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4. WSKAZANIE OSIAGNIECIA WYNIKAJACEGO Z ART. 16 UST. 2 USTAWY Z DNIA 14 MARCA 2003 R.
O STOPNIACH NAUKOWYCH | TYTULE NAUKOWYM ORAZ O STOPNIACH | TYTULE W ZAKRESIE
SZTUKI (DZ. U. 2016 R. POZ. 882 ZE ZM. W DZ. U. Z 2016 R. POZ. 1311.)

a) Tytut osiggniecia naukowego

Cykl 6 publikacji poswieconych definiowaniu probleméw zwigzanych z docewkowymi
przeszczepieniami komorkowymi, proponowaniu nowych rozwigzan w tym obszarze i weryfikacji
hipotez w doswiadczeniach in vitro i na modelach zwierzecych zebranych pod zbiorczym tytutem:

»,2Udoskonalanie technik zwigzanych z transplantacjami komérkowymi stosowanymi w celu
wzmocnienia mies$ni zwieraczy cewki moczowej”.

Sumaryczny Impact Factor cyklu: 16,168
Sumaryczna punktacja MNiSW cyklu: 168

b) Publikacje wchodzace w sktad cyklu

1.

Burdzinska A, Gala K, Paczek L. Myogenic stem cells. Folia Histochem Cytobiol. 2008; 46: 401-
12.

IF-1,21 MNiSW- 13

MGdj udziat polegat na dokonaniu przeglgdu literatury, krytycznej analizy zebranych informacji,
wybraniu aspektow wartych opisania i napisaniu manuskryptu i szacuje go na 90%.

Burdzinska A, Gala K, Kowalewski C, Zagozdzon R, Gajewski Z, Pgczek L. Dynamics of acute
local inflammatory response after autologous transplantation of muscle-derived cells into the
skeletal muscle. Mediators Inflamm. 2014; 2014: 482352. doi: 10.1155/2014/482352.
IF-3,236 MNIiSW -30

M6j udziat polegat sformufowaniu hipotez badawczych, zaplanowaniu doswiadczen,
wykonywaniu doswiadczern na zwierzetach, optymalizacji metod hodowli komdrek,
prowadzeniu hodowli komdrkowych, przeprowadzaniu analizy ekspresji genow w pobranych
tkankach, analizy wynikdw, interpretacji wynikow, przygotowaniu manuskryptu i szacuje go na
80%.

Burdzinska A, Crayton R, Dybowski B, Idziak M, Gala K, Radziszewski P, Pgczek L. The effect of
endoscopic administration of autologous porcine muscle-derived cells into the urethral
sphincter. Urology. 2013;82(3):743.e1-8.

IF-2,132 MNiSW- 30

MGéj udziat polegat na sformutowaniu celow badawczych, pozyskaniu finansowania do
realizacji projektu, zaplanowaniu doswiadczer. Ponadto, bratam udziat w wykonywaniu
doswiadczeri na zwierzetach, optymalizacji warunkéw hodowli komdrek, prowadzeniu
hodowli komdrkowych, przygotowywaniu komdrek do transplantacji, a takze analizowatam i
interpretowatam wyniki. Odpowiadatam za logistyke doswiadczen, kierowatam projektem
obejmujgcym badania wykonane w tej pracy, przygotowatam wstepng wersje manuskryptu, a
takze wersje zrewidowanq po uwagach recenzentow i szacuje go na 70%.

Burdzinska A, Dybowski B, Zarychta-Wisniewska W, Kulesza A, Zagozdzon R, Gajewski Z,
Paczek L. The Anatomy of Caprine Female Urethra and Characteristics of Muscle and Bone
Marrow Derived Caprine Cells for Autologous Cell Therapy Testing. Anat Rec (Hoboken). 2017
Mar;300(3):577-588.

IF-1,37 MNiSW - 25
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25242868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25242868
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25242868

M0j udziat polegat na sformutowaniu celow badawczych, pozyskania finansowania do
realizacji projektu, zaplanowaniu doswiadczen, optymalizacji metod hodowli komdrek. Bratam
udziat w wykonywaniu doswiadczenn na zwierzetach, prowadzeniu hodowli komdrkowych,
identyfikacji hodowanych komodrek, opracowaniu metodologii przygotowania tkanek do
dalszych badan, analizowaniu wynikdw, interpretacji wynikdw. Odpowiadatam za logistyke
doswiadczenri, nadzorowatam wykonanie wszystkich elementdw badania, przygotowatam
wstepngq i zrewidowanq wersje manuskryptu i szacuje go na 75%.

5. Burdzinska A, Dybowski B, Zarychta-Wisniewska W, Kulesza A, Hawryluk J, Graczyk-Jarzynka
A, Kaupa P, Gajewski Z, Paczek L. Limited accuracy of transurethral and periurethral
intrasphincteric injections of cellular suspension. Neurourology & Urodynamics.
2018;37(5):1612-1622.

IF-3,26 MNiSW - 35

MG6j udziat polegat na sformutowaniu hipotez badawczych, pozyskaniu finansowania do
realizacji projektu, zaplanowaniu doswiadczen, wspotwykonywaniu doswiadczern na
zwierzetach. Bytam pomystodawczyniq wykorzystania systemu do przyZyciowego obrazowania
zwierzqt do analizy tkanek post-mortem, nadzorowatam weryfikacje przydatnosci tego typu
analizy. Analizowatam i interpretowatam wyniki. Odpowiadatam za logistyke doswiadczen,
nadzorowatam wykonanie wszystkich elementow badania, przygotowatam wstepng i
zrewidowanqg wersje manuskryptu i szacuje go na 60%.

6. Burdzinska A, Dybowski B, Zarychta-Wisniewska W, Kulesza A, Butrym M, Zagozdzon R,
Graczyk-larzynka A, Radziszewski P, Gajewski Z, Paczek L. Intraurethral co-transplantation of
bone marrow mesenchymal stem cells and muscle-derived cells improves the urethral
closure. Stem Cell Research & Therapy. 2018;9(1):239.

IF-4,96 MNIiSW -35

Moj udziat polegat na sformutowaniu hipotez badawczych, pozyskaniu finansowania do
realizacji projektu, zaplanowaniu doswiadczern, wspotwykonywaniu doswiadczern na
zwierzetach, przygotowaniu komorek do transplantacji, analizy wynikéw badan
urodynamicznych, badan immunohistochemicznych, interpretacji wynikéw. Odpowiadatam za
logistyke doswiadczen, nadzorowatam wykonanie wszystkich elementow badania,
przygotowatam wstepngq i zrewidowanq wersje manuskryptu i szacuje go na 60%.

c) Oméwienie celu naukowego ww. prac i osiggnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania.

Wprowadzenie

Odkrycie istnienia komérek macierzystych w postnatalnych organizmach wytyczyto nowe Sciezki w
naukach biomedycznych. Komérki macierzyste sg zdolne do podziatéw wytwarzajagc komorki
potomne, z ktérych czes¢ odtwarza populacje o niskim poziomie zréznicowania, a cze$€ rdznicuje sie i
petni okreslone funkcje w organizmie. Badania nad komdrkami macierzystymi pozwalajg lepiej
zrozumieé¢ naturalne procesy regeneracji, mechanizmy starzenia sie i rozwdj transformacji
nowotworowych. Ze wzgledu na swoje wtasciwosci, komérki te sg postrzegane jako potencjalne
narzedzie terapeutyczne. Pozyskanie umiejetnosci izolowania komérek macierzystych z dorostych
organizmow i namnazania ich w warunkach pozaustrojowych spowodowato lawine badan nad
mozliwoscig stosowania transplantacji komérkowych w terapii chordb. Lista potencjalnych aplikacji
jest bardzo dtuga i obejmuje wszystkie dziedziny medycyny. W centrum moich zainteresowan
naukowych znajdujg sie komérki o potencjale miogennym oraz mozliwosci ich wykorzystania w
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leczeniu chordb ludzi i zwierzat. Wtdkna miesni szkieletowych to wysoce wyspecjalizowane
syncytialne struktury niezdolne do podziatéw. Jednak miesnie szkieletowe majg zdolnos$¢ do
regeneracji, a zjawisko miogenezy, czyli tworzenia wtdkien miesniowych jest obecnie stosunkowo
dobrze poznane. Kluczowym elementem w tym procesie jest pula niezréznicowanych komorek,
znajdujacych sie na obrzezach widkien, nazywanych komérkami satelitowymi. Oprdocz komodrek
satelitowych, w miesniach obecne s tez inne, mniej zrdznicowane multipotentne komorki
macierzyste (MDSC, ang. muscle-derived stem cells), zlokalizowane gtéwnie w przestrzeniach
okotonaczyniowych. Komorki satelitowe sg aktywowane pod wptywem uszkodzenia witdkien
miesniowych, a mediatorami w tym procesie sg cytokiny, czynniki wzrostowe i inne bioaktywne
substancje. Wzbudzone komérki satelitowe zaczynajg intensywnie sie dzieli¢. Cze$¢ komorek
potomnych przeksztatca sie w mioblasty, a cze$¢ odnawia pule komodrek satelitowych, dlatego
komorki satelitowe zaliczamy do komérek macierzystych. Mioblasty, to komérki prekursorowe, czyli
jeszcze nie catkowicie wyspecjalizowane, ale juz ukierunkowane na konkretny typ rdznicowania.
Ulegajg one stopniowemu wydtuzaniu, tgczg sie ze sobg tworzac wielojadrzaste struktury (miotuby),
aby ostatecznie utworzy¢ nowe wtdkna miesniowe lub dofaczy¢ sie do juz istniejgcych.

Historycznie, pierwszym celem terapeutycznym dla komdrek miogennych byty dystrofie miesniowe,
ktore stanowig grupe ponad 30 chordb genetycznych charakteryzujgcych sie postepujaca staboscig i
degeneracjg miesni szkieletowych. Do tej pory nie ma skutecznych metod leczenia tych zaburzen.
Pierwsze potwierdzenie koncepcji, ze prawidtowe komarki miogenne mogg dokona¢ fuzji z wtéknami
dystroficznych miesni i tym samym dostarczy¢ im brakujgcego biatka (np. dystrofiny) zostato
zaprezentowane na famach Nature w 1978 r. [Partridge et al.]. Wyniki te wywotaty ogromny
entuzjazm i na poczatku lat dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku rozpoczeto kilka préb klinicznych,
aby ocenic¢ skutecznosé transferu prawidtowych mioblastéw do pacjentéw z dystrofig miesniowa typu
Duchenne'a. Niestety, rezultaty tych badan byty dalekie od oczekiwanych. W wiekszosci przypadkéw
nie zaobserwowano ani zwiekszenia ekspresji dystrofiny w miesniach pacjentéw, ani poprawy
klinicznej. Niepowodzenie préb przeprowadzonych w latach 90. skierowato prace nad
przeszczepianiem komodrek miogennych z powrotem do poziomu badarn podstawowych i
przedklinicznych. W trakcie dalszych badan zidentyfikowano dwa gtéwne problemy zwigzanych z niskg
skutecznoscia transplantacji mioblastow u pacjentéw z dystrofiami miesniowymi. Byty to: 1) brak lub
bardzo staba rekrutacja wstrzyknietych dozylnie komdrek do tkanki miesniowej; 2) gwattowne i
masowe umieranie przeszczepionych mioblastéw po lokalnym podaniu do miesnia. Odpowiedzig byty
intensywne badania nad poszukiwaniem innych typéw komdérek miogennych, ktére wykazywatyby
wiekszg zdolnos$¢ do rekrutacji z krwioobiegu, a takze poszukiwanie przyczyn umierania mioblastéw
po transplantacji i podejmowanie dziatan zapobiegawczych. Réwnolegle, rozpoczeto badania nad
wykorzystaniem transplantacji komodrek miogennych w innych chorobach zwigzanych z
niewydolnoscig miesni, szczegdlnie takich, ktére tocza sie lokalnie, a nie systemowo. Jedng z takich
chordb, bardzo wazng ze wzgledu na ogromng czestotliwos$¢ wystepowania, jest nietrzymanie moczu
(NTM). Zaburzona kontrola mikcji jest bardzo czestym stanem, szczegdlnie u kobiet po 40. roku zycia.
Badania epidemiologiczne wskazujg, ze NTM dotyka 25-30% kobiet w $rednim wieku [Peyrat et al.
2002]. Wysoka czestos¢ wystepowania, poczucie wstydu zwigzane z tg dolegliwoscig, koszty
rutynowe] opieki i leczenia powoduja, ze nietrzymanie moczu jest klasyfikowane nie tylko jako
problem medyczny, ale réwniez spoteczno-ekonomiczny. Najczestszg forma nietrzymania moczu u
kobiet jest wysitkowe nietrzymanie moczu (WNM). W patogenezie WMN mozna wyrdzni¢ dwie
gtéwne sktadowe - zwiekszong ruchomos¢ szyi pecherza i cewki moczowej (komponenta
anatomiczna) i ostabione dziatanie miesni zwieraczy cewki moczowe] (komponenta zwieraczowa).
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Wiekszo$¢ najwazniejszych obecnie strategii terapeutycznych koryguje podparcie szyi pecherza,
brakuje natomiast metod leczenia nakierowanych na wzmocnienie sity zwieraczy cewki moczowe;.
Zastosowanie iniekcji komérek miogennych bezposrednio do miesnia zwieracza zewnetrznego cewki
moczowe] (EUS, ang. external urethral sphincter) mogtoby wypetni¢ te luke. W zatozeniu,
wstrzykniete komadrki majg wzmacniaé site EUS poprzez zintegrowane z lokalng tkankg réznicowanie
sie we widkna miesniowe, a takie pobudzanie endogennych mechanizméw regeneracyjnych przez
wydzielanie czynnikéw wzrostowych i cytokin. Koncepcja ta zostata po raz pierwszy opublikowana w
2000 r. [Chancellor et al. 2000]. Od tego czasu przedstawiono wyniki ponad 30 badan wykonanych na
matych modelach zwierzecych przedstawiajgcych ocene czynnos$ciowga przeszczepienia komdrek do
eksperymentalnie uszkodzonej cewki moczowej. Co ciekawe, niezaleznie od typu wstrzyknietych
komédrek, a takze innych, licznych réznic pomiedzy protokotami doswiadczen, wszyscy autorzy
notowali poprawe czynnosciowg po transplantacji komérek w poréwnaniu do grup kontrolnych i
czesto byta to zmiana istotna statystycznie. Przeprowadzone dotychczas proby kliniczne sugerujg, ze
procedury zwigzane z terapig komérkowa w NTM sg bezpieczne. llo$¢ aktualnie dostepnych danych
nie pozwala na jednoznaczng ocene skutecznosci tej terapii, ale efekty wydajg sie stabsze od
oczekiwanych. Dominuje poglad, ze procedura transplantacji komérkowych w NTM wymaga dalszych
optymalizacji.

