Dr hab. inz. Wojciech Swieszkowski, prof. PW Warszawa, 20.01.2019
Wydziat Inzynierii Materiatowej

Politechnika Warszawska

RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr inz. Agnieszki Wencel

pt.: “Analiza wptywu réznych podtozy hodowlanych na ludzkie

komérki watrobowe dla potrzeb biosztucznej watroby”

opracowana na zlecenie Dyrektora Instytut Biocybernetyki i Inzynierii

Biomedycznej im. Macieja Natecza Polskiej Akademii Nauk w Warszawie

1. Tematyka rozprawy

Tematyka rozprawy doktorskiej dotyczy problematyki leczenia pacjentéw z chorobami
watroby. Leczenie przewlektej lub ostrej niewydolnosci tego kluczowego dla
funkcjonowania organizmu narzgdu, spowodowanych m.in. zatruciem, zakazeniem
wirusami WZW typu B i C, naduzywaniem lekéw i alkoholu, jest nadal ogromnym
wyzwaniem dla lekarzy. Jedynym ratunkiem dla pacjenta jest obecnie przeszczep
watroby lub jej fragmentéw. Niestety liczba potrzebujgcych chorych przekracza
znacznie liczbg dawcow. Na catym Swiecie, listy 0séb oczekujgcych na przeszczep
watroby sie wydtuzajg. Stato sig¢ to motywacjg do poszukiwania alternatywnych metod
leczenia chordb watroby. Jedng z metod jest stosowaniem tzw. sztucznej lub bionicznej

watroby. Urzgdzenia te wykorzystujg zywe komoérki watrobowe — hepatocyty, do



czeSciowej realizacji funkcji watroby poza organizmem cziowieka. Takie
podtrzymywanie funkcji chorego narzadu pozwolitoby pacjentom z ciezkg
niewydolnoscig watroby dozy¢ transplantacji. Niestety, w wiekszosci przypadkéw
hodowanie hepatocytéw na duzg skale konczyty sie niepowodzeniem. Hepatocyty sg
szczegolnie wrazliwe na warunki in vitro, w ktérych sg hodowane. Podczas hodowli
komorki watrobowe szybko tracg swoje funkcje. Stabnie ich zdolno$é do wydzielania
albuminy czy metabolizmu mocznika. W literaturze mozna znalezé wiele prac
dotyczgcych poprawy warunkéw hodowli hepatocytéw. Okazuje sie, ze jednym ze
skutecznych sposobéw utrzymania prawidtowych funkcji komérek watroby jest ich
hodowla w obecno$ci fibroblastéw lub innych komérek, ktére wytwarzajg niezbedne
biatka macierzy pozakomérkowej (np. kolagen) oraz czynniki wzrostu. Ponadto
optymalizacja hodowli polega na doborze odpowiedniej pozywki lub stosowanie
specjalnych bioreaktorow mikroprzeptywowych. Jak wiadomo duzy wptyw na
zachowania komoérek majg stosowane podioza hodowlane, zaréwno ich sktad
chemiczny, topografia czy sztywno$¢. Badane sg réznego rodzaju modyfikacje
powierzchni naczynek hodowlanych. Sg to gtéwnie nanoszone warstwy polimeréw
pochodzenia naturalnego lub syntetyczne. Trwajg takze proby hodowli hepatocytéw w
rusztowaniach tréjwymiarowych, np. poprzez umieszczanie ich w materiatach
hydrozelowych, czyli w warunkach odwzorowujgcych naturalne otoczenie hepatocytow
w watrobie. Mimo szeregu badan nadal brakuje standardéw hodowli komdrek
watrobowych. Dlatego podjete przez Panig mgr inz. Agnieszke Wencel w pracy
doktorskiej starania nad opracowaniem nowych podtozy hodowlanych dla hepatocytow
zwigkszajgcych ich przezywalno$é i zdolnosci metaboliczne in vitro sg jak najbardziej
zasadne.

