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Recenzje¢ rozprawy doktorskiej sporzadzono na prosbe Z-cy Dyrektora Instytutu
d.s. Naukowych prof. dr hab. inz. Doroty Pijanowskiej, wyrazong w pisSmie SRN/128/2018 z dnia 5
listopada 2018 roku. Przewod doktorski jest prowadzony przez Rade Naukowg Instytutu
Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Nalecza Polskiej Akademii Nauk w

Warszawie.

Tematyka i charakter rozprawy doktorskiej

Dysfunkcje watroby zwigzane z ostra czy przewlekla niewydolno$cig watroby sg zwigzane z
wysoka $miertelnoscig pacjentow i sag duzym wyzwaniem dla medycyny regeneracyjnej i inzynierii
biomedycznej. W chwili obecnej jedyng skuteczng metodg leczenia pacjentéw jest przeszczep
watroby lub jej fragmentu. Niestety glownym problemem w transplantologii jest niewystarczajaca
liczba dawcéw. Pozostaja, wiec alternatywne i eksperymentalne metody terapii w oparciu o
przeszczep komdrkowych linii watrobowych oraz dynamicznie rozwijajace si¢ pozaustrojowe
systemy biosztucznej watroby, wspomagajgce funkcje i regeneracje narzgdu. Niestety nie sg to

metody wydajne na tyle, aby zastapi¢ przeszczep organu. Szczegélne trudnosci zwigzane sg z



hodowlg linii komérkowych i to zaréwno $winskich jak i ludzkich stosowanych do przeszczepu lub
w konstrukcjach pozaustrojowych systeméw podtrzymujacych funkcje watroby.

Doktorantka sprébowata z sukcesem zmierzy¢ si¢ z problemami i ograniczeniami trudnej
hodowli hepatocytéw, optymalizacja warunkéw hodowli, zastosowaniem biologicznych i
polimerowych podlozy hodowlanych oraz z zastosowaniem modyfikacji genetycznych w
kokulturach linii komérkowych w celu ulepszenia hodowli poprzez zwiekszenie ich indeksu
proliferacyjnego,  zwigkszenie ich  zdolno$ci  metabolicznych, spowolnienie  procesu
odréznicowywania si¢ komoérek w warunkach in vitro oraz zachowanie komoérek albumino-

pozytywnych w kokulturach.

Struktura oraz zawartos$¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Agnieszki Wencel liczy wraz z bibliografia
185 stron. Rozprawa jest napisana w jezyku polskim, w postaci tradycyjnej monografii, obejmujacej
8 rozdzialéw, 58 rysunkéw oraz 213 pozycji literaturowych. Rozprawa zawiera streszczenie w
jezyku polskim oraz angielskim.

Rozdziat 1 jest wprowadzeniem do zagadnien dotyczacych budowy, funkcji i dysfunkcji
watroby oraz sposoboéw leczenia chordb watroby. Przedstawia mozliwosci i ograniczenia
przeszczepoéw hepatocytéw oraz zastosowanie biosztucznych systemow jako alternatywne sposoby
leczenia oraz wspomagania funkcji watroby. Doktorantka prezentuje metody hodowli hepatocytow,
optymalizacj¢ oraz modyfikacj¢ technik hodowlanych, moggcych wptynaé na poprawe hodowli
hepatocytow in vitro.

Rozdziat 2 zawiera cel oraz tezy pracy.

W rozdziale 3 przedstawiono materiat biologiczny zastosowany w pracy badawczej, w tym
linie komorkowe, plazmidy, odczynniki chemiczne i przeciwciala stosowane w technikach
eksperymentalnych. Wymieniono réwniez aparature badawczg, co stanowi doskonate podkreslenie
umiejetnosci Doktorantki w obstudze wielu technik badawczych.

Rozdzial 4 jest bardzo rozbudowany. Zawiera bogato opisane metody izolacji i
przygotowania preparatow komorkowych zastosowane do badan za pomocg odpowiednich technik
badawczych. Prezentuje procedury modyfikacji genetycznych linii komérkowych oraz ich
optymalizacj¢ i ocen¢ wydajnosci. Procedury prowadzenia hodowli na réznych podiozach,
przechowywanie linii komoérkowych oraz ocene wplywu modyfikacji genetycznych i roznych
warunkow hodowli na parametry komorek watrobowych. Osobny podrozdzial opisuje obrazowanie
komorek za pomocg skaningowej mikroskopii elektronowe;.

Rozdziale 5 zawiera szczegblowo opisane 1 zilustrowane wyniki badan. Dyskusja natomiast



zostala zawarta w osobnym rozdziale nr 6.