Badania prowadzone przeze mnie i wspotpracujagce ze mna osoby wpisujg sie w zarysowany
powyzej nurt. Celem nadrzednym prowadzonych przeze mnie dziatann badawczych, ktérych efekty
przedstawiam jako moje gtdwne osiggniecie naukowe, jest proba udoskonalenia skutecznosci
transplantacji komérek miogennych przeprowadzanych w celu wzmocnienia zwieraczy cewki
moczowe;j.

Miogenne komorki macierzyste (pierwsza publikacja z cyklu).

Cykl prac otwiera artykut poglagdowy traktujacy o réznorodnosci populacji o charakterze miogennym
w organizmach ssaczych i podejmujacy prébe ustalenia zaleznosci pomiedzy réznymi populacjami
komdrek macierzystych na podstawie dostepnej literatury. Publikacja porzadkuje wiedze na temat
multipotencjalnych komdrek macierzystych pochodzacych z miesni (MMDSC - ang. multipotential
muscle-derived stem cells), ktdre zajmujg in situ gtdwnie nisze okotonaczyniowa. Komaorki okreslane
w anglojezycznych publikacjach jako komoérki macierzyste pochodzgce z miesni - MDSC (ang. muscle-
derived stem cells) i populacja boczna izolowana z miesni (ang. Muscle side population (SP) cells) byty
pozyskiwane przez rézne grupy badawcze odmiennymi metodami. Analiza ekspresji markerdw i ich
potencjatu réznicowania sktania jednak do wniosku, Zze populacje te, przynajmniej czesciowo,
reprezentujg te same komorki. Wiele danych wskazuje na to, ze komérki z grupy MMDSC pochodzg z
innych czesci organizmu, w szczegdlnosci ze szpiku kostnego i sg rekrutowane z krwioobiegu w ciggu
okresu postnatalnego. Wiadomo, Zze mezenchymalne komorki macierzyste (zwane tez
mezenchymalnymi komadrkami zrebu, MSC - ang. mesenchymal stem (stromal) cells), ktére w szpiku
tworzg nisze dla komdrek hematopoetycznych, s3 mobilizowane do krgzenia w odpowiedzi na
uszkodzenia tkanek [Ramirez et al. 2006]. Na podstawie gradientu stezen czasteczek, dla ktdérych
posiadajg receptory (np. 0§ CXCR4-CXCL12) sg rekrutowane w réznych tkankach i narzadach, rowniez
w miesniach. Publikowane dane wskazujg na to, ze komérki pochodzace ze szpiku (prawdopodobnie
sg to zaréowno komoérki hematopoetyczne jak i mezenchymalne) osiadajgce w miesniach z czasem
zmieniajg swoj fenotyp podlegajgc dziataniu lokalnej niszy. Stopniowo wtgczajg sie w nich
mechanizmy odpowiedzialne za miogenny potencjat do rdznicowania. Komodrki wyizolowane z



miesnia na takim etapie bytyby prawdopodobnie zaklasyfikowane jako MMDSC. Z czasem, komdérki te
moga przyjmowacé pozycje komodrek satelitowych (pomiedzy sarkolemma a btong podstawng wtékna
miesniowego) i stawacé sie komdrkami z petni wyksztatconym potencjatem miogennym. Dlatego
uwaza sie, ze komorki pochodzace ze szpiku stanowig pule rezerwowa dla populacji komérek
satelitowych.

&
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Rycina 1. Proponowane zaleznosci pomiedzy komdrkami pochodzqcymi ze szpiku, multipotencjalnymi
komadrkami macierzystymi miesni (MMDSC) i komdrkami satelitowymi miesni. MSC - mezenchymalne komorki
macierzyste (zrebu), HSC - hematopoetyczne komdrki macierzyste (rycina autorstwa Anny Burdziriskiej)

Nie wiadomo dotychczas, czy w naturalnych warunkach znaczenie tego zjawiska jest istotne czy
marginalne. Niemniej, istnienie tej fizjologicznej zaleznosci pomiedzy komdrkami macierzystymi
miesni a mezenchymalnymi komérkami szpiku kostnego byto jedng z podstaw do postawienia przeze
mnie hipotezy, ze kotransplantacja mioblastow i komdrek MSC moze poprawié¢ skutecznosé
domiesniowych transplantacji komdérkowych. Warto w tym miejscu nadmienié, ze miesien zwieracz
zewnetrzny cewki moczowej (EUS, ang. external urethral sphincter) réowniez posiada komorki
satelitowe, ktére petnig te same funkcje, co w miesniach szkieletowych. Wydaje sie zatem, ze
dozwieraczowe przeszczepienie mioblastow moze by¢ doktadng imitacjg naturalnej regeneracji
ostabionego zwieracza.

Dynamika procesu zapalnego w odpowiedzi na autologiczne przeszczepienie mioblastow do
miesnia szkieletowego (druga publikacja z cyklu).

Zajmujac sie tematyka transplantacji mioblastéw nie sposdb pomingé¢ kwestii ich masowej utraty z
miejsca przeszczepienia po domiesniowym wstrzyknieciu. Wykazano, ze w przypadku przeszczepien
allogenicznych, po 24 godzinach wykrywa sie jedynie okoto 20-50% przeszczepionej liczby komérek.
Ten odsetek spada do 5% po 5 dniach [Hodggets et al. 2001]. Co ciekawe, réwniez mioblasty
przeszczepione do miesni szkieletowych w uktadzie autologicznym sg eliminowane do poziomu okoto
10% wyjsciowej liczby po 3 dniach [Holzer et al. 2005]. Jest kilka postulowanych przyczyn eliminacji



mioblastow po przeszczepieniu, z ktérych najwazniejsza to reakcja zapalna w miejscu wstrzykniecia.
Inne to niedokrwienie wewnatrz wstrzyknietej porcji, a takze Smier¢ przez anoikis (indukowana
brakiem sygnatu dla receptorow integrynowych). Nasze wczesniejsze badania wykazaty, ze
manipulacje chronigce przeszczepiane komorki przed stresem oksydacyjnym istotnie zwiekszyty
przezycie mioblastéw po autologicznym przeszczepieniu do miesnia na modelu krdliczym (publikacja
poza cyklem, Bartoszuk-Bruzzone, Burdzinska et al. 2012). Wskazywato to na znaczacy wptyw stresu
oksydacyjnego w procesie eliminacji komdrek. Prawdopodobnym zrédtem stresu oksydacyjnego jest
wybuch tlenowy fagocytéw w miejscu przeszczepienia. O ile reakcja zapalna po allogenicznym
przeszczepieniu mioblastdw byta dos¢ szczegdétowo badana przez innych badaczy - to nieznany byt
przebieg odpowiedzi immunologicznej na autologiczng transplantacje mioblastow. W omawianej
pracy autologiczne przeszczepienie mioblastow (nazywanych przeze mnie komérkami izolowanymi z
miesni (MDC-ang. muscle-derived cells) ze wzgledu na pewnego stopnia zanieczyszczenie uzyskiwanej
populacji fibroblastami) byto wykonane do miesnia brzuchatego tydki na modelu szczurzym. Tkanki
byty analizowane 24 h, 3 i 7 dni po wstrzyknieciu. WykazaliSmy, ze najbardziej znaczacy wzrost
ekspresji cytokin (ll-1a, Il-1b, 1I-6, Tgf-B, Thf-a) w tkance otaczajacej miejsce wstrzykniecia miat
miejsce 24 h po zabiegu iniekcji. Analiza tkanek z grup kontrolnych, ktérym podawano jedynie
roztwor do zawieszania wykazata istotny statystycznie wzrost ekspresji 1l-1a, 11-6, Tgf-f grupie 24 h w
stosunku do grupy nietraktowanej. Wstrzykniecie komdrek spowodowato znaczgco silniejsza reakcje -
ekspresja ll-7a, I1-18 byta ponad 5-krotnie wyzsza niz u zwierzat, ktérym wstrzyknieto ptyn bez
komérek (Dla Il-1f p<0,05). Wynik ten zostat dodatkowo potwierdzony dla IL-1B na poziomie
ekspresji biatka. Po 7 dniach od procedury wstrzykniecia nie wykazano zadnych réznic w ekspresji
badanych genéw pomiedzy grupami.
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Rycina 2. Dynamika zmian ekspresji wybranych cytokin w miesniu po autologicznym przeszczepieniu
mioblastow. A-E) ekspresja gendw 1, 3 i 7 dni po przeszczepieniu; CTRL - miesien nietraktowany, VEH - miesien
po wstrzyknieciu roztworu do zawieszania komorek, MDC - miesieri po wstrzyknieciu komorek. # - p<0,05 przy



porownaniu grup CTRL vs VEH (U Mann Whitney test); * - P<0,05 przy poréwnaniu grup VEH vs MDC (U Mann
Whitney test); F) ekspresja biatka w tkankach, oznaczenia jak wyzej (rycina autorstwa Anny Burdziriskiej).

Analiza histochemiczna i immunohistochemiczna (IHC) pobranego materiatu wykazata masywny
naciek zaréwno neutrofili jak i makrofagéw w bezposrednie sgsiedztwo przeszczepionych komaérek.
W punkcie czasowym 24 h makrofagi otaczaty zgrupowania przeszczepionych komdrek, natomiast po
3 dniach makrofagi wyznakowane jako komodrki CD68+ pokrywaty catkowicie obszar zajety przez
przeszczep. Po 7 dniach liczba przeszczepionych komoérek, ktére bylismy w stanie zidentyfikowaé w
preparatach histologicznych, drastycznie zmalata. Obserwacja ta byfa potwierdzona przyzyciowym
oznaczeniem fluorescencji pochodzgcej ze znakowanych komodrek (z uzyciem systemu do
przyzyciowego obrazowania IVIS). W badaniu IHC wokét komadrek, ktére przezyty 7 dni widoczne byty
jedynie pojedyncze leukocyty (IHC dla CD43) i makrofagi. Co wiecej, zaobserwowano witékna z
centralnie utozonymi jgdrami (co wskazuje na faze regeneracji), ktére wykazywaty fluorescencje
pochodzacg z przeszczepionych komorek. Podsumowujgc, wyniki omawiane] pracy wskazuja, ze:

- autologiczne domiesniowe przeszczepienie mioblastow indukuje klasyczng wczesng
odpowied? zapalng

- mioblasty wstrzykniete do miesnia szkieletowego w uktadzie autologicznym sg w wiekszosci
eliminowane z miejsca podania w ciggu 7 dni

- mioblasty, ktdre przezyty, uczestniczg w regeneracji miesnia

Ocena efektéow autologicznego przeszczepienia mioblastéw z uiyciem endoskopu na modelu
Swinskim (trzecia publikacja z cyklu).