Podsumowujgc tematyka rozprawy jest aktualna i wazna, zaréwno z punktu widzenia
zdobywania nowej wiedzy na temat hodowli hepatocytéw jak i praktycznego
zastosowania wynikow badan w projektowaniu  bio-sztucznych systeméw

wspomagania funkcjonowania watroby.

2. Struktura, cel i zakres pracy

Recenzowana praca doktorska napisana jest w jezyku polskim. Jezyk i uktad pracy sg
poprawne. Rozprawa jest obszerna i liczy 185 stron. Sktada sie¢ z 8 gtdwnych
rozdziatdw, ktére sg podzielone na podrozdziaty. Zgodnie z dobrg praktykg pisania

prac naukowych pierwszy rozdziat wprowadza czytelnika w tematyke pracy. Kolejne



rozdziaty dotyczg badan witasnych Autorka i podzielone sg na materiaty i metody,
wyniki, dyskusje oraz podsumowanie i wnioski. Rozprawa zakonczona jest bogata
bibliografia, zawierajgcg 213 pozycji literaturowych. Uzycie w pracy tak licznych
odniesien do wynikéw prac juz opublikowanych $wiadczy o duzej dojrzatosci naukowej
Doktorantki. Rozprawa jest wzbogacona licznymi ilustracjami (58), co podnosi

czytelno$¢ przygotowanego opracowania.

Na wstepie Autorka opisuje w sposéb syntetyczny budowe i funkcje watroby.
Charakteryzuje podstawowe komérki tego narzgdu — hepatocyty. Wspomina o
trudnosciach w izolacji i hodowli tych komérek, w szczegélnosci wspomina o ich
odréznicowywaniu i utracie funkcji fizjologicznych i metabolicznych. Podaje przyktady
metod hodowli hepatocytéw w 2D i 3D. Wskazuje na przewage stosowania kokultury
komorek parenchymalnych z nieparenchymalnymi. Nie uzasadnia jednak przewagi
stosowania i wyboru w pracy kokultury heptatocytow z fibroblastami nad innymi
kokulturami, szerzej opisywanymi w literaturze przedmiotu, np. komdrkami
gwiazdzistymi czy srodbtonka. Istotnym elementem hodowli komérek jest podioze
hodowlane. Dlatego Doktorantka opisuje hodowle 3D w hydrozelach, sferoidach,
rusztowaniach oraz na podtozach pochodzenia naturalnego i syntetycznych
polimerach. Poniewaz praca dotyczy hodowli na podfozach hodowlanych, wydaje sie,
ze zbyt skromnie ten temat zostat potraktowany w przegladzie literaturowym. Na
przykfad brakuje informacji o podtozach na bazie macierzy pozakomorkowych
wyprodukowanych przez komérki. Nie byto réwniez przyktadéw zastosowania
biodrukowania do wytwarzania tréjwymiarowych modeli watroby. W przeglgdzie
literaturowym nie zabrakio natomiast analizy wptywu czynnikéw wzrostu na hodowle
hepatocytow. W szczegdlnosci opisano wplyw podstawowego czynnika wzrostu
hepatocytébw — HGF. Doktorantka omawia takze choroby watroby i sposoby ich
leczenia, z duzym naciskiem na najnowsze zaawansowane pozaustrojowe systemy
wspomagajgce prace watroby. Na zakonczenie czesci literaturowej brakuje
podsumowania, z ktérego jasno wynikataby celowo$é realizacji recenzowanej pracy
doktorskie;.

Mimo tych drobnych uchybien mozna stwierdzié, ze Autorka w sposob wiasciwy i
dojrzaty przeanalizowata stan wiedzy w przedmiocie rozprawy, korzystajgc z wielu

Zrodet literatury Swiatowe;.



W rozdziale drugim Doktorantka przedstawia cel pracy i proponuje cztery hipotezy

badawcze, ktére stanowig o naukowym i nowatorskim charakterze pracy.