Bardzo cenne i rzetelne podsumowanie stanowi Rozdzial 7. Ze wzgledu na réznorodnosé
przeprowadzonych przez Doktorantke badan, opracowanie konkretnych metod hodowli ludzkich
komoérek watrobowych oraz ich optymalizacje zwiekszajacg zdolnosci metaboliczne komoérek
hepatocytéw wnioski zostaty podzielone na 4 podrozdzialy z odniesieniem do poszczegélnych tez
rozprawy doktorskiej. Tak zaprezentowane podsumowanie bardzo utatwia ocene recenzentowi.

Dodatek stanowi opis plandw na przysztos$¢, swiadczacy o duzym potencjalne zaréwno
uzyskanych wynikéw badawczych jak i podkresla dalszy wazny rozwdj badan zwigzanych z
zastosowaniem hodowli hepatocytow do celdéw in vivo.

Bibliografia omawiana w rozprawie jest poprawnie dobrana, liczy 213 pozycji, w tym
2 wspolautorskie publikacje. Pozycje zebrano i przedstawiono w rozdziale 8.

Rozprawa jest bardzo starannie zredagowana i bogato ilustrowana, podzial na rozdziaty jest

przemyslany i przejrzysty. Tezy zostaly klarownie sformutowane.

Ocena oryginalnosci rozprawy doktorskiej

W pracy przeprowadzono badania zwigzane z otrzymaniem i hodowlg ludzkie;j linii komérek
hepatocytdw, ktéra mogtaby by¢ wykorzystana w warunkach in vivo do wspomagania hodowli
komorek watrobowych w biosztucznych systemach. Doktorantka opracowata zaréwno w oparciu o
literature $Swiatowg jak i wlasne eksperymenty metody hodowli ludzkich komérek watrobowych
zwigkszajgce ich zdolnosci metaboliczne, zoptymalizowala metody izolacji pierwotnych
hepatocytdw metoda maceracji, co spowolnito proces odréznicowywaniu si¢ komérek. Opracowata
podloze z suszonych fibroblastoéw, zmodyfikowanych genetycznie poprzez wprowadzenie genu
kodujgcego czynnik wzrostu hepatocytéw, co zwiekszyto produkcje albuminy w hodowlach
komorek linii C3A, a takze zastosowata polimerowe podioze z polietylenoiminy, ktére zapewnito
homogenne rozmieszczenie komorek na powierzchni hodowlanej bez szkodliwego wplywu na ich
zywotnos¢ i zdolnosci metaboliczne.

Na wyr6znienie zastuguja przeprowadzone przez Doktorantke bardzo trafne eksperymenty
badawcze o duzej nosnosci informacyjnej. Na przyklad ocena modyfikacji genetycznych
izolowanych ludzkich fibroblastow w celu nadprodukcji czynnika wzrostu HGF, ktéra byla
analizowana za pomocg mikroskopii fluorescencyjnej oraz cytometru przeptywowego.
Wprowadzany konstrukt zostat tak zaprojektowany, aby oprécz produkcji HGF widoczna byta
ekspresja biatka zielonej fluorescencji EGFP, co umozliwito szybka i skuteczng analize modyfikacji

genetycznej (wyniki zaprezentowane na rysunkach 25 i 26).
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Za najwazniejsze osiaggnigcie Doktorantki uwazam duzy potencjat aplikacyjny opracowanego

modelu hodowli ludzkich komorek hepatocytow do zastosowania w testach cytotoksycznosci in

vitro, a w szczegdlnosci w pozaustrojowych systemach wspomagajacych funkcjonowanie watroby

(ang. Bioartificial Liver Support, BAL).

Szczegolowe uwagi merytoryczne i redakeyjne

Rozprawa zostala dobrze i przejrzyscie zredagowana, pojawity sie jednak pewne niejasnosci i

zagadnienia, ktore wymagajg wyjasnienia.

1

W rozdziale 5.3.4. (Produkcja albuminy) na stronie zamieszczony jest rysunek 23 dotyczacy
wytwarzania albuminy po 6 dniach hodowli C3A. Z czego moze wynikaé tak duzy blad
pomiarowy dla komérek C3A wysianych na 2% roztworze zelatyny?

W rozdziale 5.4.3. (Ocena skutecznosci przeprowadzonej modyfikacji w HSF_reHGF — analiza
DNA genomowego) rysunek 28 prezentuje rozdziat elektroforetyczny produktéw reakcji PCR w
zelu agarozowym w celu sprawdzenia obecnosci genu kodujgcego HGF pod kontrola promotora
CMV w poszczegélnych preparatach. Analiza potwierdzita obecno$é wstawek w genomach
modyfikowanych komoérek w przypadku HSF reHGF. Autorka stwierdza, ze w liniach
komorkowych C3A, HOS oraz nietransdukowanych HSF nie powstat produkt typowy dla
komoérek HSF_reHGF. Niemniej jednak w przypadku linii C3A obserwuje sie staby prazek. Co
moze by¢ produktem reakcji w tym przypadku?

