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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Karoliny Ewy Zakrzewskiej pt.: ,Metody hodowli ludzkich komorek pochodzenia
watrobowego z wykorzystaniem modyfikowanych genetycznie komorek

podtrzymujacych hodowl¢”

Obecnie nie ma skutecznej terapii krancowej niewydolno$ci watroby. Pacjenci z ostra
niewydolnoscia lub zaostrzeniem przewlekie] niewydolnosci tego watroby kwalifikowani sg
do przeszczepu tego narzadu. Od wielu lat trwajg badania nad opracowaniem metody, ktora
moglaby postuzy¢ do detoksykacji pacjentow oczekujgcych na przeszczep watroby lub/i
umozliwilaby wytworzenie mechanizméw regeneracji tego narzadu. W ciggu ostatnich
dziesigcioleci, stosowane byly rézne techniki pozaustrojowego oczyszczania Krwi ze
szkodliwych toksyn, ktore odgrywajg rolg w patofizjologii niewydolnosci watroby. Jako
systemy symulujace funkcje watroby probowano zastosowaé zlozone metody detoksykacyjne
takie jak np. dializa watrobowa, frakcjonowanie osocza czy transfuzj¢ wymienng osocza.
Niestety, badania prowadzone w wielu osrodkach nie wykazaly poprawy wskaznikow
$miertelnodei pacjentéw, u ktorych stosowano leczenie z wykorzystaniem tych urzadzen.
Dlatego tez, trwaja badania nad wytworzeniem systemu okreslanego biosztuczna watrobg
(BAL, ang. bioartificial liver) o strukturze i funkcji mozliwie jak najbardziej zblizonej do

ludzkiej watroby. Urzadzenie to wymaga duzej ilosci zywych i wysoce aktywnych
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pozyskiwaniu i hodowli komorek.

Przedstawiona do oceny rozprawa dotyczy opracowania metody diugotrwalej hodowli
komérek pochodzenia watrobowego, przy uzyciu genetycznie modyfikowanych ludzkich
fibroblastow, jako komérek podtrzymujacych hodowle. Stanowi kontynuacj¢ badan nad
skonstruowaniem mikroreaktora do hodowli komoérek watrobowych prowadzonych przez
Zespoly Promotora i Promotora Pomocniczego recenzowanej rozprawy doktorskiej.

Doktorantka postawita przed soba dwa ambitne cele:

- opracowanie wydajnej metody izolacji komérek z ludzkiej watroby oraz
cytometrycznej analizy stuzacej do oceny izolatu watrobowego

- wykorzystanie zmodyfikowanych genetycznie linii fibroblastow, jako swoistego
,wspomagania” hodowli hepatocytow i zbadanie wpltywu tych komorek na zywotnos¢
hepatocytow.

Do swoich badan Doktorantka wykorzystala fragmenty watréb uzyskanych od
zréznicowanych dawcow (pteé, wiek, przebyta chemioterapia). Dwie metody: powszechnie
stosowana metoda podwojnej perfuzji i opracowana przez Zespot w skiad ktorego wchodzi
Doktorantka - metoda maceracji zostaly wykorzystane do izolacji hepatocytéw z pobranych
wycinkow. Analizy przeprowadzone przez Doktorantke wykazaty w sposob nie budzacy
zadnych watpliwosci, Ze zastosowanie metody maceracji poprawia wydajnos¢ izolacji i
zywotno$¢ komorek. Badania markerow charakteryzujacych rozne populacje komorek
pozwolily na wyciagniecie wniosku, ze zdecydowanie lepszymi parametrami wykazywaly si¢
komorki pobrane od miodych mezczyzn. Ta czes¢ badan moze mie¢ znaczenie kliniczne i
ciekawe by bylo poznanie mechanizméw powodujacych te roznice.

Badania kokultur komérek watrobowych z ludzkimi fibroblastami przebiegaly
dwutorowo. W czesci pierwszej Doktorantka analizowata funkcjonalno$¢ komorek z
wprowadzonymi trwale do genomu genami kodujacymi biatka fluorescencyjne (EGFP i
DsRed2), co umozliwito $ledzenie zmian w kokulturze w trakcie prowadzenia hodowli. W
drugiej czesci badan Doktorantka skoncentrowata si¢ nad charakterystyka hodowli z
nadekspresjag genu kodujacego epidermalny czynnik wzrostu i udowodnita, ze tak

zmodyfikowane komorki maja dodatni wptyw na komorki watrobowe.
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Rozprawa doktorska zostala przygotowana w formie obszernego manuskryptu w
rozdzialéw, podsumowanie, spis literatury oraz 5 suplementow.

