia 4 8.443 77.000
doktora nauk medycznych z listy JCR
Publikacje przed uzyskaniem stopnia 13 0.000 52.000
doktora nauk medycznych spoza listy
JCR
Publikacje po uzyskaniu stopnia doktora 33 99.958 895.000
nauk medycznych z listy JCR
Publikacje po uzyskaniu stopnia doktora 5 0.000 34.000
nauk medycznych spoza listy JCR
L.acznie 57 108.401 1058.000
W tym publikacje pierwszego autorstwaz | 17 39.393 390.000
listy JCR

WoS Scopus Google Scholar
Calkowita liczba cytowan 261 273 388
Indeks Hirscha 8 9 12
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