Jako cel pracy Autorka stawia opracowanie takich metod hodowli ludzkich komdrek
watrobowych, ktére zwigkszajg ich zdolnosci metaboliczne oraz spowalniajg proces

odréznicowywania sie komérek in vitro.
Cztery hipotezy badawcze sg jasno sformutowane. Doktorantka postuluje, ze

1. Podioze z suszonych fibroblastéow pozwala zastgpi¢ biatka macierzy
zewnatrzkomoérkowej stosowane tradycyjnie do optaszczania powierzchni
hodowlanych.

2. Podtoze z suszonych fibroblastéw, zmodyfikowanych genetycznie poprzez
wprowadzenie genu kodujgcego czynnik wzrostu hepatocytéw hHGF,
powoduje zwigkszenie produkcji albuminy oraz tworzenie wiekszej liczby
wakuoli apikalnych w hodowlach komérek linii C3A.

3. Podfoze z polietylenoiminy powoduje réwnomierne rozmieszczenie komorek
watrobowych na powierzchni hodowlanej bez obnizenia ich zywotnos$ci i
zdolnosci biosyntetycznych.

4. Zmiana typu i stezenia kolagenazy zwieksza wydajnosé izolacji a zastosowanie

odpowiedniego podtoza hodowlanego poprawi adhezje komérek watrobowych.

W kolejnych rozdziatach, na 30 stronach, rozprawy opisywane sg uzyte w badaniach

materiaty i metody badawcze.

Materiaty do hodowli komérkowych i oceny biologicznej hepatocytéw zostaty dobrane
wiasciwie. Zastosowane w pracy materiaty biologiczne pozyskano od pacjentéw, na
podstawie wymaganych zgéd wtasciwych komisji. Nalezy w tym miejscu podkreslic, ze
praca z komodrkami izolowanymi z tkanek pacjentéw, podnosi walory naukowe

recenzowanej rozprawy.

Zaplanowany i zrealizowany szeroki zakres prac badawczych jest silng strong
recenzowanej rozprawy. Metodyka badan obejmowata: (i) izolacje komoérek
watrobowych oraz ich charakteryzacje, (i) modyfikacje genetyczne izolowanych
ludzkich fibroblastéw wraz z oceng transdukcji, oraz produkcji HGF, (iii) hodowle
komoérkowe na réznych podtozach, w tym podiozach biologicznych, na suszonych

fibroblastach  niemodyfikowanych i modyfikowanych  genetycznie oraz



polietylenoiminie, (iv) ocene wptywu warunkéw hodowli na parametry komorek

watrobowych.

Najobszerniejszy fragment rozprawy stanowi omowienie wynikéw przeprowadzonych
badan. Autorka wykazata sie umiejetno$ciami poprawnego i czytelnego przestawienia
uzyskanych rezultatéw. Korzystajgc z duzej liczby zdje¢ i wykreséw wzbogaconych w
zwiezty komentarz tekstowy prezentuje wyniki eksperymentéw przeprowadzonych
zgodnie z obrang i opisang w rozprawie metodykg badan. W wiekszosci przypadkéw

swoje stwierdzenia podpiera poprawnie przeprowadzong analizg statystyczna.

Niezmiernie istotnym fragmentem pracy jest rozdziat 6 pt. Dyskusja. Autorka
przeprowadza w nim merytoryczng dyskusje wynikéw badan dotyczacych: (i) wptywu
podtoza drHSF na komérki watrobowe, (ii) modyfikacji komérek HSF oraz ich wptywu
na komorki watrobowe, (iii) zastosowania polietylenoiminy jako materiatu podtoza do
hodowli hepatocytéw, (iv) probleméw z hodowlg pierwotnych heptocytéw, oraz (v)
wptywu podtoza na morfologie komoérek. Autorka umiejetnie zestawia wyniki swoich
badan z danymi literaturowymi, dowodzgc ich nowatorstwa i stusznosci stawianych

hipotez oraz postulowanych wnioskow.