W rozdziale 5.6.5. (Apoptoza komorek) rysunek 43 prezentuje wptyw polietylenoiminy na
apoptozg po 5 dniach hodowli komoérek C3A. Doktorantka zaobserwowata w przypadku
hodowli PEI 2, ze znaczaco zwigkszyl si¢ odsetek wczesnych komérek apoptotycznych w
hodowli C3A w poréwnaniu z kontrola SP. Zauwazyla rowniez, ze zwickszyta si¢ liczba
komoérek w poznej apoptozie w hodowli C3A na PEI 2 w stosunku do kontroli. Nie
zaobserwowata jednak réznic w liczbie komoérek nekrotycznych. Prosze zinterpretowaé ten fakt,
poniewaz odsetek komorek nekrotycznych we wszystkich wersjach hodowli jest wysoki w
stosunku do komorek we wezesnej czy pdznej apoptozie.

W rozdziale 7.2. (Wnioski dotyczace modyfikowanych genetycznie fibroblastow skéry w celu
nadprodukcji HGF i ich zastosowania do hodowli komoérek watrobowych) na stronie 165 w pkt.
4 Doktorantka podsumowuje, ze jedynie kokultura C3A i HSF z dodatkiem do pozywki HGF
charakteryzuje si¢ wigksza produkcjg albuminy, choé¢ w tym przypadku procent komorek
martwych jest wyzszy niz w przypadku hodowli z udzialem genetycznie modyfikowanych
fibroblastow. Prosz¢ o glebsza interpretacje tego wniosku.

Autorka nie ustrzegla si¢ réwniez bledow jezykowych, literdwek i btedéw interpunkcyjnych:



na stronie 7 ,.ko kultury” zamiast ,.kokultury”, na stronie 19 ,,sktada si¢ w czterech platoéw” zamiast
”sklada si¢ z czterech platdw”, na stronie 50 ,inkubator CO? do prowadzenie” zamiast ,,inkubator
CO; do prowadzenia”, na stronie 78 ,,0od gestosci wysiana” zamiast ,,0d gestosci wysiania”, strona
127 literowka w legendzie rysunku 45 oraz nieliczne bledy interpunkcyjne.

Bibliografia jest niewyedytowana i niewyjustowana. Sposéb cytowania nie jest
usystematyzowany, generalnie autorka wstawiata rocznik po nazwiskach autoréw, a czasami w
innych miejscach np. w pozycji 53, 57, 74 i 138. W pozycji 183 brak jest w ogdle rocznika.
Cytowania zawieraja dowolne liczby autoréw, ktore czasami sg skracane do jednego nazwiska, a
czasami do dowolne;j innej liczby autoréw. Autorka zastosowala réwniez skréty jezykowe zaréwno
W jezyku polskim ,,i wsp”, a w innych miejscach w jezyku angielskim et all”. W tej czesci
chciatabym umiesci¢ rowniez uwage dotyczaca jakosci rysunkéw. W rozdziale 1.1 (Watroba —
budowa i jej funkcje) rysunek 1 ma bardzo stabg jakos¢.

Nalezy podkresli¢, ze przedstawione przeze mnie pytania, zagadnienia do dyskusji oraz
wskazane bledy jezykowe i edycyjne nie sa uwagami krytycznymi i nie wplywaja na ogélna ocene

rozprawy.

Whioski koncowe

Doktorantka udowodnita postawione tezy rozprawy doktorskiej, stosujac przy tym rzetelny
warsztat badawczy i eksperymentalny, co $wiadczy o odpowiedniej wiedzy w zakresie inzynierii
biomedycznej i umiejgtnosciach w swobodnym korzystaniu z wielu technik badawczych.

Podsumowujgc, stwierdzam, ze recenzowana praca spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim przez Ustawe z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki, Dz.U. Nr 65 z dnia 16 kwietnia 2003 r., poz. 595 z pézn. zm. oraz
odpowiednie Rozporzqdzenia Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegélowego
rybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w przewodach doktorskich, w postepowaniu
habilitacyjnym oraz w postgpowaniu o nadanie tytulu profesora. Majac zatem na uwadze osiagniete
wyniki, dorobek naukowy Doktorantki oraz obowigzujace przepisy o stopniach i tytulach
naukowych, wnosz¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii
Biomedycznej im. Macieja Natgcza PAN o dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na oryginalno$¢ otrzymanych wynikéw, ich wysoki potencjat
aplikacyjny oraz odpowiedni dorobek Doktorantki wnosze o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr
inz. Agnieszki Wencel.

Dr hab. Marta Kopaczynska, Prof. PWr

5