Kolejnym krokiem w moim procesie badawczym byto wykonanie docewkowej transplantacji
komérkowej na duzym modelu zwierzecym. Doswiadczenia te byty przeprowadzone w ramach
realizacji projektu finansowanego przez MNiSW, ktérym kierowatam. Badania nad docewkowymi
przeszczepieniami komadrek na duzych modelach byly wowczas bardzo nieliczne i wszyscy badacze
wstrzykiwali komodrki od strony btony surowiczej w trakcie laparotomii. Moim celem byto
przeprowadzi¢ zabieg transplantacji w sposéb jak najbardziej podobny do tego, w jaki bytby
przeprowadzony u kobiet. Zaplanowalismy zatem wykonanie autologicznej transplantacji komaérek
miogennych mato inwazyjng, przezcewkowg metodg z uzyciem endoskopu. Wykorzystanie duzego
modelu zwierzecego pozwolito takze na bardziej wiarygodng ocene czynnosciowag efektow
transplantacji (badanie urodynamiczne - profilometria cewkowa). Srednia liczba wstrzykiwanych
komérek wynosita 6x10°, co jest poréwnywalne z dawka komodrek stosowang w docewkowych
wstrzyknieciach u pacjentéw podczas dotychczasowych préb klinicznych. Doswiadczenie byto
przeprowadzone na samicach $wini domowej w Scistej wspdtpracy osdb z trzech jednostek: 1)
Pracowni Hodowli Komérkowych Kliniki Immunologii, Transplantologii i Choréb Wewn. WUM, 2)
Kliniki Urologii WUM i 3) Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej SGGW. Przeprowadzilismy udang
optymalizacje warunkdéw izolacji i hodowli $winskich mioblastéw izolowanych z fragmentu mies$nia
szkieletowego konczyny miednicznej. Komérki byty przeszczepiane po 3 pasazu i 2 tygodniach
hodowli (u 6 zwierzat). Przed przeszczepieniem, byly znakowane czerwonym fluorochromem
(PKH26), ktory wigze sie z btong komdrkowa. Barwienie to ma wiele zalet - jest nietoksyczne,
nieimmunogenne, i krotkoterminowo bardzo efektywne. Wadg jest natomiast fakt, ze podczas
podziatéw komdrkowych skupienie barwnika w bfonie ulega rozrzedzeniu. Nasze wyniki doswiadczen
in vitro pokazaty, ze po okoto 10 podziatach fluorochrom przestaje by¢ wykrywalny. Zawiesina
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komodrek byta u kazdego zwierzecia podawana w 3 porcjach (depotach) pod kontrolg endoskopowa.
Cewki analizowano po 4 tygodniach od procedury wstrzykniecia. W celu wykazania przeszczepionych
komodrek, cate cewki byty krojone na preparaty histologiczne (przekroje poprzeczne). Metoda ta byta
bardzo pracochtonna, poniewaz $rednia dtugosé cewki moczowej u $wini wynosi ok. 7 cm, a grubos$é
pojedynczego skrawka ok. 10 um. Analiza przygotowanych preparatéw wykazata, ze wyznakowane
komorki wcigz byty obecne w Scianie cewki moczowej u 5 z 6 zwierzat. Komérki byty utozone w
odgraniczone skupiska, co najprawdopodobniej odpowiadato poszczegdlnym wstrzyknieciom.
Wynikato z tego, ze migracja mioblastéw po wstrzyknieciu byta bardzo ograniczona. Ich zachowana
fluorescencja wskazywata, ze nie byty szczegdlnie aktywne proliferacyjnie. Skupiska wstrzyknietych
komérek byty zlokalizowane w réznych warstwach cewki sciany cewki moczowej, a ich morfologia
roznita sie w zaleznosci od lokalizacji depotu. W komérkach, ktdre udato sie zdeponowac w warstwie
miesniowej (w zewnetrznym zwieraczu cewki, EUS), mozna byto wykaza¢ ekspresje desminy -
miogennego markera, a cze$¢ wtdkien EUS wykazywata fluorescencje charakterystyczng dla PKH26,
co wskazywato na integracje czesci przeszczepu ze zwieraczem. Ponadto, ocena obecnosci receptora
dla acetylocholiny (AchR) za pomocy fluorescencyjnie znakowanej a-bungarotoksyny wykazata
ekspresje AchR w bliskim sgsiedztwie wtékien wykazujgcych obecnos¢ PKH26. Wynik ten sugerowat
unerwienie witdkien zawierajgcych wstrzykniete komorki. Co ciekawe, przeszczepione komérki
odnajdywane w warstwie podsluzdwkowej lub pod btong surowiczg nie wykazywaty ekspresji
miogennego markera ani innych cech charakterystycznych dla struktur miesniowych (np. tworzenia
sie miotub). Uzyskane przez nas wyniki sugeruja, ze los przeszczepionych komérek jest uzalezniony
od niszy, do ktérej komodrki zostang wprowadzone. A zatem, kluczowa wydaje sie celnos¢
przeszczepien. W sytuacji, gdzie celem jest wspomaganie miesnia zwieracza, komérki miogenne
powinny by¢é wprowadzone do zwieracza. Profilometria cewkowa wykonana u zwierzat
doswiadczalnych w opisywanym badaniu wskazata, ze przeszczepienie komorek nie doprowadzito do
istotnie statystycznego wzrostu maksymalnego zamkniecia cewki moczowej w stosunku do grupy
kontrolnej. Wydaje sie, ze najbardziej prawdopodobne przyczyny takiego wyniku sg nastepujace: 1)
liczba komoérek celnie wstrzyknieta w miesiell zwieracz byta niewystarczajagca do wywotania efektu
funkcjonalnego, 2) uzycie mtodych, zdrowych zwierzat do doswiadczenia nie pozwolito na uzyskanie
poprawy domkniecia cewki. Podsumowujac, wyniki omawianej pracy wskazuja, ze:
- komorki wstrzykniete do sciany cewki moczowej w uktadzie autologicznym przezywajg co
najmniej 4 tygodnie
- migracja przeszczepionych lokalnie mioblastéw jest bardzo ograniczona
- roznicowanie sie komdrek miogennych po przeszczepieniu zalezy od niszy do ktdrej zostang
wprowadzone
- mioblasty wprowadzone bezposrednio do zwieracza zewnetrznego przynajmniej w czesci
integrujg sie z lokalng tkanka
- mioblasty wstrzykniete poza EUS nie tworzg w cewce moczowe] ektopowych struktur
miesniowych
- kluczowe jest celne wprowadzanie komadrek w konkretng warstwe $ciany cewki moczowe;j
- precyzyjna i powtarzalna aplikacja zawiesiny komoérek przy uiyciu standardowego
endoskopu jest praktycznie niemozliwa

Jednoczesnie, przeprowadzone badanie wskazato na ograniczenia zwigzane z uzyciem modelu
Swinskiego do doswiadczen nad transplantacjami docewkowymi. Specyfika anatomii samiczej cewki
moczowej powodowata trudnosci techniczne przy cewnikowaniu (obecnosé uchytka podcewkowego,
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gteboki przedsionek pochwy). Uzyte w badaniu zwierzeta rosty intensywnie i byly niedojrzate
ptciowo, zatem nie byty dobrym modelem doswiadczalnym. Prowadzenie doswiadczen na dorostych
Swiniach powodowatoby (ze wzgledu na mase zwierzat) powazne problemy logistyczne, techniczne i
generowatyby znaczny wzrost kosztéw.

Whioski, ktére wyciggnetam z badania na modelu swinskim, skfonity mnie do napisania
nowego projektu, ktéry miat na celu udoskonali¢ techniki wstrzyknie¢ docewkowych. Projekt pt. "Los
mioblastéow i mezenchymalnych komdrek macierzystych po transplantacji do zwieracza cewki
moczowej. Badanie poréownawcze na duizym modelu zwierzecym" zostat zatwierdzony do
finansowania przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej w ramach programu POMOST. Gtéwnymi celami
tego projektu byty:

1. Poszukiwanie alternatywnego gatunku duzego zwierzecia do testowania docewkowych
wstrzyknie¢ komdrkowych

2. Poréwnanie efektéw przeszczepienia komérek izolowanych z miesni (mioblastow) i
mezenchymalnych komérek macierzystych (zrebu) izolowanych ze szpiku

3. Ocena efektéw kotransplantacji obu wymienionych powyzej typéw komérek

4. Wytworzenie prototypu urzadzenia do promienistych wstrzyknie¢ docewkowych

Opisanie samiczej cewki moczowej kozy i kozich komérek izolowanych z miesni i szpiku kostnego
(czwarta publikacja cyklu).

Przeprowadzenie doswiadczen na duzym modelu zwierzecym jest w wielu przypadkach
kluczowym elementem badan przedklinicznych przed ewentualnym wprowadzeniem nowej metody
leczenia do kliniki. Nasze wyniki z doswiadczen na sSwiniach potwierdzity te teze — wykazali$my
problem ograniczonej celnosci wstrzyknieé przy uzyciu endoskopu — jest to trudnosé, ktéra nie mogta
z przyczyn obiektywnych by¢ zdefiniowana przy testach na matych modelach zwierzecych. Byto dla
mnie oczywiste, ze przed ewentualnymi prébami klinicznymi nalezy podja¢ prébe udoskonalenia
techniki wstrzyknieé. Moim celem byto maksymalnie zblizy¢ sie w postepowaniu przedklinicznym do
potencjalnego protokotu klinicznego. Wymagato to uzycia gatunku zwierzecia, ktére miatoby
podobng anatomie cewki moczowej do cztowieka. Postanowitam zbadaé anatomie cewki koziej —
zwierzecia, ktéremu stosunkowo tatwo stworzy¢ dobre warunki bytowania podczas eksperymentéw.
Przeprowadzilismy kompleksowg analize budowy samiczej cewki moczowej kozy — od oceny
makroskopowej, poprzez analize mikroskopowg, po testy czynnosciowe (profilometria cewkowa, za
te cze$¢ badan odpowiedzialny byt urolog, dr hab. Bartosz Dybowski). Wykazalismy, ze srednia
dtugosc¢ funkcjonalna cewki (na podstawie badania urodynamicznego) wynosi 3,75+0,7cm. Zwieracz
zewnetrzny cewki moczowej na przekroju poprzecznym miat ksztatt podkowy i byt ulokowany w
srodkowej i dystalnej czesci cewki. W srodkowe]j czesci cewki miat srednig grubosé 2,1 mm, co
stanowito $rednio 37% grubosci Sciany cewki moczowej (w te cze$¢ planowaliémy wprowadzi¢
zawiesine komorek). Na podstawie przeprowadzonych badan wytworzylismy cyfrowy model 3D
koziej cewki moczowej. Srednie maksymalne ciénienie zamkniecia cewki wynosito 63,5+6,9 cmH,0.
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Rycina 4. Model 3D samiczej cewki moczowej kozy ze szczegdlnym uwzglednieniem usytuowania zwieracza
zewnetrznego cewki (EUS). A). ksztatt EUS w rzucie izometrycznym; B) boczny widok cewki moczowej, pecherza
moczowego (UB) i fragmentu pochwy (V). C,C',C") izometryczne rzuty cewki moczowej i pochwy odciete na
réznych poziomach (odpowiadajgcych ptaszczyznom na obrazie 4B). Lu - Swiatto cewki moczowej; Sel - warstwa
podnabfonkowa; SmM - warstwa miesni gtadkich. Rycina przygotowana przez P. Kaupe na podstawie projektu
Anny Burdziriskiej w oparciu o wyniki badarn zespotu kierowanego przez Anne Burdzirskq.

Wszystkie te dane wskazujg, ze kozia samicza cewka moczowa ma parametry najbardziej podobne do
kobiecych sposrod dotychczas wykorzystywanych modeli ($winia, pies, matpa z rodzaju makakdéw).
Przeprowadzilismy optymalizacje izolacji i hodowli kozich mioblastéw i mezenchymalnych komdrek
macierzystych (MSC) izolowanych ze szpiku kostnego. Wykazalismy, ze przy zastosowaniu takiej
samej standardowej pozywki (DMEM + 10% bydlecej surowicy ptodowej, FBS) komorki MSC
wykonujg podziaty istotnie czesciej (p<0,05) niz komérki izolowane z miesni. Zastosowanie pozywki
wzbogaconej o dodatkowe 5% surowicy konskiej do hodowli komérek z miesni zniwelowano te
réznice. Sredni czas podwojenia populacji wynosit wéwczas 37 godzin dla MSC i 40 godzin dla
komérek z miesni (p>0,05). Opracowana metoda izolacji i hodowli pozwolita na powtarzalny uzysk
ponad 30 min komérek kazdego typu od pojedynczego zwierzecia po 3 tygodniach hodowli (na
poziomie 3 pasazu). W omawianej pracy opisaliSmy obnizanie sie indeksu fuzji mioblastéw w pdznej
fazie réznicowania. Zastosowanie przyzyciowego obrazowania komodrek pozwolito na wyjasnienie
tego zjawiska. Okazato sie, ze miotuby w trakcie przytgczania nowych komodrek (co wigze sie ze
zwiekszeniem masy i potencjatu kurczliwego struktury) po osiggnieciu punktu krytycznego traca
adhezje do podtoza, kurczg sie tworzac kulistg strukture i umierajg. Obserwacja ta potwierdzita
wczesniejsze doniesienia, ze bardzo wazne jest niedopuszczanie do spontanicznej fuzji mioblastow
podczas hodowli w celu przygotowania komdrek do transplantacji. Wykazaliémy, ze w przypadku
kozich komodrek zastosowanie dodatku zasadowego czynnika wzrostu fibroblastow
(rekomendowanego w hodowlach mioblastéw izolowanych z innych gatunkéw) nie jest korzystne.
Nasza strategig byto pasazowanie komoérek przed wigczeniem $ciezek spontanicznego réznicowania
miogennego. Podsumowujac, wyniki omawianej pracy wskazuja, ze:
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- Zaréwno anatomiczne jak i czynnosciowe parametry samiczej cewki moczowej kozy s3
bardzo podobne do kobiecej

- Kozie mioblasty i komérki MSC przy odpowiednim traktowaniu zachowujg sie w hodowli w
sposéb powtarzalny; mozliwe jest pozyskanie odpowiedniej liczby komérek do autologicznej
transplantacji po pobraniu biopsji, ktdra nie uposledza funkcjonowania zwierzecia

- Koza wydaje sie bardzo atrakcyjnym gatunkiem duzego zwierzecia do testowania efektow
docewkowych transplantacji komérkowych

Wytworzenie prowadnicy igly endoskopu. Ocena celnosci wstrzyknie¢ docewkowych na duzym
modelu zwierzecym (pigta publikacja z cyklu).