.Podsumowanie i wnioski” to przedostatni rozdziat recenzowanej dysertaciji. Biorgc pod
uwage mnogosc przeprowadzonych eksperymentéw i wynikajgcych z nich licznych
wnioskow Autorka w sposéb przejrzysty podzielita wnioski na 4 sekcje odpowiadajgce
postawionym tezom. Tym samym bardzo wyraznie uwidocznione zostaty kluczowe

rezultaty rozprawy doktorskiej.

Opracowanie konczy rozdziat z propozycjg przysztych badan, ktére mogltyby
uwzgledniac hodowle w warunkach dynamiczne - w bioreaktorach hepatocytéw z
komoérkami nadprodukujgcymi czynniki HGF i EGF. Jest to intersujgcy i obiecujgcy

kierunek dalszych prac badawczych.

Podsumowujgc, rozprawa doktorska napisana jest zgodnie z obwigzujgcymi zasadami
pisania tego typu prac naukowych. Z punktu widzenia struktury pracy jedyna uwaga
jaka sig¢ nasuwa po przeczytaniu rozprawy dotyczy rozdziatu ,Metody”. Dodanie w nim
rysunkoéw przedstawiajgcych plan eksperymentéw z uwzglednieniem rodzajow
badanych podtdz oraz uzytych komérek zwigkszytby czytelnosé pracy. Czytanie pracy

i analizg wynikéw utatwitaby réwniez tabelka podsumowujgca eksperymenty, ktéra



zawierataby rodzaj podtoza, stosunek C3A/komdrek wyizolowanych z watroby do

fibroblastow i gesto$¢ komorek.

3. Ocena merytoryczna i uwagi krytyczne
Jak juz weczesniej nadmieniono tematyka rozprawy jest aktualna i wazna. Znakomicie
wpisuje sig w nowoczesne kierunki badan w obszarach biologii i inzynierii

biomedycznej, w szczegdélnosci hodowli komorek watrobowych.

Ambitny program badan zostat w peini zrealizowany. Autorka pracy bardzo dobrze
dobrata réznorodne testy do oceny wplywu modyfikacji genetycznych komérek HSF

oraz réznych warunkéw hodowli na parametry komérek watrobowych.

Cel pracy zostat osiggniety. A wyniki badan potwierdzajg stuszno$é postawionych

hipotez badawczych.

Doktorantka wykazata skuteczno$¢ nowej metody hodowli hepatocytéw poprzez
stosowanie do tego celu podtozy z suszonych fibroblastéw. Uzyskata poprawe funkcji
metabolicznych komorek. Zwigkszyta sie produkcja albuminy oraz wakuoli apikalnych
w poréwnaniu do innych podtozy hodowlanych badanych w pracy. Podobny efekt
uzyskano stosujgc pokrycia z PEI. Ponadto zastosowanie tego materiatu skutkowato
rownomiernym rozmieszczeniem komoérek watrobowych na powierzchni hodowlane;j.
Stwierdzono jednak, ze zastosowanie duzej dawki polimeru moze by¢ toksyczne dla

komorek.

W recenzowanej rozprawie po raz pierwszy zaprezentowano wptyw modyfikowanych
genetycznie fibroblastéw izolowanych z ludzkiej skory nadprodukujgcych czynnik
wzrostu hepatocytéw HGF na komérki watrobowe. Powstata linia komérkowa HSF-
reHGF produkowata o 20% wiecej HGF w poréwnaniu z komérkami
niemodyfikowanymi. Ponownie stwierdzono, ze komdrki C3A hodowlane w obecnosci
modyfikowanych komérek zywych i wysuszonych zdolne byly do wydzielania wigkszej

iloci albuminy i tworzenie wiekszej liczby wakuoli apikalnych.

Do oryginalnych osiggnie¢ nalezy réwniez zaliczyé opracowanie optymalnej izolacji
hepatocytébw metodg maceracji z wykorzystaniem kolagenazy Il o stezeniu 0,1%.

Ponadto wykazano, ze komorki najlepiej adherowaty do fibronektyny.



