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Wprowadzenie

Wraz z rozwojem nauk biologicznych podstawowe cegietki organizmow, jakimi sa
komérki, powoli przestaja by¢ jedynie obiektem ciekawosci istot z nich zbudowanych. Staja si¢
podmiotem badan, modyfikacji czy wrecz inzynierskich manipulacji. Nie potrafimy jeszcze
stworzy¢ calego organizmu, ale potrafimy juz manipulowa¢ wieloma cechami pojedynczych
komérek i pracujemy nad kolejnym krokiem, jakim jest wspélna hodowla réznych komdrek w
celu zbudowania pierwszych dziatajacych systemoéw - sztucznych organéw. Recenzowana

praca dobrze wpisuje doskonale sie w ten nurt badan naukowych.

Rozprawa doktorska Pani magister Karoliny Ewy Zakrzewskiej pt. »2Metody hodowli
ludzkich komérek pochodzenia watrobowego z wykorzystaniem modyfikowanych genetycznie
komérek podtrzymujacych hodowle” jest pracg bardzo obszerng, liczaca blisko dwiescie stron.

Autorka zajela sie w niej izolacja i hodowlg ludzkich hepatocytéw. Komorki takie mogg znalez¢




zastosowanie do testowania toksycznosci lekéw czy innych substancji, co jest mniej
obcigzajace moralnie w poréwnaniu z badaniami na zwierzgtach. Jeszcze bardziej ambitnym
jest zastosowanie takich komoérek przy budowie biologicznej-sztucznej watroby. Hodowla
komérek izolowanych z ludzkiej watroby nastrecza wiele ktopotow. Komérki te w ciagu kilku -
kilkunastu dni odréznicowywuja, co skutkuje zmianami morfologicznymi i funkcjonalnymi. Z
kolei unie$miertelnione lub pochodzace z nowotworéw hepatocyty nie nadaja si¢ do wielu
zastosowarn, poniewaz nie wytwarzaja wszystkich enzyméw, ich fizjologia minimalnie odbiega
od komérek naturalnych.

Recenzowana praca poprzedzona jest obszernym wstepem, w ktdérym jej autorka
przedstawia metody izolacji komérek watroby. Dalej szczegétowo opisuje metodyke hodowli
komoérek i wplyw warunkéw hodowli i dodatkéw réznych biatkowych czynnikéw wzrostu na
réznicowanie komoérek. Opisuje réwniez hodowle kokulturowe oraz metody wprowadzania
DNA do komoérek. Dalej nastepuje wyczerpujacy opis materialéw i stosowanych w pracy
metod.

Sama rozprawa jest praca typowo eksperymentalng. Sama autorka dzieli ja na kolejne
trzy etapy. W pierwszej czeéci zajmuje sie izolowaniem komoérek watrobowych z materiatu
pooperacyjnego dostarczanego ze szpitala. Do izolowania komoérek stosuje i porownuje dwie
metody: perfuzji i maceracji. Wskazuje tu na wyzszos¢ tej drugiej techniki ze wzgledu na
wyzsza wydajnos¢ i zywotnoé¢ komorek. W drugim etapie pracy zajmuje si¢ genetyczng
modyfikacja komérek bazowych, ludzkich fibroblastéw, w celu otrzymania komdrek
podtrzymujacych w kokulturze hodowle hepatocytow. W ramach tej czesci badan opisuje
przygotowanie odpowiednich plazmidéw i wektorow lentiwirusowych, transdukcje komorek
oraz ocene jej rezultatéw. Do fibroblastéw wprowadzono geny kodujace biatka fluorescencyjne
w celu ulatwienia ich $¢ledzenia oraz epidermalny czynnik wzrostu. W trzecim etapie
prowadzono hodowle zmodyfikowanych fibroblastow i komorek watrobowych pochodzacych z
linii komérkowej. Nastepnie oceniano funkcje wydzielnicze, zywotnoéc komorek oraz
tworzenie sie kanalikow zdtciowych.

Na podstawie czeéci rozprawy przedstawiajacej wyniki i plynace z nich wnioski
mozemy skonkludowac ze:

- opracowana metoda izolacji komorek watroby oparta o maceracje enzymatyczng pozwala
uzyska¢ wiecej komérek i o lepszej zywotnodci, produkujace wigcej albuminy i chetniej
tworzace kanaliki zoélciowe,

- modyfikacja genetyczna fibroblastéw ludzkich przebiegla skutecznie, komorki wykazywaty

ekspresje biatek fluorescencyjnych,




- zmodyfikowane genetycznie komoérki z dodatkowa kopig genu kodujacego czynnik wzrostu
dobrze spetnialy role warstwy podtrzymujacej komorki watroby w hodowli kokulturowej
pozytywnie wplywajac na fizjologie komorek linii watrobowej.