Dane literaturowe w pofaczeniu z wynikami wtasnymi uzyskanymi na modelu swinskim skierowaty
mojg uwage na kwestie celnosci docewkowych przeszczepien komdrkowych. Rezultaty docewkowych
transplantacji komérek na matych modelach zwierzecych w omawianym obszarze byly bardzo
obiecujgce, natomiast dotychczasowe wyniki préb klinicznych sg stabsze od oczekiwanych. Analizujac
nasze wyniki doswiadczen na modelu Swinskim dosztam do wniosku, ze jedng z przyczyn
wspomnianych rozbieznosci moze by¢é staba celnos¢ wstrzyknie¢ przezcewkowych (czyli
wykonywanych od strony Swiatta cewki moczowej) - techniki najczesciej stosowanej u ludzi, a
niemozliwej do wykonania u szczuréw. Choé nasze weczesniejsze wyniki wskazywaty (trzecia
publikacja cyklu), ze celnosc¢ iniekcji przezcewkowych jest ograniczona, to nie wykonaliSmy wowczas
wiarygodnej oceny precyzji tych wstrzyknie¢. W ramach projektu wykonywanego na modelu kozim
postanowitam podjgé¢ probe okreslenia celnosci docewkowych przeszczepien zawiesiny komorek.
Dzieki zdobytemu wczesniej doswiadczeniu byliSmy w stanie zdefiniowac najwazniejsze problemy
techniczne zwigzane z procedurg tych wstrzyknie¢. Podanie komérek na okreslong gtebokos¢ sciany
narzadu rurowego, jakim jest cewka moczowa, jest zalezna od kata nachylenia igty (w stosunku do osi
dtugiej cewki), a takze od dtugosci wprowadzonego w tkanke fragmentu igty. Uzycie standardowego
cystouretroskopu uniemozliwia podawanie zawiesiny pod zadanym katem. Dodatkowym, istotnym
utrudnieniem jest gietkos¢ cewki moczowej. W momencie wktucia igty cewka ugina sie pod naporem
zadanej sity, co wptywa dodatkowo na kat wkiucia igly. W celu ograniczenia tych problemoéw
opracowali$my nowatorskie rozwigzanie (bedgce pdiniej przedmiotem zgtoszenia patentowego).
Zaprojektowalismy i wykonaliSmy prototyp prowadnicy igty endoskopu do wykonywania wstrzykniec
pod okreslonym katem. Prowadnica ma postac¢ sztywnej tulei z podtuznymi otworami rozlokowanymi
promieniscie. Podtuzne otwory przedziela poprzeczna belka (Ryc.5.). Wytworzony przez nas prototyp
miat odpowiedni ksztatt i wielkosé, aby mogt by¢ w sposéb mato inwazyjny wprowadzony do cewki
moczowej dorostej kozy. W zatozeniu, endoskop w momencie wstrzykniecia ustawia sie na dwdch
punktach podparcia - pierwszy, przedni punkt podparcia jest na poprzecznej belce, a drugi, tylny
punkt podparcia jest na tylnej krawedzi tulei.
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Rycina.5. A) Schemat prototypu prowadnicy igly cystoskopu do wykonywania promienistych wstrzyknie¢ do
cewki moczowej Zenskiej (samiczej) pod zadanym kqtem (schemat wykonany przez Patryka Kaupe, wspdtautora
pracy na podstawie projektu autorstwa: Burdziniska, Kaupa, Dybowski), B) Endoskopowy widok prowadnicy igty
cystoskopu umieszczonej wewngqtrz cewki moczowej. * - koricowka igty przed wktuciem w sluzéwke.

Odpowiednie dobranie parametréw geometrycznych elementéw sktadowych prowadnicy umozliwia
uzyskanie zadanego kata aplikacji igty. Przyktadowo, jezeli sSrednica wewnetrzna d tulei po stronie jej
tylnego zakonczenia (ktéra stanowi tylny punkt podparcia) wynosi 6 mm, a odlegtos¢ L (od tylnego
zakonczenia tulei od przedniego punktu podparcia endoskopu) wynosi 22 mm, uzyskuje sie kat
aplikacji igly a wynoszacy 15°. Wartos¢ kata a wylicza sie z prostych zaleznosci geometrycznych, gdzie
tg(a)=d/L. Dodatkowym elementem zestawu, ktéry umozliwia wysuwanie sie igly poza prowadnice
na zadang, powtarzalng dtugosé jest blokada igty, ktdra umieszczona jest w obszarze przeciwlegtym
do zakonczenia aplikacyjnego igly. tacznie z ustalonym katem wktucia daje to mozliwosé
wykonywania powtarzalnych wstrzyknie¢ na dang gtebokos¢ w gtagb tkanki (patent europejski EP
16155346.6, Nr publikacji: EP 3 056 134, autorzy: Burdzinska A, Dybowski B, Kaupa P).

Celem omawianej pracy byta ocena precyzji docewkowych iniekcji wykonanych pod kontrolg
wzroku, z uzyciem endoskopu i opisanej powyzej prowadnicy. Dodatkowo, ocenie poddano celnos¢
wstrzyknie¢ okotocewkowych. Technika wstrzyknie¢ okotocewkowych polega na wykonaniu
przezskérnych iniekcji rownolegle do osi cewki moczowej i jest drugg (obok przezcewkowych),
akceptowalng metodg docewkowych wstrzyknie¢ podczas préb klinicznych u kobiet. Materiatem w
tym badaniu byly cewki zwierzat, u ktérych wykonano uprzednio autologiczne przeszczepienia
znakowanych komorek. Celnos¢ wstrzyknie¢ przezcewkowych oceniano w cewkach moczowych
pobranych od 11 zwierzat. U kazdego zwierzecia wykonano 8 wstrzyknie¢ (wszystkie podczas jednego
zabiegu) — tgcznie analizowano celno$¢ 88 iniekcji przezcewkowych). Objetos¢ i szybkos$¢ podania
poszczegdlnych porcji komérek byty ujednolicone dzieki zastosowaniu wytworzonego przez nasz
zespot urzadzenia do automatycznego dozowania zawiesiny komodrek (zadane parametry
wstrzykiwania jednej porcji: 50 ul, 11 ul/s). Wiarygodna ocena celnosci iniekcji jest trudnym
zadaniem. Po zakonczeniu eksperymentu nie wiadomo dokfadnie, gdzie znajdujg sie podane porcje
komodrek, dlatego konieczna jest doktadna kontrola catego narzadu. We wczesniejszych badaniach
precyzje wstrzyknie¢ do cewki moczowej oceniano za pomocy analizy mikroskopowe]j kolejnych
przekrojow histologicznych. Jest to metoda bardzo czasochtonna i uniemozliwiajgca jednoczesng
analize ilosciowa/paotilosciowq przezycia przeszczepu. Dlatego, w niniejszym badaniu, zastosowalismy
nowatorski, tréjstopniowy protokét analizy eksplantéw: 1) badanie przesiewowe catych narzadow za
pomocy systemu obrazowania in vivo (IVIS) potgczone z zebraniem danych do pdzniejszej
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potilosciowej analizy przezycia przeszczepu (opisane w szdstej pracy cyklu), 2) systematyczna analiza
mikroskopowa surowych przekrojow o grubosci 10 um, 3) immunohistochemia wybranych
przekrojdw umozliwiajaca potwierdzenie lokalizacji przeszczepu w obrebie Sciany cewki moczowej.
Wykorzystanie systemu do obrazowania in vivo do oceny obecnosci znakowanego fluorescencyjnie
przeszczepu komérkowego w narzadach pobranych od duzych zwierzat nie byto wczesniej opisane w
literaturze. Nasz zespo6t pod moim kierownictwem (ze szczegdlnym udziatem pani mgr Weroniki
Zarychta-Wisniewskiej i dr hab. Radostawa Zagozdzona) wykazat wczesniej, ze takie obrazowanie ex
vivo jest odpowiednig metodg do okreslania lokalizacji skupisk komérek barwionych fluorochromami
z zakresu dalekiej czerwieni (Zarychta-Wisniewska et al. 2016, publikacja poza cyklem). W opisywanej
pracy z cyklu wykazalismy, ze wiekszos$¢ porcji komérkowych (67%) wstrzykiwanych przezcewkowo
zostata podana do $ciany cewki moczowej. Sposrdd tych, ktére byty zlokalizowane w $cianie cewki
moczowej 26% znajdowato sie w zwieraczu zewnetrznym cewki moczowej, czyli obszarze najbardziej
pozadanym (szczegdtowe dane przedstawiono w tabeli 1). Tylko u jednego zwierzecia (sposrod 11)
nie znaleziono zadnej porcji komdrek w miesniu EUS. Co ciekawe, procentowy odsetek porcji
komodrkowych wstrzyknietych do sciany cewki i do EUS byt bardzo podobny przy wstrzyknieciach
okotocewkowych (tabela 1). Nalezy jednak podkresli¢, ze liczba wstrzyknie¢ okotocewkowych
wykonanych w doswiadczeniu byta kilkukrotnie mniejsza (analizowano celnos¢ 16 iniekcji; gtéwnym
celem doswiadczenia byta ocena precyzji wstrzyknie¢ z uzyciem endoskopu i prowadnicy).

Srednia precyzja wstrzyknie¢ [%] okotocewkowe  przezcewkowe
(n=16) (n=88)

Liczba porcji komérek zlokalizowanych w scianie cewki w

stosunku do liczby wszystkich wstrzyknieé 68,70% 67,02%
Liczba porcji komérek zlokalizowanych w EUS w stosunku do

tych odnalezionych w Scianie cewki 27,25% 26,32%
Liczba porcji komérek zlokalizowanych w EUS w stosunku do

liczby wszystkich wstrzyknieé 18,75% 17,05%

Tabela 1. Srednia precyzja wstrzyknie¢ komérek do $ciany cewki moczowej. Oceniano liczbe i lokalizacje porcji
przeszczepionych komdrek w scianie cewki moczowej. Okofocewkowe — wstrzykniecia przezskérne, rownolegte
do cewki moczowej; przezcewkowe — wstrzykniecia od strony swiatta cewki, w uzyciem endoskopu i prowadnicy.
EUS — zwieracz zewnetrzny cewki moczowej

Podczas opisywanych doswiadczen dokumentowaliSmy réwniez przypadki krwawien i wyciekow
zawiesiny komodrkowej podczas wycofywania igly z tkanki po iniekcji. Byto to mozliwe dzieki
zastosowaniu prowadnicy, ktéra napinata btone $luzowg cewki, a takze wizualizacji procesu
transplantacji na ekranie monitora. Po kazdym wstrzyknieciu obserwowano, czy nie nastgpito
krwawienie lub wyciek zawiesiny. W grupie przezcewkowej zauwazyliSmy jednoznaczny wyciek
zawiesiny komdrek w 19% iniekcji i nieznaczne samoograniczajgce sie krwawienie w 42% naktuc.
Nieznaczne krwawienie po wycofaniu igly moze wystgpi¢ we wszystkich rodzajach iniekcji. Jego
znaczenie w odniesieniu do wstrzyknie¢ przezcewkowych nie jest znane. W wiekszosci wczesniejszych
badan odnotowano jedynie "godne uwagi" krwawienia. Jednak jest bardzo prawdopodobne, ze
nawet niewielki wyciek krwi powoduje wyptukiwanie czesci dawki komérkowej. Mozliwe, ze utrata
zawiesiny komoérek po wycofaniu igly przyczynia sie do ograniczenia skutecznosci docewkowych
terapii komérkowych. Wydaje sie, ze rozwigzaniem tego problemu jest zastosowanie igiet o cienkich
koncach aplikacyjnych (nasze doswiadczenia wskazaty, ze nawet zastosowanie igty 27G nie byto
wyraznie szkodliwe dla wstrzykiwanych komérek). Alternatywng strategia moze by¢ stosowanie
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nosnikéw komarkowych o podwyzszonej lepkosci. Podsumowujac, najwazniejsze wnioski ptynace z
omawianej pracy to:

- przy zastosowaniu nisko inwazyjnych technik celne wstrzykniecia w EUS sg rzadkie (ponizej
20% iniekcji)

- wykonanie 8 iniekcji w uktadzie stosowanym w naszym eksperymencie daje bardzo wysokie
prawdopodobienstwo (ponad 90%), ze przynajmniej cze$¢ przeszczepu znajdzie sie w miesniu
zwieraczu zewnetrznym, czyli w najbardziej pozgdanej lokalizacji

- ograniczona celnos$¢ wstrzyknie¢ razem z czesciowa utratg zawiesiny przez wycieki po
iniekcjach mogg by¢ waznym powodem niskiej skutecznosci docewkowych przeszczepien
komérek w dotychczasowych prdébach klinicznych

- technike przezcewkowg i okotocewkowa mozna traktowac¢ jako komplementarne, a uzycie
obu rodzajéw iniekcji podczas jednej procedury moze zwiekszy¢ szanse na celne dostarczenie
komorek.

Ocena efektow docewkowej ko-transplantacji komérek MSC i mioblastow (szdsta publikacja z
cyklu).