Wysoko oceniam poziom naukowy pracy. Autorka uzyskata, czesto po raz pierwszy
na swiecie, wiele wartosciowych rezultatéw, ktére moga by¢ uzyte do izolacji i hodowli

komaorek watrobowych.

Mimo wysokiej jakosci przeprowadzonych prac badawczych, czytajgc rozprawe
nasuwajg si¢ pewne uwagi i pytania zaréwno do przyjetej metodyki jak i uzyskanych

wynikéw:

1. We wszystkich testach polegajgcych na liczeniu komorek martwych,
zastanawiajgce jest, dlaczego nie podano zywotno$ci komoérek, czyli udziatu
procentowego zywych komodrek w catej analizowanej prébce? Podawano
natomiast liczbe komoérek zywych i albo procentowy udziat komorek martwych
albo liczbe komérek martwych.

2. Jak przygotowywano do liczenia komorki C3A hodowane na podiozach z
fibroblastow zywych, jak i wysuszonych? Czy podczas trypsynizacji uwalniano
réwniez fibroblasty? Jesli tak, to jak odrézniano fibroblasty od komérek C3A od
HSF w zawiesinie?

3. Jaki byt powdd ciggtej zmiany gestosci fibroblastéw oraz stosunku komérek C3A
do HSF pomiedzy réznymi eksperymentami? Prosze o omdwienie mozliwego
wptywu zmiany poczatkowej gestosci fibroblastéw oraz stosunku C3A do HSF na
interpretacje wynikéw.

4. Dlaczego polietylenoimina (PEI) zostata wybrana jako materiat na podioze, skoro
w niektorych pracach wykazano, Ze jest toksyczna, szczegdlnie forma
rozgateziona tego polimeru'? Zresztg apoptoze komérek na PEI wykazano w
rozdziale 5.6.5.

5. W rozdziat 5.1.2. nalezatoby doda¢ rysunek przedstawiajgcy metody pomiaru
szerokosci komoérek na zdjgciach SEM. Wymiary komorek podane sg z
doktadnoscig do tysiecznych czesci mikrometra — jak to mozliwe?

6. W metodyce brakuje opisu metod charakteryzowania wtasciwosci stosowanych
podtozy. Na przyktad nie opisano metodyki pomiaru chropowatosci. W pracy nie
badano sztywnosci podiozy, a parametr ten moégt mieé istotny wptyw na uzyskane
wyniki.

! Vala Kafil and Yadollah Omidi. Cytotoxic Impacts of Linear and Branched Polyethylenimine Nanostructures in
A431 Cells. Bioimpacts. 2011; 1(1): 23-30.



7. Autorka pisze o prawdopodobnym toksycznym efekcie czynnika HGF na komérki
C3A (Rozdziat 5.5.1, str. 105). Dlaczego nie zbadano wptywu stezenia HGF na
zywotnosé/ proliferacje komérek C3A, np. poprzez inkubacje komoérek C3A z
serig rozcienczen HGF i oceng np. aktywnosci metabolicznej (test MTT) czy
pomiaru stezenia DNA, i nie wybrano optymalnego stezenia przed rozpoczeciem
eksperymentu? Czy mierzono stezenie czynnika HSF w pozywce hodowlanej
podczas hodowli C3A na podtozach HSF_reHGF oraz dr HSF_reHGF?

8. Wyniki testu MTS (Rozdziat 5.5.3, str. 110) wykazujg odwrotny trend w
porownaniu do liczby zywych komérek (rysunek 35A). Czy Autorka uwaza, iz
nizsza aktywnos¢ metaboliczna mogta by¢ wynikiem osiggniecia stanu
konfluencji w hodowlach na podtozu kolagenowym?

