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Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr Karoliny
Zakrzewskiej podejmuje wazny naukowo temat opracowania metody
izolacji i dtugotrwatej hodowli komorek pochodzenia watrobowego
wykorzystujgc w tym celu zmodyfikowane genetycznie komorki

podtrzymujgce hodowle.

Rozprawa doktorska podejmuje jedno z najtrudniejszych i
najwazniejszych probleméw naukowych w celu wykorzystania wynikéw
w praktyce klinicznej. Problemy naukowe dotyczgce izolowania i hodowli
komérkowej dla potrzeb klinicznych ludzkich hepatocytow stanowig
dzisiaj jeden z priorytetéw badawczych i rozwigzywane sg w osrodkach
naukowo-badawczych i badawczo-rozwojowych na catym swiecie.

Na podstawie przegladu literatury Doktorantka wtasciwie formutuje
wnioski, cele i zatozenia pracy badawczej w oparciu o 520 publikaciji
naukowych o zasiegu $wiatowym. Publikacje naukowe, ktdre cytuje w
rozprawie doktorskiej w adekwatny sposéb odnoszg si¢ do omawianych
wynikéw wiasnych badan i dotyczg omowienia aktualnych zagadnien i
badan dotyczacych podjetej problematyki. W cytowanym pismiennictwie
odnosi sie réwniez do wynikéw badan otrzymanych w krajowej jednostce
naukowej i prac opublikowanych w krajowych czasopismach o zasiegu
miedzynarodowym. Dotychczasowy stan wiedzy wskazuje na
prowadzenie licznych prac i badan wykorzystujgc nowoczesne techniki
w celu opracowania metody/technologii, ktéra moze by¢ wykorzystana w
praktyce klinicznej w leczeniu ludzi. Pierwsze proby wykorzystywania
izolowanych ludzkich hepatocytébw w celu ratowania zycia ludzkiego
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dotyczyty konstruowania bioreaktorow z hodowanymi izolowanymi
ludzkimi czy tez zwierzecymi komoérkami watrobowymi i okazaty sie
niezadawalajgce jako pomost w oczekiwaniu na przeszczep czesci lub
catego narzgdu. Aktualnie w klinice wykonywane sg eksperymenty
lecznicze z wykorzystaniem izolowanych i/lub modyfikowanych ludzkich
komorek watroby co niewatpliwie stanowi przysztos¢ medycyny.

Tezy rozprawy doktorskiej sg jasno sformutowane i dobrze
udokumentowane w pracy doswiadczalnej w oparciu o badania in vitro z
wykorzystaniem izolowanych ludzkich hepatocytow.

Doktorantka w rozprawie doktorskiej podjeta sie rozwigzania
absolutnie podstawowego problemu naukowego jakim jest mozliwos¢
opracowania i wykorzystania nowej metody/technologii w hodowli in vitro
izolowanych ludzkich komérek pluripotentnych/ludzkich hepatocytéw z
przysztym przeznaczeniem terapeutycznym. W badaniach wykorzystano
linie komorkowe ludzkiej hepatomy (C3A) , ludzkie fibroblasty (HSF),
izolowane ludzkie hepatocyty (38 prébek) otrzymane od Pacjentéw
poddanych operacji czesciowej enukleacji, resekcji watroby w czasie
zabiegu operacyjnego i po przebytej chemioterapii (25 prébek).
Metodyka oraz materiat kliniczny w oparciu o doswiadczenia w innych
referencyjnych osrodkach zostat dostosowany do krajowych mozliwosci
W oparciu o opracowang wiasng , oryginalna i nowatorskg metode
otrzymywania materiatu biologicznego plazmidu pNL-H2B/mCherry-
gtxIRES/EGFP-WPRE/deltaU3  (dr K.  Pluta-pracownik  IBIB).
Jednoczesnie zamkniete uzycie genetycznie zmodyfikowanych ludzkich
linii komérkowych i komérek w celu modyfikacji genetycznych ludzkich
hepatocytow oraz komérek podtrzymujgcych hodowle z wykorzystaniem
wektoréw lentiwirusowych okazato sie skuteczne w opracowaniu po raz
pierwszy metody/technologii, ktéra z powodzeniem moze zostac
wdrozona do praktyki co stanowi mocng strone rozprawy doktorskiej.
Wykorzystanie tej metody, zmodyfikowanej przez Doktorantke jest w
petni uzasadnione i zgodne z kierunkami badan w referencyjnych
osrodkach badawczych w swiecie.

Jednym z podstawowych probleméw w prowadzeniu in vitro
hodowli komoérkowych z izolowanymi ludzkimi hepatocytami to wczesny
brak czynnosci wydzielniczej i funkcji metabolicznej (amoniak-mocznik),
utrata aktywnosci cytochromu P-450 i apoptoza i/lub rozpad komorkowy.
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Dlugotrwate  hodowle wymagajg modyfikacji sktadu medium
hodowlanego, zamiennikow jednak nadal sg nieskuteczne. Jedng z
obiecujgcych metod jest prowadzenie hodowli z genetycznie
zmodyfikowanymi  fibroblastami ludzkimi petnigcymi  funkcje
podtrzymujaca dla hepatocytéw co stanowito cel rozprawy doktorskiej z
mozliwoscig wykorzystania w praktyce klinicznej. Doktorantka wykonata
badania poréwnawcze metod izolacji i oceny czynnosci izolowanych
ludzkich hepatocytéw.