Jedna z moich gtéwnych hipotez badawczych projektu finansowanego przez FNP stanowita,
ze kotransplantacja mioblastéw i MSC ze szpiku zwiekszy skuteczno$é docewkowego przeszczepienia
w poréwnaniu do efektdw podania pojedynczych populacji. Komorki izolowane z miesni i komorki
MSC to dwa najczesciej proponowane typy komadrek do wstrzyknie¢ docewkowych. Przez pierwsze 10
lat prowadzenia badan nad przeszczepieniami komérek do cewki moczowej wykorzystywano prawie
wytgcznie komorki miogenne izolowane z mieéni szkieletowych. Natomiast od roku 2010 nastgpit
zdecydowany zwrot zainteresowan badaczy i wszystkie publikowane wyniki badan na matych
modelach zwierzecych dotyczg wstrzyknie¢ komérek MSC, a nie komérek pochodzenia mie$niowego
(MDC - ang. muscle-derived cells). Zbiegto sie to z ogdlnoswiatowa eksplozjg badan nad
wiasciwosciami MSC i ich zastosowaniem w medycynie. Potencjalny mechanizm terapeutycznego
dziatania MSC po podaniu do niewydolnej cewki nie byt jasny, poniewaz potencjat do réznicowania
miogennego komodrek MSC jest bardzo ograniczony. Wielu badaczy promuje obecnie poglad, ze
komorki efekt dziatania MSC jest oparty na ich aktywnosci parakrynnej. Uwaza sie, ze wydzielane
przez komérki MSC cytokiny, chemokiny i czynniki wzrostowe mogg stymulowaé endogenne procesy
naprawcze. Taka koncepcja mechanizmu dziatania MSC jest proponowana réwniez w odniesieniu do
przeszczepien docewkowych [Deng et al. 2016]. Co ciekawe, nie byto zadnych bezposrednich badan
poréwnawczych pomiedzy tymi dwoma typami komdrek, ktére by dotyczyty przeszczepien
docewkowych. Moja koncepcja kotransplantacji opierata sie na dwdéch gtéwnych zatozeniach: 1.
Bezposrednie sgsiedztwo mioblastow moze pomdc aktywowac Sciezki miogenne w komaérkach MSC;
2. Obecnos$¢ MSC moze zwiekszy¢ przezycie i/lub proliferacje przeszczepionych mioblastow poprzez
dziatanie parakrynne. W badaniach wstepnych, ocenilismy wzajemne oddziatywanie komérek MSC i
komdrek z miesni w bezposredniej i posredniej wspdthodowli in vitro (wyniki opisane w pracy poza
cyklem: Kulesza, Burdzinska et al. 2016). Mimo, ze cze$¢ postawionych przeze hipotez nie znalazta
potwierdzenia w opisywanych doswiadczeniach in vitro, to wyniki sugerowaty, ze domiesniowa ko-
transplantacja obu typow komodrek moze przynie$¢ korzystny skutek. W omawianym badaniu
wykonaliSmy autologiczne przeszczepienia komarek do $ciany cewki moczowej u 3 grup zwierzat (n=6
w grupie). Grupa MDC otrzymata komarki izolowane z miesni (mioblasty), grupa MSC otrzymata
komérki MSC, a grupa MDC-MSC otrzymata mieszang populacje komoérek MSC i mioblastéw. Grupe
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kontrolng stanowity zwierzeta, ktdre przechodzity te same procedury, ale zamiast zawiesiny komaérek
otrzymaty PBS (n=5). Doswiadczenie byto tak zaplanowane, aby w jednym secie eksperymentalnym
znajdowato sie po 1 zwierzeciu z kazdej grupy. Do doswiadczenia wykorzystane zostaty samice koéz ze
stada o uzytkowaniu mlecznym - wielokrotnie rodzace i w podesztym wieku. Zatozytam, ze u tych
zwierzat zwieracz cewki moze byc¢ ostabiony i mozliwe bedzie zaobserwowanie ewentualnej
poprawy. W naszych wczes$niejszych badaniach zaproponowalismy metode uszkadzania zwieracza
cewki moczowej u $win (publikacja poza cyklem, Burdzinska et al. 2012), jednak nasza ocena efektéw
uszkodzenia byta przeprowadzona jedynie 1 miesigc po zabiegu. W tym badaniu planowatam
przeprowadzi¢ obserwacje rowniez po 3 miesigcach, dlatego zdecydowatam sie na opisane powyzej
alternatywne podejscie. Dzieki temu, zwierzeta biorgce udziat w doswiadczeniu przechodzity tylko
mato inwazyjne procedury: biopsja, badanie urodynamiczne i wstrzykniecie zawiesiny z uzyciem
endoskopu. Po 1 lub 3 miesigcach od zabiegu wstrzykniecia zwierzeta byly poddawane eutanazji w
celu pobrania cewek do dalszych analiz. Do oceny obecnosci przeszczepionych komérek
wykorzystaliSmy nasz, wspomniany wczesniej, nowatorski system oceny eksplantéw z uzyciem
systemu do przyzyciowego obrazowania (IVIS®). Opracowany przez nas protokdt obrazowania
wyizolowanego narzadu pozwalat na ocene lokalizacji przeszczepionych skupisk komodrek
znakowanych barwnikiem DID bez koniecznosci krojenia catych cewek na preparaty mikroskopowe.
Ponadto, umozliwit pétilosciowa analize poréwnawczg sity sygnatu pochodzgcego z przeszczepu.
Analiza cewek pobranych po 1 miesigcu wykazata obecnos¢ przeszczepionych komadrek u wszystkich
zwierzat, niezaleznie od grupy badanej. W tym punkcie czasowym najsilniejszy sygnat zanotowano w
cewkach grupy MDC-MSC, jednak nie rdznit sie on istotnie statystycznie od pozostatych grup
doswiadczalnych (Rycina 6.).
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Rycina 6. Wizualizacja skupisk komdrkowych znakowanych DID w cewkach moczowych kéz przy uZyciu systemu
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zidentyfikowano za pomocq zautomatyzowanego algorytmu rozdzielania widm. Obrazy sq prezentowane po recznym
wyréwnaniu do tych samych ustalonych zakresow. Pasek skali kolorow pokazuje zakres od najsilniejszego do najstabszego
sygnatu (1x108- 1x109). Gorny rzqd przedstawia cewki moczowe izolowane po 28 dniach po wstrzyknieciu PBS (kontrola
negatywna) lub transplantacji réznych typéw komadrek: MDC, MSC i MDC-MSC. Nizszy rzqd przedstawia cewki moczowe
pobrane 84 dni po wstrzyknieciu. Do ryciny wybrano cewki z najsilniejszym sygnatem dla kazdej grupy badanej. B) Natezenie
fluorescencji pochodzgcej od DID w cewkach moczowych z réznych grupach doswiadczalnych i roznych punktach czasowych.
Dane sq przedstawione jako srednia (+/- SEM) catkowitej efektywnosci promieniowania punktu swietlnego (TRE, [fotony / s]
/ [UW / cm2]) znormalizowanego do préb kontrolnych (grupa PBS). Wartosci uwzgledniajq liczbe wstrzyknietych komdrek
znakowanych DID u kazdego zwierzecia. * -, p <0,05; *** -, p <0,001, ns - statystycznie nieistotne (Rycina przygotowana
przez Anne Burdziniskq przy wspotpracy Weroniki Zarychta-Wisniewskiej i Radostawa Zagozdzona).

Ocena cewek pobranych po 3 miesigcach nie wykryta obecnosci komadrek tylko u jednego z badanych
zwierzat (z grupy MDC-MSC, w tej grupie tylko jeden typ komérek byt znakowany DID, czyli liczba
znakowanych komérek byto okoto 2-krotnie nizsza w tej grupie niz w pozostatych grupach badanych).
Srednia sita sygnatu pochodzacego z przeszczepu byta istotnie nizsza po 3 miesigcach niz po 1
miesigcu w grupach MSC i MDC-MSC (odpowiednio p=0,018 i p=0,0007). W grupie MDC réwniez
zanotowano znaczacy spadek sygnatu po 3 miesigcach w poréwnaniu do cewek pobranych po 1
miesigcu, jednak nie byta to rdzinica istotna statystycznie (p=0,15). Analiza profilu okreslajgcego
cisnienie panujgce w Swietle cewki moczowej (UPP, ang. urethral pressure profile) byta u kazdego
zwierzecia przeprowadzona w trzech punktach czasowych — podczas pobrania biopsji (UPP1), przed
wykonaniem transplantacji (UPP2), i w dniu zakonczenia doswiadczenia (UPP3). Protokét wykonania
oceny urodynamicznej byt zoptymalizowany i obejmowat kontrole wielu czynnikéw podczas
przeprowadzania badania (opisane w publikacji poza cyklem — Dybowski et al. 2016). Pod ocene
brano dwa parametry zapisu — MUCP (maksymalne cisnienie zamkniecia cewki) i FA (catkowite pole
po krzywa profilu). Wykazalismy, ze jedynie w grupie MDC-MSC nastgpit wzrost obu parametréw u
kazdego zwierzecia w grupie (p=0,02 dla MUCP i p=0,04 dla FA, test Wilcoxona) po transplantacji w
poréwnaniu do parametréw wyjsciowych. W innych grupach efekty transplantacji réznity sie u
poszczegdlnych zwierzat — obserwowaliémy wzrost, brak zmian lub spadek badanych parametrow. W
grupach MDC i MSC wartosci MUCP i FA po transplantacji nie byly istotnie rézne od pomiaréw sprzed
transplantacji. Ze wzgledu na znaczgcg zmiennos$¢ indywidualng efektéw w tych dwdéch grupach
badanych, analizowalismy dodatkowo stopnie korelacji naszych wynikéw czynnosciowych z réznymi
parametrami, jak np. liczbg wstrzyknietych komérek, liczbg zidentyfikowanych porcji komdrkowych w
Scianie danej cewki, a takze liczbg zidentyfikowanych porcji komérkowych w obrebie EUS danej
cewki. Zaden z powyzszych parametréw nie wykazat istotnej korelacji z efektem funkcjonalnym.
Jedynym parametrem, ktéry okazat sie znaczacy, to wyjsciowy poziom parametréw UPP przed
wykonaniem transplantacji. Wykazali$my, ze im nizsze wyjsciowe parametry UPP tym wieksza szansa
na poprawe funkcjonalng po przeszczepieniu komérek. Moze to czesciowo wyjasnia¢ relatywnie
niewielkie zmiany parametréow UPP w naszym badaniu w stosunku do innych badan, w ktérych
przeprowadzano uprzednio uszkodzenie zwieracza. Jednoczesnie uwazam, Zze zastosowanie
wielorédek zamiast zwierzat z uszkodzonym zwieraczem jest dobrg opcjg z co najmniej dwéch
powoddw: 1) wywotanie uszkodzenia zwieracza generuje lokalnie powstanie specyficznej niszy, ktéra
nie odzwierciedla warunkdw panujgcych w cewkach pacjentek cierpigcych z powodu wysitkowego
nietrzymania moczu; 2) ze wzgledéw etycznych (ograniczenie cierpienia zwierzat).

Fragmenty cewek, w ktérych stwierdzono przeszczepione komorki byty poddane
szczegdtowej analizie mikroskopowej. Barwienia immunocytochemiczne wykazaty, ze zaréwno
komérki MDC jak i MSC byty zdolne do integracji z wtdknami miesni poprzecznie prazkowanych,
jednak w przypadku komérek MSC to zjawisko byto marginalne. Nawet w porcjach wstrzyknietych
bezposrednio do miesnia EUS, wiekszos¢ komorek MSC i znaczna cze$¢ komdrek MDC pozostawata w
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niezréznicowanej postaci pomiedzy wtdéknami. W przypadku ulokowania porcji komdrkowej poza
miesniem EUS ciekawg obserwacje zanotowaliémy w grupie MDC-MSC. W jednej cewce
stwierdzilismy obecnos¢ wydtuzonych struktur wykazujgcych ekspresje desminy i jednoczesnie
barwnika DID o centralnie ulokowanych jadrach komérkowych. Byt to obraz typowy dla mtodych
widékien miesniowych, mimo, ze ta porcja komodrek byta zlokalizowana poza warstwg miesni
prazkowanych (choé¢ w poblizu peczka miesni gtadkich). Obraz ten sugeruje, ze w tym konkretnym
przypadku nastgpito miogenne rdéznicowanie de novo, czyli wytworzenie nowego witdkna, a nie
jedynie dotaczenie komdrek do wtdkien juz istniejgcych. Nie zaobserwowalismy podobnych struktur
ani w grupie MDC ani MSC. Moja hipoteza o zwiekszeniu przezycia komdérek MDC przy jednoczesnym
przeszczepieniu komdrek MSC byta tylko czesciowo pozytywnie zweryfikowana. Po 1 miesigcu
rzeczywiscie zanotowano silniejszy sygnat pochodzacy z przeszczepionych mioblastéw w grupie MDC-
MSC niz w grupie MDC (Srednio 1,88 razy silniejszy sygnat, p>0,05, wartosci po uwzglednieniu réznic
w liczbie przeszczepionych komdrek). Ponadto, sSrednia zmiana parametréw UPP po transplantacji w
tym punkcie czasowym réwniez byta wyzsza w grupie MDC-MSC niz w grupie MDC. Jednakze, ta
tendencja zanikta w punkcie czasowym 3 miesigce. Nalezy jednak podkresli¢, ze w grupie ko-
transplantacji wyniki badan czynnosciowych byty najbardziej spdjne i tylko w tej grupie wykazaliSmy
statystycznie istotng poprawe obu badanych parametréw UPP. Podsumowujac, wyniki omawianej
pracy wskazuja, ze:

- Zaréwno MDC jak i MSC mogg integrowac sie z istniejgcymi wtdknami zwieracza w przypadku
celnego wstrzykniecia w EUS, jednak zasieg integracji w przypadku MSC jest marginalny

- taczne przeszczepienie mioblastéw i MSC zwieksza szanse na pozytywny czynnosciowy efekt
po transplantacji niz przeszczepienie tylko jednego typu komdrek

- W przypadku duzych gatunkow zwierzat - dojrzate samice po wielokrotnych porodach (bez
eksperymentalnego uszkodzenia zwieracza) mogg by¢ z powodzeniem uzywane do badan
efektdw docewkowych transplantacji komérkowych

Wszystkie procedury wykonywane na zwierzetach (szczury, S$winie, kozy) zostaly wczesniej
zatwierdzone jako dopuszczalne przez odpowiednig Lokalna Komisje Etyczna.