Krytyczna ocena pracy

Oceniana praca jest typowa praca eksperymentalna. Swojg struktura przypomina
troche raport z projektu badawczego. Teza naukowa pracy postawiona jest wstepnie i troche
mimochodem na stronie 8-ej, we wstepie, a nastepnie jawnie na stronie 62-giej. Uwazam, ze
teze naukowa doktoratu trzeba stawia¢ jasno i na poczatku pracy. Takie postawienie tezy i
przeprowadzenie dowodu odréznia rozprawe od raportu z badan.

Praca jest bardzo dobrze zredagowana a jej tekst dobrze opracowany, niemniej nie
udato sie unikna¢ kilku drobnych bledéw (np. tytut rozdziatu str. 86). Generalnie struktura
rozdzialéw i podrozdzialéw jest troche zbyt gleboko zagniezdzona, do czterech poziomow.
Tworzenie tak duzej liczby drobnych podrozdziatéw utrudnia odbidr pracy. Praca jest tez
bardzo obszerna, co czasami utrudnia jej odbidr. Praca liczy blisko 200 stron, zawiera bardzo
obszerny i wyczerpujacy wstep - moze troche zbyt obszerny, dobrze wykonana analize
literatury - liczaca ponad 500 pozycji i opis czesci eksperymentalnej.

Autorka nie ulegta pokusie podawania wynikéw z zawyzona doktadnoscia, tak typowej
w pracach doktorskich eksperymentalnych. Podawanie wyniku pomiaru z dokladnoscia trzech
cyfr znaczacych gdy blad pomiaru sigga 10% warto$ci mierzonej jest nieuprawnione (str. 106).
Na niektorych wykresach zabraklo tez oszacowania i uwidocznienia stupkédw biedow (str. 114,
19, 120, 121, 126, 133). Choé musze powiedzie¢, ze praca jest generalnie bardzo dobrze
opracowana pod wzgledem analizy wynikéw pomiaréw.

Ocena samego podejécia i zaplanowania eksperymentu jest dla recenzenta bardzo
trudna i zawsze pozostawia pewien niedosyt. Zawsze chciato by sig aby doktorant zrobit wigcej,
z drugiej jednak strony kiedys taka prace trzeba jednak zakonczyé. W tym przypadku chciato
by sie obserwowa¢ wzrost hepatocytéw w otoczeniu komérek srédbtonka, komérek Browicza-
Kupfera, adipocytéw, komérek tworzacych przewdd zotciowy, i zaobserwowad powstawanie
calej struktury zrazikéw watrobowych. Wydaje sie, ze w tylko w takim otoczeniu wzrost
hepatocytéw bedzie prawidtowy. W przypadku zastosowanych w pracy technik prowadzenia
kokultury mozemy obserwowa¢ jedynie wydtuzenie okresu wzrostu. Szkoda, ze cho¢ w pracy
opisywane s3 metody izolacji komdrek watrobowych z wycinkéw naturalnej ludzkiej watroby,

do hodowli w kokulturach uzyto linii komérkowej C3A, a nie komérek prawidtowych.




Podsumowujac, musze stwierdzi¢, ze praca jest dobrze napisana i zredagowana. Zakres
pracy zostat zaplanowany bardzo ambitnie i szeroko. Dla tego pewne niepowodzenia zwigzane
z przygotowaniem wlasnego konstruktu do transfekeji komorek nie umniejszaja jej rozmachu i
zakresu. Praca udowodnila postawiong teze naukowa. Recenzowang prace uwazam za znaczny
wklad w szeroko prowadzone prace nad wytworzeniem biosztucznej watroby, za kolejny krok

w budowie biosztucznych organdéw.

Whioski koncowe

Przedstawiona przez Pania Magister Karoline Ewe Zakrzewska rozprawa doktorska pt.
,Metody hodowli ludzkich komorek pochodzenia watrobowego z wykorzystaniem
modyfikowanych genetycznie komérek podtrzymujacych hodowle” stanowi oryginalne
rozwiazanie problemu naukowego. Doktorantka wykazala sig wiedzg teoretyczng oraz
umiejetnoscia prowadzenia samodzielnej pracy badawczej i przejrzystego, analitycznego
przedstawiania jej wynikéw. Zakres przeprowadzonych badan jest szeroki i zostat
przedstawiony réwniez w publikacjach naukowych. Pracg uwazam za dobrze napisang a
zamieszczone w recenzji uwagi krytyczne jedynie nieznacznie umniejszaja jej odbior.
Stwierdzam, ze catkowicie spetnione zostaly wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 1. 0
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w dziedzinie sztuki (Dz. U.
Nr 65 , poz. 595 z pdzniejszymi zmianami), wobec czego wnoszg, by dopusci¢ Panig Magister
Karoline Ewe Zakrzewska do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczeénie ze wzgledu na ilo$¢ oraz jakodc przeprowadzonych badan
eksperymentalnych, oraz na opublikowanie ich wynikéw w trzech artykulach jakie ukazaly sig

w czasopismach o zasiegu miedzynarodowym proponuje wyrdznienie pracy.
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