9. Doktorantka w kilku miejscach pracy uzywa skrétu EGF (np. w HSF_reEGF i
drHSF_reEGF w podrozdziale 4.12.5 na stronie 71). Poczgtkowo uznatem, iz jest
to po prostu btad i litera E wkradta sie zamiast litery H w skrocie HGF (czynnik
wzrostu hematytéw). Jednak na rysunku 49 skrét EGF pojawia sie ponownie
(EGF i drEGF), a w opisie rysunku skrot EGF zostat opisany jako nabtonkowy
czynnik wzrostu, czyli Epidermal growth factor. Skrét EGF pojawia sie réwniez
na stronie 132. Nasuwa sie wiec pytanie, czy fibroblasty HSF zostaty dodatkowo
zmodyfikowane genetycznie przez wprowadzenie genu kodujgcego EGF, co nie

zostato opisane w pracy, czy jest to dalsza kontynuacja pomytki?

Wystgpity tez drobne btedy edytorskie:

e Brakuje tytutéw i numeréw tabel w rozdz. 3.5, 3.6 i 4.1

e Str. 71 —rozdziat4.12.5. Wers 6: Matrigel to nazwa wtasna i powinna by¢ pisana
z wielkiej litery.

e Str. 50. Przy ,Inkubator CO2” btednie uzyto indeksu gérnego, zamiast dolnego.

e Str. 78. —rozdziat 5.1. Wers 4: ,....., aby nie tracito swoich wtasciwosci” (mowa
o podfozu, wiec nie ,tracity”).

e Str. 79. — rozdziat 5.1.2. Wers 2: Wydaje mi sig, ze w zdaniu ,Przypuszcza sie,
ze na zdolnos¢ komorek ....” Brakuje stowa ,wptyw”.

e Str. 80. —rozdziat 5.1.2. Brakuje jednostek dla wartosci Ra.

e Str. 80. —rysunek 12. Nazwa skaningowy mikroskop elektronowy nie jest nazwg
witasng i nalezy jg pisa¢ z matych liter.

Nalezy podkresli¢, ze powyzsze uwagi i usterki nie obnizajg wysokiej oceny rozprawy

doktorskiej mgr inz. Agnieszki Wencel. Autorka wykazat sie duzg wiedzg teoretyczng i



praktyczng z zakresu badan komodrkowych. Wielowgtkowos$é podijetej tematyki
badawczej wymagata od Doktorantki wykorzystania szeregu nowoczesnych metod i
urzgdzen badawczych. W konsekwencji badan, powstata nowa wiedza na temat
hodowli hepatocytéw na réznych podtozach hodowlanych, w tym na nowych podtozach
na bazie wysuszonych fibroblastéw.

Podsumowujgc stwierdzam, ze opiniowana rozprawa doktorska posiada wiele
aspektow poznawczych i stanowi oryginalny wktad Autorki w rozwdj hodowli
hepatocytéw. Stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego jakim jest
opracowanie nowych podtozy hodowlanych dla ludzkich komérek watrobowych na

potrzeby biosztucznej watroby.

4. Wniosek koncowy

Biorgc pod uwage powyzszg opinie, uwazam, ze rozprawa mgr inz. Agnieszki Wencel
zatytutowana: “Analiza wplywu réznych podtozy hodowlanych na ludzkie komérki
watrobowe dla potrzeb biosztucznej watroby”, spetnia z wyraznym nadmiarem
wszystkie wymogi stawiane pracom doktorskim w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku
»,0 stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule naukowym w
zakresie sztuki’. Wnioskuje wigc do Rady Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii
Biomedycznej im. Macieja Natecza Polskiej Akademii Nauk w Warszawie o przyjecie

niniejszej rozprawy i dopuszczenie Doktorantki do publicznej obrony.

Ponadto, ze wzgledu na bardzo duzy zakres zrealizowanych badan, ich wysoki poziom
naukowy i duze znaczenie dla rozwoju dyscypliny, jak rowniez wyrézniajgcg aktywnosé
naukowg mgr inz. Agnieszki Wencel, ktére moim zdaniem znacznie przekraczajg
zwyczajowe wymagania stawiane pracom doktorskim, wnioskuje o wyrdznienie

recenzowanej rozprawy.

Wojciech Swieszkowski
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