Podsumowanie cyklu ze wskazaniem najwazniejszych elementéw o znaczeniu praktycznym

Nietrzymanie moczu jest bardzo powszechnym problemem medycznym. Wydtuzajgca sie $rednia
dtugos¢ zycia bedzie powodowata wzrost czestosci zachorowan. W nurcie rozwoju terapii
komérkowych pojawita sie koncepcja wykorzystania przeszczepien komérek w celu zwiekszenia
napiecia miesnia zwieracza cewki moczowej, ktére w zatozeniu ma leczy¢ lub wspomagac leczenie
wysitkowego nietrzymania moczu. Cykl publikacji prezentowany jako moje gtéwne osiggniecie
naukowe jest zwigzany z prébami udoskonalania technik docewkowych transplantacji komaorkowych.
Rezultaty badan prowadzonych przez mnie i wspdtpracujgce ze mng osoby stanowig oryginalny
wktad w omawiany obszar badan. Uzyskane wyniki pozwolity na okreslenie kluczowego znaczenia
lokalnej niszy na zachowanie sie komdrek po przeszczepieniu (dotyczy narzgdéw zawierajgcych
obszary o réznym utkaniu tkankowym jak np. cewka moczowa). Ponadto, wykazaty ograniczong
migracje przeszczepionych komérek w $cianie cewki moczowej. Obydwa powyzsze aspekty pozwolity
zdefiniowac celnos¢ wstrzyknie¢ docewkowych jako jeden z kluczowych probleméw zwigzanych z tg
procedurg. Dalsze badania pozwolity na zaproponowanie nowego gatunku duzego zwierzecia (kozy)
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jako bardzo atrakcyjnej opcji do testowania efektéw docewkowych transplantacji. Praca kierowanego
przeze mnie zespotu skutkowata opracowaniem nowatorskiego protokotu oceny efektu transplantacji
komérkowych u duzych zwierzat (uwazam, ze wypracowany przez nas protokét moze byé
wykorzystywany réwniez w innych typach przeszczepienn komérkowych - nie tylko docewkowych).
Przeprowadzone analizy pozwolity na ocene stopnia precyzji mato inwazyjnych wstrzyknieé
docewkowych. W celu zwiekszenia celnosci iniekcji do zwieracza cewki moczowej wytworzylismy
prototyp prowadnicy igty endoskopu, elementu prostego i potencjalnie taniego w produkcji.
Woreszcie, nasz zesp6t pod moim kierownictwem jako pierwszy testowat efekty wspéttransplantacji
dwoch typow komoérek (mioblastéw i komérek MSC) jako metody wzmocnienia napiecia cewki
moczowej. WykazaliSmy, ze potgczenie dwéch tych dwéch typow komodrek zwieksza cisnienie
wewnatrz cewki moczowe] zwierzagt doswiadczalnych. Dodatkowym, waznym dla mnie, aspektem
moich badan jest fakt, ze wykazaliémy zasadnos¢ uzycia starszych, wielokrotnie rodzgcych samic koz
jako alternatywy dla zwierzat z eksperymentalnie uszkodzonym zwieraczem cewki. Stosowanie
zaproponowanego przez rozwigzania jest blizsze warunkom klinicznym, a takze ogranicza cierpienie
zwierzat doswiadczalnych. Uzyskane przez nas wyniki i wypracowane rozwigzania mogg miec realne
znaczenie dla ustalania optymalnych protokotéow klinicznych.
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5. OMOWIENIE POZOSTALYCH OSIAGNIEC NAUKOWO - BADAWCZYCH

Cata moja dotychczasowa aktywnos$¢ naukowa skupiata sie wokdét badania witasciwosci
komodrek macierzystych, progenitorowych i mozliwosci ich wykorzystania w leczeniu chordéb ludzi i
zwierzat. Po obronieniu pracy doktorskiej na Wydziale Medycyny Weterynaryjnej zostatam
zatrudniona w Klinice Immunologii, Transplantologii i Choréb Wewnetrznych Instytutu

21


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hodgetts%20SI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11038066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beilharz%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11038066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scalzo%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11038066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grounds%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11038066
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Why+do+cultured+transplantedmyoblasts+die+in+vivo%3F
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/652035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/652035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16807304
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16807304

Transplantologii Warszawskiego  Uniwersytetu Medycznego. Moim zadaniem byto stworzenie
pracowni kultur komérkowych i zapoczatkowanie dziatalnosci naukowej w tym zakresie (wczesniej
Klinika prowadzita badania na izolacjg i przeszczepianiem wysp trzustkowych, jednak nie prowadzita
badan w zakresie biologii komérki i transplantacji komdrek macierzystych i progenitorowych). Moje
dziatania, przy wsparciu Kierownika Kliniki - Profesora Leszka Paczka, zaowocowaty powstaniem
pracowni hodowli komérkowych. Pozytywnie rozpatrywane wnioski grantowe pozwolity na
doposazenie pracowni i rozwdj jej potencjatu badawczego i dydaktycznego. Przez caty okres dziatania
pracowni (od roku 2007 do chwili obecnej) jestem osobg odpowiedzialng za funkcjonowanie pracowni
w zakresie organizacyjnym i merytorycznym. W tym okresie bytam kierowniczkg lub wykonawczynia
projektéw finansowanych z MNiSW, NCN, NCBiR i FNP. Prowadzona przez mnie pracownia jest
miejscem pracy doktorantéw, magistrantéw i studentéow studidw inzynierskich. Ponadto, mamy
aktywne wspétprace z wieloma osrodkami: Wydziatem Medycyny Weterynaryjnej SGGW, Zaktadem
Medycyny Regeneracyjnej Centrum Onkologii, Instytutem Biochemii i Biofizyki Polskiej Akademii
Nauk, Grupa Biomateriatowg Politechniki Warszawskiej, Centrum Medycznego Ksztatcenia
Podyplomowego, Katedrg Biotechnologii Medycznej Wydziatu Chemii PW, a takie kilkoma
jednostkami wewnatrz WUM. Daje to mozliwos¢ prowadzenia ciekawych projektdw przy uzyciu
szerokiego panelu metod badawczych. Oprécz mojego gtdwnego watku badawczego, opisanego jako
gtdwne osiggniecie, mozna w mojej dziatalnosci wyodrebnié jeszcze kilka kierunkéw badan.
Przedstawiam je ponizej jako mate cykle prac.

5.1. Poréwnanie wybranych cech komérek MSC pochodzacych z réznych zrédet

5.1.1. Gala K, Burdzinska A, Idziak M, Makula J, Paczek L. Characterization of bone marrow
derived rat mesenchymal stem cells depending on donor age. Cell Biol Int. 2011; 35: 1055-
62.1IF-1,5

5.1.2. Dabrowski FA, Burdzinska A*, Kulesza A, Chlebus M, Kaleta B, Borysowski J, Zolocinska A,
Paczek L, Wielgos M. Mesenchymal Stem Cells from Human Amniotic Membrane and
Umbilical Cord Can Diminish Immunological Response in an in vitro Allograft Model.
Gynecol Obstet Invest. 2017;82(3):267-275. IF - 1,18 (* - autorka korespondencyjna)

5.1.3. Dabrowski FA, Burdzinska A*, Kulesza A, Sladowska A, Zolocinska A, Gala K, Paczek L,
Wielgos M. Comparison of the paracrine activity of mesenchymal stem cells derived from
human umbilical cord, amniotic membrane and adipose tissue. J Obstet Gynaecol Res.
Nov;43(11):1758-1768. IF- 1,09 (* - autorka korespondencyjna)

5.1.4. Zarychta-Wisniewska W, Burdzinska A*, Zielniok K, Koblowska M, Gala K, Pedzisz P,
Iwanicka- Nowicka R, Fogtman A, Aksamit A, Kulesza A, Zotfociniska A, Paczek L. The
influence of cell source and donor age on the tenogenic potential and chemokines
secretion of human mesenchymal stromal cells. Stem Cells International, accepted for
publication, IF - 3,96 (* autorka korespondencyjna)

Omowienie

Komérki MSC (mezenchymalne komodrki macierzyste lub mezenchymalne komérki zrebu) sa
przedmiotem bardzo intensywnych badain w ostatnich latach. Poglady na temat wtasciwosci tej
populacji, jej terapeutycznego potencjatu, a takie obowigzujacej nomenklatury zmieniajg sie
dynamicznie. Od kilku lat, rekomendowane jest uzywanie okreSlenia "mezenchymalne komorki
zrebu". Dlatego, kierowany przez mnie zespdt zmienit stosowang nazwe i obecnie zaréwno we
whioskach grantowych jak i w publikacjach uzywamy okreslenia mezenchymalne komérki zrebu
(zarychta-Wisniewska et al. 2019). Kwestia nazewnictwa nie jest kluczowa, jednak odzwierciedla
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niejasnosci i kontrowersje powstajgce wokdét populacji MSC. W 2006 roku opublikowano wytyczne
dotyczace identyfikacji populacji MSC. Nalezg do nich 3 ogdlne kryteria: 1) zdolnos¢ adhezji do
plastiku i do tworzenia kolonii; 2) zdolnos$¢ do réznicowania w osteocyty, adipocyty i chondrocyty; 3)
fenotyp: obecnos$é antygenéw CD90, CD73, CD105 i brak antygenéw CD45, CD34, CD11b, CD19, HLA-
DR. Kryteria te sg spetniane przez fibroblastopodobne komérki izolowane z réznych tkanek i narzagdow
organizmow dorostych i tkanek poptodu. Najwazniejsze Zrddta tej populacji to szpik kostny, tkanka
ttuszczowa i galareta Whartona, ale komadrki o charakterystyce MSC s3 tez izolowane miedzy innymi z
wiezadet okotozebowych, btony maziowej, btony owodniowej, skéry. Izolowane komdrki spetniajgce
rekomendowane wymagania byty i sg przez wielu badaczy traktowane réwnorzednie niezaleznie od
zrédta, z ktérego pochodza. Jednak w ostatnich latach wiele prac wykazato, ze bardziej szczegétowa
ocena fenotypu, zdolnosci sekrecyjnych i potencjatu rdzinicowania ujawnia réznice pomiedzy
komérkami MSC pochodzacymi w réznych zrédet. W ten nurt wpisujg sie réwniez badania naszego
zespotu. Trzy z prac wymienionych w omawianym cyklu miaty na celu poréwnanie ludzkich komadrek
MSC z réznych Zzrédet. Testy czynnosciowe badajgce zdolnos¢ MSC do hamowania proliferacji
limfocytéw nie wykazaty znaczacych réznic pomiedzy komdrkami izolowanymi z tkanki ttuszczowej,
galarety Whartona i btony owodniowej. Jednak badanie aktywnosci sekrecyjnej wykazato istotne
réznice w wydzielaniu niektdrych czynnikdow przez réine typy MSC np. MSC izolowane z galarety
Whartona (GW-MSC) wydzielaty istotnie mniej s$rodbtonkowego czynnika wzrostu (VEGF) i
jednoczesnie istotnie wiecej transformujgcego czynnika wzrostu beta (TGF-B) niz komérki izolowane z
ttuszczu (ASC) i z btony owodniowej (AM-MSC). Obydwa wymienione czynniki majg kluczowe
znaczenie w procesach naprawczych i, zalezenie od sytuacji, mogg niwelowa¢ badz nasilaé
patologiczne procesy. WykazaliSmy ponadto, ze komorki izolowane ze szpiku (BM-MSC) wydzielajg
istotnie wiecej chemokiny CXCL12 niz ASC. Chemokina ta bierze udziat w rekrutacji komadrek
macierzystych i progenitorowych, zatem mozna sie spodziewaé, ze zwiekszone wydzielanie moze miec
znaczenie terapeutyczne. Ponadto, wyniki naszego zespotu wykazaty, ze BM-MSC wykazujg wiekszg
ekspresje czynnikéw zwigzanych ze Sciegnotworzeniem (tenogenezg) niz ASC, co sugeruje, ze komorki
ze szpiku moga tatwiej ulegac¢ indukcji do réznicowania tenogennego niz ASC. Wszystkie te informacje
mogg miec znaczenie praktyczne. Oczywiscie zardwno nasze wyniki jak i rezultaty uzyskane przez
innych badaczy wymagaja jeszcze potwierdzenia, jednak wydaje sie, ze zasadne jest dopasowywanie
rodzaju MSC (zaleznie od ich pierwotnej niszy) to poszczegdlnych aplikacji klinicznych, zwtaszcza, gdy
rozwazane sg przeszczepienia allogeniczne. Innym aspektem poruszanym w naszych badaniach jest
wpltyw wieku dawcy na wtasnosci komoérek MSC. W tym obszarze prowadzilismy badania na
komoérkach izolowanych ze szpiku od szczuréw i ludzi. Wykazaty one, ze chociaz wiek wptywa na
niektdre cechy MSC, to w wiekszosci badanych parametrow komorki izolowane od starszych i
mtodszych dawcdw nie rdznity sie miedzy sobg istotnie. Wyniki te sugerujg, ze starsze osoby moga by¢
dawcami komdrek o potencjale terapeutycznym nie gorszym niz tych izolowanych od oséb mfodych.
Ma to znaczenie przeprowadzaniu transplantacji autologicznych.