Ocena sposobu przedstawienia pracy:

W obszernym wstepie Doktorantka szczegdlowo omawia zagadnienia zwigzane z
izolacja i hodowla hepatocytow oraz komorek stosowanych jako substytuty ludzkich komorek
watrobowych. Nastepnie przedstawia metody transfekcji linii komorkowych i definiuje cele
swojej rozprawy doktorskiej. Wprowadzenie zostalo napisane ze znajomoscig tematu w
oparciu o obszerne dane literaturowe.

Rozdzialy ,,Materialy” i ,Metody” stanowig bardzo szczegélowy opis zastosowanych
procedur laboratoryjnych. Doktadnos¢ opisu powoduje, ze rozdzialy te sg gotowym skryptem
laboratoryjnym, wedtug ktérego mozna powtérzy¢ wykonane przez Doktorantke
eksperymenty. Kolejna czg$¢ rozprawy poswigcona jest omdwieniu wynikow otrzymanych
przez Doktorantke. Opisy poszczegélnych wynikow Autorka ilustruje tabelami, wykresami i
imponujacymi  zdjeciami mikrospowymi. Konsekwentna i logiczna dyskusja wynikoéw
napisana jest w kontekscie do aktualnego pi$miennictwa i podobnie jak wstgp swiadczy o
bardzo dobrym teoretycznym przygotowaniu Doktorantki. ,,Podsumowanie” zawiera zwigzle
omowienie wiasnych wynikow i zakonczone jest piecioma waznymi wnioskami, ktore oprocz
wartosci naukowych zawieraja rowniez zdecydowany aspekt aplikacyjny.

Rozprawa jest wyjatkowo starannie opracowana pod wzgledem edytorskim. Zawiera

bardzo niewiele bledow edytorskich, nie majgcych wplywu na merytoryczng jakos$¢ pracy.

Uwagi

Moje uwagi, a wlasciwie sugestie dotycza przedstawienia strony metodycznej pracy
doktorskiej. Przede wszystkim brakuje mi opisu eksperymentéw zwiazanych z konstrukejg
wektorow ekspresyjnych. Pomimo otrzymania negatywnych wynikéw uwazam ze, opis
przeprowadzonych eksperymentow powinien byé umieszczony w glownej czesci doktoratu.
Jestem takze cickawa opinii Doktorantki o powodach niepowodzenia te] czgsel
eksperymentéw. Uwazam réwniez, ze dodanie choéby krotkiego fragmentu przedstwiajacego

dane epidemiologiczne i kliniczne dotyczace ostrych i przewlektych schorzen watroby,
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wzbogacitoby rozprawe i przedstawitlo bezposredni dowdd na potrzebg¢ badan
przeprowadzonych przez Doktorantke.

Zamieszczone uwagi/sugestie nie umniejszaja znaczenia pracy, ktora jest cennym
wkladem w badania majace na celu opracowanie wydajnego bioreaktora dziatajacego jako
pomost dla pacjentéw czekajacych na przeszczep lub do regeneracji watroby. Na podkreslenie
zashuguje fakt, ze cze$é wynikéw przedstawionej do oceny pracy zostata opublikowana, a
Pani mgr Karolina Zakrzewska jest wspolautorka trzech —artykutow, w ktérych
opublikowanych w czasopismach PLOS ONE, Acta Biochimica Polonica i Artificial Organs.
Nalezy podkresli¢, ze w tych publikacjach jest pierwszym autorem.

Podsumowujac, uwazam ze Doktorantka osiggnela zalozone cele. Opracowata
wydajniejsza metodg izolowania komérek watroby oraz cytometryczng metode oceny izolatu
watrobowego. Udowodnila, ze wykorzystanie fibroblastow z nadekspresjg epidermalnego
czynnika wzrostu poprawia parametry hodowli hepatocytow. Oprécz walorow naukowych
praca ma bardzo istotny aspekt kliniczny.

Rozprawa doktorska mgr inz. Karoliny Zakrzewskie] spetnia wszystkie wymogi
stawiane pracom doktorskim, przeto wnosz¢ do Rady Naukowej Instytutu Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Nalg¢cza PAN o dopuszczenie jej autorki mgr Karoliny
Zakrzewskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Poniewaz praca jest orginalna,
wnosi nowa wiedze zaréwno naukows jak i aplikacyjng i wyniki w niej zamieszczone zostaly

czesciowo opublikowana w prestizowych czasopismach, postuluj¢ o nagrodzenie Autorki

pracy stosowna nagrodg.
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