Uzyskane wyniki badan potwierdzajg wczesniejsze tezy i zatozenia
postawione przez Doktorantke w oparciu o bardzo dobrze opracowane i
udokumentowane wyniki w postaci tabel, wykreséw, rycin, interpretacji
oraz znakomitej jakosci dokumentacji graficznej/fotograficznej (PCR,
DotBlot, cytometr przeptywowy, mikroskopowe analizy
immunohistochemiczne itp.). Doktorantka wykazata wptyw wieku i ptci na
uzyskane wyniki jak réowniez czasu cieptego i zimnego niedokrwienia
(np.: pte¢ meska <60 r.z.) dla otrzymania wysokiej jakosci izolowanych
ludzkich hepatocytow. Badania kokultury komérek C3A z izolowanymi
ludzkimi fibroblastami produkujgcymi biatka fluoroscencyjne umozliwito
Doktorantce opracowanie narzedzia do obserwacji i analizy zmian
zachodzacych w hodowli dtugoterminowe.

Doktorantka wykazata doswiadczalnie 1 opisata oryginalng
obserwacje korzysci wynikajgcych z kokultury komorek pochodzenia
watrobowego z fibroblastami na ich czynno$¢, jak rowniez wptyw
obecnosci epidermalnego czynnika wzrostu w warunkach in vitro na
ditugotrwatg hodowle ludzkich hepatocytow.

Oryginalno$¢ pracy polega na wykorzystaniu zmodyfikowanych
genetycznie ludzkich fibroblastow , ktére charakteryzujg sie trwatg
nadprodukcjg czynnika wzrostu (EGF) w hodowli co w praktyce
zmniejsza koszty wynikajgce z suplementacji medium hodowlanego i
pracochtonno$¢ laboratoryjng. Ta wazna obserwacja stanowi
indywidualne i po raz pierwszy udokumentowane w eksperymencie
osiggniecie Doktorantki, ktére jest podstawg do wyrdznienia pracy. Na
tej podstawie rozprawa doktorska wnosi istotny wkitad do nauki z
wykorzystaniem nowych technik i metod z uzyciem inzynierii genetyczne;
w prowadzonych hodowlach komoérkowych in vitro dla potrzeb

klinicznych.



Pomimo niewielkich niezrecznosci stylistycznych i  nielicznych
btedow redakcyjnych/edytorskich, ktére w Zzadnym aspekcie nie
umniejszajg wartosci pracy , nalezy stwierdzi¢, Zze Doktorantka
przedstawita dojrzaty cel naukowy, dobrze przygotowany warsztat
badawczy, znakomitg znajomo$¢ zagadnienia i literatury, a przede
wszystkim dobre przygotowanie merytoryczne i umiejetnosé
rozwigzywania waznych problemoéw naukowych, ktore stuzg rozwojowi i
majg potencjalne znaczenie i zastosowanie w codziennej praktyce
kliniczne;.

Rozprawe doktorskg mgr Karoliny Zakrzewskiej, ktérg otrzymatem
do recenzji oceniam bardzo wysoko z powodu opracowania nowatorskiej
metody/technologii badawczej oraz zaplanowania bardzo trudnego i
zmudnego eksperymentu wymagajgcego ogromu indywidualnej pracy
laboratoryjnej w wyniku ktérej Doktorantka wykazata:

e opracowanie skutecznej, oryginalnej i prostej metody izolac;ji
ludzkich hepatocytow

e opracowanie oryginalnej metody diagnostycznej oceniajgcej
stan czynnosciowy i funkcjonalny hepatocytéw z pobranej
biopsji od Pacjenta z uzyciem cytometru przeptywowego,
ktory to wynik moze wykazaé tzw. rezerwe regeneracyjng
hepatocytéw u ptci zenskiej co ma znaczenie prognostyczne
w klinice

e po raz pierwszy wykorzystano genetycznie modyfikowane
fibroblasty otrzymane ze skéry Iludzkiej , ktére trwale
produkujg czynnik wzrostu w warunkach in vitro w hodowli z
hepatocytami i odpowiadajg prawidtowg czynnoscig i funkcjg

Nowatorskie opracowanie metod, dobrze udokumentowane w rozprawie
doktorskiej mgr Karoliny Zakrzewskiej, oryginalnos¢ i wyjatkowosc tej
pracy, ktéra wnosi nowg jakos¢ do nauki uzasadnia dalszg promocje.

Przekazana mi do recenzji rozprawa doktorska w oparciu o zastosowane
po raz pierwszy nowatorskiego rozwigzania problemu naukowego w
postaci nowych metod/technologii badawczych z potencjalng
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mozliwoscig wykorzystania w praktyce upowazniajg mnie z petnym
przekonaniem do wyrazenia opinii ,ze:

,Rozprawa doktorska spetnia warunki okreslone w art.13 ust.1 ustawy z
dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. Nr 65, poz.595, z p6zn.
zm.)”

Jednoczesnie wnosze do Wysokiej Rady Instytutu
Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej w Warszawie o
wyroznienie pracy doktorskiej.

W uzasadnieniu zwracam uwage na praktyczne znaczenie wynikow
pracy dotyczace w szczegoblnosci opracowania nowej
metodologii/technologii z uzyciem inzynierii genetycznej. Osiggniete
wyniki i ich powtarzalnos¢ w kazdych warunkach laboratoryjnych |,
wskazujgc na oszczednosci poprzez niskie naktady i stanowig wysokie
prawdopodobienstwo wdrozenia do praktyki/terapii co zostato wykazane
przez Doktorantke i dobrze udokumentowane w rozprawie doktorskie;.
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