5.2. Modyfikacje wtasciwosci przeszczepianych komaérek
5.2.1. Burdziiska A, Bartoszuk U, Orzechowski A. Preincubation with bFGF but not sodium

ascorbate improves efficiency of autologous transplantation of muscle-derived cells into
urethral wall. Urology. 2009, 73: 736-42. IF - 2,36
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5.2.2. Bartoszuk-Bruzzone U*, Burdzifiska A*, Orzechowski A, Ktos Z. Protective effect of sodium
ascorbate on efficacy of intramuscular transplantation of autologous muscle-derived cells,
Muscle&Nerve, 2012; 45: 32-8, IF - 2,3 (* réwnorzedne pierwsze wspétautorstwo)

5.2.3. Zarychta-Wisniewska W, Burdzinska A*, Kulesza A, Gala K, Kaleta B, Zielniok K, Siennicka K,
Sabat M, Paczek L. Bmp-12 activates tenogenic pathway in human adipose stem cells and
affects their immunomodulatory and secretory properties. BMC Cell Biol. 2017 Feb
18;18(1):13. doi: 10.1186/s12860-017-0129-9. IF-2,8 (*autorka korespondencyjna)

5.2.4. Kulesza A*, Burdzinska A**, Szczepanska |, Zarychta-Wisniewska W, Pajak B, Bojarczuk K,
Dybowski B, Paczek L. The Mutual Interactions between Mesenchymal Stem Cells and
Myoblasts in an Autologous Co-Culture Model. PLoS One. 2016 Aug 23;11(8):e0161693.
doi: 10.1371/journal.pone.0161693. - IF-2,8 (* réwnorzedne pierwsze wspétautorstwo,

*. autorka korespondencyjna)

Omowienie

Chociaz z transplantacjami komdrkowymi wigze sie ogromne nadzieje, to obecnie wiadomo, ze
procedury te w wiekszosci przypadkéw nie sg tak skuteczne jak oczekiwano. Zdefiniowano liczne
problemy zwigzane z stosowaniem przeszczepien komdrkowych jako srodka potencjalnie leczniczego.
Nalezg do nich: staba przezywalnos$¢ przeszczepu, ograniczona dystrybucja komdrek po podaniu
dozylnym, ograniczony zakres pozgdanego rdznicowania, potencjalne wystepowanie niepozgdanego
réznicowania (np. ttuszczenie, kostnienie), indukowanie odpowiedzi zapalnej przez niektore typy
komodrek, potencjalne wspomaganie wspdtistniejgcych transformacji nowotworowych, czy wreszcie
duza zmiennos$¢ osobnicza izolowanych komaérek. Dlatego, podejmowane sg liczne préby modyfikacji
pozaustrojowej wyizolowanych komérek, aby wzmocni¢ korzystne z terapeutycznego punktu widzenia
cechy. W ten nurt wpisuje sie czes¢ badan prowadzonych przeze mnie i nasz zespét. W badaniach na
modelu szczurzym wykazatam, ze preinkubacja komoérek izolowanych z miesni (MDC - ang. muscle
derived cells) z zasadowym czynnikiem wzrostu fibroblastow (bFGF) zwieksza istotnie przezycie
przeszczepu po 2 tygodniach od wstrzykniecia do sciany cewki moczowej. Czynnik bFGF jest bardzo
silnym mitogenem, ale tez ma tez dziatanie antyoksydacyjne i proangiogenne. W drugiej pracy,
badalismy wptyw preinkubacji z askorbianiem sodu na przezycie MDC po przeszczepieniu do mie$nia
szkieletowego na modelu kréliczym. Wykazalismy, ze takie traktowanie istotnie zwieksza przezycie
przeszczepu, cho¢ analogiczne traktowanie tego samego typu komédrek przeszczepionych do Sciany
cewki moczowej nie wykazato takiego efektu. Obydwa badania byly przeprowadzone na réznych
gatunkach zwierzat, niemniej jednak te niespdjne dane wskazujg, ze zachowanie sie komodrek po
przeszczepieniu bardzo zalezy od niszy, do ktérej sie je wprowadzi. Potwierdzity to zreszta moje
pozniejsze badania na duzych modelach zwierzecych i te wyniki nakierowaty mnie na préby
polepszenia celnosci wstrzyknie¢ komdrkowych. Nasze najnowsze badania w omawianym obszarze
wskazaty na inng istotng kwestie. Podejmowalismy préby indukcji ludzkich komérek MSC izolowanych
z ttuszczu do rdznicowania w kierunku tenocytdéw (potencjalne wykorzystanie przy terapii chordb
Sciegien). Wykazalismy, ze czynnik BMP12 powoduje aktywacje Sciezki tennogenej w badanych
komodrkach, ale jednoczesnie wptywa na kilka innych waznych wtasciwosci tej populacji, takich jak
aktywnos$¢ sekrecyjna czy potencjat immunomodulacyjny (praca 5.2.3.). Z jednej strony
wielokierunkowe dziatanie pluripotencjalnej czasteczki, jakg jest biatko BMP, nie jest zaskakujace. Z
drugiej strony jednak, potrzeba kompleksowej oceny komérek po modyfikacjach in vitro nie jest
uwypuklana w dostepnej literaturze. Nasze wyniki wskazujg, ze modyfikujgc korzystnie jedng ceche,
moze jednoczesnie dochodzi¢ do niekorzystnych zmian w innych obszarach funkcjonowania komérki.
Wynika z tego, ze szczegdtowa ocena poszczegdlnych populacji MSC (o czym mowa w punkcie 5.1)
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moze by¢ korzystng sSciezkg rozwoju. Wydaje sie, ze wybdr odpowiedniej populacji (z okreslonego
zrédfa) moze pozwoli¢ na ograniczenie potrzeby pozakomdrkowego modyfikowania komérek, ktére
wigzg sie z nie do konca poznanymi konsekwencjami. Ostatnia praca wymieniona w niniejszej serii
(praca 5.2.4.) prezentuje odmienne podejscie do kwestii modyfikacji potencjatu przeszczepianych
komdrek. Wyniki tej pracy stanowig wstepng weryfikacje mojej hipotezy mowigcej, ze
kotransplantacja mioblastow i komdrek MSC moze zwiekszyé skutecznos¢ procedury w stosunku do
przeszczepiania pojedynczych typéw komdrek. Koncepcja ta opiera sie na tezie, ze wymienione
populacje mogg wzajemnie na siebie wptywac (a zatem sie wzajemnie modyfikowad). Wykazalismy, ze
MSC mogg wspéttworzyé miotuby z mioblastami, ale obecno$é czynnikdéw wydzielanych przez
mioblasty (komorki przedzielone pdtprzepuszczalng btong) nie powoduje réznicowania sie MSC w
miotuby ani nie indukuje ekspresji desminy w uzytym przez nas protokole dos$wiadczalnym. Nasze
wyniki wykazaty, ze MSC sg istotnie mniej wrazliwe na stres oksydacyjny niz mioblasty (poréwnanie
komodrek od tych samych dawcow). Niestety, nie udato sie wykazaé, zeby obecnosé MSC wptywata na
wrazliwos$¢ na stres oksydacyjny komoérek izolowanych z miesni. Ciekawe wyniki uzyskaliémy z analiz
proliferacji. Nadsgcz znad MSC stymulowat tempo podziatéw mioblastow. Jednoczesnie, nadsgcz znad
mioblastow hamowat aktywnos¢ proliferacyjng MSC. Hamowanie podziatébw MSC w obecnosci
mioblastow moze by¢ zwigzane ze stopniowym wchodzeniem MSC na Sciezke réznicowania. Jednak,
jezeli MSC rzeczywiscie mogg osiggngé¢ miogenny fenotyp, to albo potrzebujg wiecej czasu, albo
bardziej kompleksowej stymulacji pochodzacej rowniez z innych komérek rezydujacych w tkance
miesniowej. Podsumowujgc, wykazaliSmy siatke réznorodnych interakcji pomiedzy mioblastami a
MSC, ktére moga stanowi¢ wskazowki w rozumieniu fizjologicznych proceséw zwigzanych z
regeneracjg miesni szkieletowych (a takze miesnia EUS), szczegdlnie w odniesieniu do udziatu
komadrek pochodzacych ze szpiku kostnego w tych zjawiskach. Ponadto, otrzymane wyniki wskazuja,
ze wspotprzeszczepianie dwdch typdéw komodrek moze byc¢ ciekawag alternatywa dla bardziej
tradycyjnych metod pozaustrojowej modyfikacji komérek przeznaczonych do transplantacji.

5.3. Badania metodologiczne na duzych modelach zwierzecych

5.3.1. Burdzinska A, Crayton R, Dybowski B, Koperski t, ldziak M, Fabisiak M, Paczek L,
Radziszewski P. Urethra distension as a novel method to induce sphincter insufficiency in
the porcine animal model. Int J Urol. 2012; 19: 676-82 IF - 1,73

5.3.2. Weronika Zarychta-Wisniewska, Anna Burdzinska*, Radostaw Zagozdzon, Bartosz
Dybowski, Marta Butrym, Zdzistaw Gajewski, Leszek Paczek. In vivo imaging system for
explants analysis - a new approach for assessment. of cell transplantation effects in large
animal models. Plos One 2017 Sep 20;12(9):e0184588. doi:
10.1371/journal.pone.0184588 IF — 2,8 (*autorka korespondencyjna)

5.3.3. Dybowski B, Burdziriska A*, Siewruk K, Dagbrowski M, Paczek L, Radziszewski P. Optimum
anesthesia for reliable urethral pressure profilometry in female dogs and goats. Int J Urol.
2016 Aug;23(8):701-5. doi: 10.1111/iju.13114. - IF - 1,84 (*autorka korespondencyjna)

Omowienie

Prace wymienione w tej czeSci sg bardzo zblizone tematycznie do cyklu, ktéry przedstawiam jako
gtéwne osiggniecie. Sg to prace, ktore mozna okresli¢ jako metodologiczne. Praca doswiadczalna z
uzyciem duzych gatunkéw zwierzat jest bardzo wymagajaca. Liczba zwierzat, ktére uzywa sie do
doswiadczen jest relatywnie mata ze wzgledow etycznych, logistycznych, finansowych. Z drugiej
strony, etap badan na duzych zwierzetach jest czesto ostatnim etapem poprzedzajgcym rozpoczecie
ewentualnych préb klinicznych. Dlatego, protokoty doswiadczalne powinny by¢ maksymalnie
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dopracowane. Nasz zespdt pod moim kierownictwem poswiecit duzo wysitkbw na okreslenie
optymalnych protokotéw i przedstawione prace sg tego efektem. Pierwsza przedstawia nowg metode
eksperymentalnego uszkodzenia zwieracza cewki moczowej na modelu $winskim. Opracowany przez
nas model uszkodzenia zwieracza cewki poprzez odsrodkowe rozcigganie jest rozwigzaniem, ktére
zostato pdzniej opisane w kilku pracach, a nawet zastosowane przez badaczy w Tybingi. Jednak, ze
wzgledu na fakt, ze chciatam uzywaé protokotéw minimalnie inwazyjnych, nie zdecydowatam sie na
wykorzystanie naszego modelu w realizacji kolejnego projektu. Druga praca przedstawia proces
walidacji protokotu zaproponowanego przez nas do testowania obecnosci przeszczepionych komérek
w eksplantach z uzyciem systemu do przyzyciowego obrazowania. Zaproponowany przez nas system
oceny wyizolowanych organéw pozwala na ograniczenie liczby zwierzat uzytych w doswiadczeniach
(umozliwia wykonanie dwdch typdw analiz z jednej prébki, podczas gdy wedtug wczesniej uzywanych
metod potrzebne bylyby dwie prébki, czyli uzycie dwdch zwierzat). Trzecia praca opisuje wyniki
procesu optymalizacji przeprowadzania profilometrii cewkowej (UPP) u duzych zwierzat. Prowadzone
przez nas prace wykazaty ograniczenia stosowania pomiaréw UPP u zwierzat, ktére podczas tej
procedury muszg pozostawac¢ w stanie znieczulenia. Nasze starania doprowadzity do opracowania
optymalnych warunkéw przeprowadzania tego badania (zaréwno w odniesieniu do schematu
znieczulania jak i warunkéw technicznych, jak tempo wysuwania i perfuzji cewnika podczas badania),
ale jasno wskazujemy w naszej publikacji, ze do interpretacji wynikow nalezy podchodzi¢ z
ostroznoscig. Wydaje sie, ze okreslenie przez nas przedziatdw ufnosci dla danych typéw pomiaréw
moze stanowié przydatne wytyczne dla przysztych badan tego typu.

5.4. Aktualne kierunki badawcze

Moje aktualne zainteresowania badawcze obejmujg dodatkowo dwa kierunki: wptyw lekdw na
komérki MSC i wptyw komérek MSC na rozwéj zmian nowotworowych. W jednym z badan, w ktérych
uczestniczytam (ldziak et al. 2014, publikacja 5.5.3.) wykazaliSmy, ze toksyny mocznicowe wptywaja
istotnie na niektére parametry ludzkich MSC, w tym ich aktywnos¢ sekrecyjng. Mozna sie spodziewaé,
ze rodwniez stosowanie wielu lekéw wptywa znaczaco na funkcjonowanie komdérek MSC i tym samym
moze mie¢ znaczenie dla ich terapeutycznego potencjatu. Nadzoruje merytorycznie mini granty
studenckie, w ramach ktérych prowadzimy badania nad wptywem statyn na MSC w warunkach
hipoksji i normoksji. Ponadto, nadzoruje merytorycznie wykonanie projektu pt. "Wptyw ibuprofenu na
potencjat immunomodulacyjny i regeneracyjny ludzkich mezenchymalnych komérek zrebu szpiku
kostnego realizowanego w ramach programu PRELUDIUM, finansowanego przez NCN. Odrebnym
zagadaniem jest wptyw komdrek MSC na proces nowotworzenia. Od kilku lat pojawiajg sie
doniesienia dotyczace ryzyka wspomagania wspdtistniejgcych proceséw nowotworowych przez
komarki MSC. Uczestnicze w realizacji projektu prowadzonego przez badaczy z Centrum Medycznego
Ksztatcenia Podyplomowego, ktérego celem jest identyfikacja czynnikdw rekrutujgcych MSC przez
komarki raka jasnokomérkowego nerki. Efektem tego procesu jest stymulacja rozwoju raka, a celem
projektu jest wykrycie nowych potencjalnych celéw terapeutycznych w leczeniu tego typu
nowotworéw. Jestem tez wspoétautorka publikacji (Fidyt et al. 2019), w ktdérej zaproponowano system
tioredoksyny jako nowy cel terapeutyczny w leczeniu ostrej biataczki limfoblastycznej z limfocytéw B
(BCP-ALL). Komdrki BM-MSC wptywaty korzystnie na przezycie komdrek BCP-ALL i zwiekszaty we
wspothodowli opornosé komérek BCP-ALL na testowane inhibitory tioredoksyny.

Fidyt K, Pastorczak A, Goral A, Szczygiel K, Fendler W, Muchowicz A, Bartlomiejczyk MA, Madzio J, Cyran J,
Graczyk-Jarzynka A, Jansen E, Patkowska E, Lech-Maranda E, Pal D, Blair H, Burdzinska A, Pedzisz P, lodkowska-
Mrowka E, Demkow U, Gawle-Krawczyk K, Matysiak M, Winiarska M, Juszczynski P, Mlynarski W, Heidenreich O,
Golab J, Firczuk M. Targeting thioredoxin system as a novel strategy against B cell acute lymphoblastic leukemia.
Mol Oncol. 2019 Mar 12. doi: 10.1002/1878-0261.12476. [Epub ahead of print]. IF—5.26
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5.5. Pozostate publikacje oryginalne

5.5.1. Dagbrowski FA, Burdzinska A, Kulesza A, Kaleta B, Pgczek L, Wielgo$ M. Premature fetal
tissues are 4possible source of valuable mesenchymal stem cells. Ginekol Pol.
2017;88(4):191-197. doi: 10.5603/GP.a2017.0037. IF-0,6 (autorka korespondencyjna)

5.5.2. Korowash SI, Burdzinska A, Pedzisz P, Dgbrowski D, Mostafa AA-M, Abdel-Razik A,
Mahgoub A, lbrahim DM. Selenium-Substituted Hydroxyapatite Nanoparticles and their in
Vitro Interaction on Human Bone Marrow-and Umbilical Cord-Derived Mesenchymal Stem
Cells. Interceram-International Ceramic Review 66 (6), 244-252

5.5.3. ldziak M, Pedzisz P, Burdzifiska A, Gala K, Pgczek L. Uremic toxins impair human bone
marrow-derived mesenchymal stem cells functionality in vitro. Exp Toxicol Pathol. 2014; 66:
187-94IF-1,8

5.5.4. Gala K, Burdzinska A, Idziak M, Wilczek E, Paczek L. Transplantation of mesenchymal stem
cells into the skeletal muscle induces cytokine generation. Cytokine. 2013; 64: 243-50. IF -
2,87

5.5.5. Burdzinska A, Bartoszuk-Bruzzone U, Godlewski MM, Orzechowski A. Sodium ascorbate and
basic fibroblast growth factor protect muscle-derived cells from H202-induced oxidative
stress. Comp Med. 2006 Dec;56(6):493-501. IF — 0,993

5.6. Wybrane artykuty poglagdowe

5.6.1. Burdzinnska A, Berwid S, Orzechowski A. [Muscle cell transplantations: the ups and downs].
Postepy Hig Med Dosw (Online). 2005;59:299-308. Review. Polish.

5.6.2. Gala K, Burdziniska A, Paczek L. Bone marrow derived mesenchymal stem cells and aging.
Postepy Biol Kom. 2010; 37: 89-106. Polish

5.6.3. Burdzinska A, Paczek L. Myogenic stem cells--the new material for periurethral injections
in the treatment of urinary incontinence. Przegl Lek. 2008; 65: 362-6. Polish.

5.6.4. Burdzinska A. Przeszczepienia wysp trzustkowych w leczeniu cukrzycy u pséow — realna
perspektywa czy Slepa uliczka? Mag Wet. 2018; 12: 5-7.

5.6.5. Burdzinska A, Idziak M. Komoérki macierzyste w weterynarii — potencjat wymagajacy
potwierdzenia. Mag Wet. 2014; 9: 857-861.

5.6.6. Burdzinska A, Idziak M. Komdrki macierzyste w weterynarii — fakty i mity. Mag Wet. 2013;
7:695-704.

5.7. Rozdziaty w ksigzkach

Burdzinska A. “Transplantacje komdrkowe w leczeniu nietrzymania moczu” w Barcz E.
“Uroginekologia. Schorzenia dna miednicy.” Gdansk, Via Medica, 2017, str. 132-134. ISBN
978-83-65672-81-0
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Burdzinska A. Stem and progenitor cells in muscle regeneration and potential treatment. In
“Stem cell, regenerative medicine and cancer” edited by Shree Ram Singh, Nova Publishers,
2011, 311-348

6. ANALIZA BIBLIOMETRYCZNA DOROBKU (STAN NA DZIEN 15.03.2019)

Ponizej przedstawiam tabelaryczne zestawienie mojego dorobku naukowego z podziatem na
prace opublikowane przed i po uzyskaniu stopnia doktora.

PRZED DOKTORATEM PO DOKTORACIE
liczba IF MNiSW liczba IF MNiSW
Oryginalne
petnotekstowe 1 0,993 20 20 45,94 497
prace naukowe
Prace 3 - 15 14 1,29 54
pogladowe
RAZEM 4 0,993 35 34 47,94 551

Sumaryczny impact factor wedtug listy JCR zgodnie z rokiem opublikowania: 48,223
Sposrdod 21 petnotekstowych, oryginalnych prac naukowych, w 16 jestem pierwszg badi
korespondencyjng autorka (wszystkie prace z czasopism posiadajacych IF). Publikacje te maja

sumaryczny IF = 35,45

Dodatkowo, jestem wspodtautorka (jako autorka korespondencyjna) publikacji
zaakceptowanej do druku w czasopismie o IF=3,96

Indeks Hirsha - 8

Liczba cytowan publikacji wedtug bazy Web of Science (bez autocytowan) z dnia
15.03.2019 - 101
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7. KIEROWANIE ORAZ UCZESTNICTWO W PROJEKTACH BADAWCZYCH
7.1) Kierowanie projektami

7.1.1. 2013-2015 - "Los mioblastéw i mezenchymalnych komdérek macierzystych po
transplantacji do zwieracza cewki moczowej. Badanie poréwnawcze na duzym modelu
zwierzecym" - projekt finansowany przez Fundacje na Rzecz Nauki Polskiej w ramach
programu POMOST, umowa nr POMOST/2012-6/2

7.1.2. 2008-2012 - ,Ocena przezywalnosci i unerwienia autologicznych przeszczepow
komodrek pochodzacych z miesni do zwieracza cewki moczowej Swini oraz préba
opracowania zwierzecego modelu wysitkowego nietrzymania moczu.” - projekt Nr N
N403 091635 finansowany przez Ministerstwo Nauki i Szkolnictwa Wyiszego

7.2) Udziat w projektach

7.2.1. od 01.2018 - ,Ocena wptywu czynnika indukowanego hipoksja 1 na
immunomodulacyjne wtasciwosci ludzkich mezenchymalnych komérek zrebu”, projekt nr
2017/25/B/Nz6/01380 finansowany przez Narodowe Centrum Badan w ramach programu
OPUS, pod kierownictwem prof. dr hab. n. med. Leszka Paczka. Udziat jako
wykonawczyni, zastepczyni kierownika

7.2.1. 2014 do 2018 - ,Nowatorskie metody inzynierii tkankowej wspomagajgce gojenie i
regeneracje Sciegien i wiezadet” finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i
Rozwoju w ramach programu Strategmed — Kierownik zadania 1.4. - prof. dr hab. n.
med. Leszek Paczek. udziat jako wykonawczyni, zastepczyni kierownika zadania

7.2.3. 2016-2018 Wptyw przedimplantacyjnego podania komérek macierzystych na leczenie
nieptodnosci, projekt nr 1IW51/PM11D/14/14, Kierownik - Prof. dr hab. n. med. Mirostaw
Wielgos. Funkcja — opieka merytoryczna nad gtéwnym wykonawca projektu - Filipem
Dabrowskim (promotorka pomocnicza)

7.2.4. od 01.2019 Czasteczki rekrutujace mezenchymalne komorki macierzyste do komorek
raka nerki - zintegrowana analiza na poziomie transkryptomu, proteomu i metabolomu.
projekt nr 2018/29/B/NZ5/01211 finansowany przez Narodowe Centrum Badan w
ramach programu OPUS, pod kierownictwem prof. dr hab. n. med. Leszka Padr hab.
Agnieszki Witkowskiej-Piekietko. Udziat jako wykonawczyni

8. PATENTY

Udzielony patent europejski": ,Prowadnica igty endoskopu do wykonywania katowych wstrzyknie¢
do Sciany narzagdéw rurowych na zadang gtebokos¢ oraz zestaw do wykonywania kgtowych
wstrzykniec”

Autorzy: Anna Burdzinska, Bartosz Dybowski, Patryk Kaupa.

W roku 2018 patent uzyskat ochrone w 4 panstwach (Polsce, Francji, Wielkiej Brytanii i Niemczech).
Modj wktad w powstanie patentu polegat na udziale w projektowaniu opatentowanego elementu,
bratam udziat w pracach zwigzanych z testowaniem prototypu, a takze je nadzorowatam, jako
kierowniczka projektu w ramach ktérego wynalazek zostat wytworzony. Wspdttworzytam i
zatwierdzatam tresc zgtoszenia patentowego. Bytam odpowiedzialna za merytoryczng czes¢
korespondencji z urzedem patentowym (za posrednictwem Rzecznikéw Patentowych). Swéj udziat
oceniam jako 40%.
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Nr zgtoszenia: EP 16155346.6
Nr publikacji: EP 3 056 134
Uprawniony: Warszawski Uniwersytet Medyczny

9. AKTYWNY UDZIAL W MIEDZYNARODOWYCH | KRAJOWYCH KONFERENCJACH NAUKOWYCH

Jestem autorka i wspdétautorka ponad 30 prezentacji konferencyjnych. Wystgpienia miaty forme
zaproszonych wyktadéw, prezentacji ustnych badz plakatowych. Wybrane wystgpienia konferencyjne:

Anna Burdziriska, Robert Crayton, Bartosz Dybowski, tukasz Koperski, Marta Idziak, Kamila Gala, Piotr
Radziszewski, Leszek Paczek. Porcine muscle-derived cells enhance urethral closure pressure after
autologous transplantation into uninjured urethral sphincter. Joint Congress of Cell Transplant Society
and International Xenotransplantation Society, Miami, USA, 23-26.10.2011, referat

Anna Burdziriska, Kamila Gala, Aleksandra Wyczatkowska-Tomasik, Marta Idziak, Cezary Kowalewski,
Leszek Paczek. Local cytokine profile after autologous transplantation of muscle derived cells into the
skeletal muscle. world conference on regenerative medicine — Leipzig, Niemcy, 2-4.11.2011, referat

Burdzinska Anna, Dybowski Bartosz, Bojarczuk Kamil, Godlewski Michat, Gajewski Zdzistaw, Paczek
Leszek. "Transurethral cell delivery as treatment of stress urinary incontinence - clues from large
animal model studies." BIT" 7th Annual World Congress of Regenerative Medicine & Stem Cell-2014,
13-16.11.2014 Haikou, China, referat na zaproszenie

Zarychta-Wisniewska W, Burdziriska A, Gala K, Aksamit A, Siennicka K, Paczek L. The modulations of
MSC features in vitro before transplantation - the potential benefits and risks. Bone marrow
transplantation —much more then haematopoietic tissue reconstitution. Wroctaw 18-20.12.2017,
referat, Burdziniska - autorka prezentujaca

Anna Burdziriska. Cell-based therapy for urinary incontinence - what can we learn from large animal
studies? — wyktad na zaproszenie podczas Miedzynarodowe] Konferencji Studenckiej ,Symbioza”, 11-
13.05. 2018
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