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Recenzja
Rozprawy doktorskiej mgr inz. Anny Mazurkiewicz-Pisarek pt.:

,Biotechnologiczna metoda otrzymywania rekombinowanego VIII ludzkiego
czynnika krzepniecia krwi”

Promotor rozprawy: Prof. nzw. Dr hab. Tomasz Ciach

Przedstawiona do recenzji rozprawa zawiera 138 stron tekstu zasadniczego, 10
i 1/3 strony spisu przywotanej literatury (142 pozycje), 4 strony wykazu
zataczonych rysunkéw, 1,5 strony wykazu zatgczonych Tabel i ok. 1/3 strony
wykazu ilustracji w postaci fotografii. Praca zawiera takze 14 stron Zatgcznikow
(3 Zataczniki)

WSTEP

W rozdziale ,Wstep” Autorka w sposob zwiezty, klarowny, ale niezmiernie
skrétowy opisuje problem, z jakim chce sie zmierzy. Rozwiniecie tej
problematyki znajduje sie w rozdziale drugim ,Geneza i uzasadnienie wyboru
tematu” W rozdziale trzecim ,,Cel, zakres i tezy pracy” Autorka definiuje
zarowno ,,Cele pracy” jaki jej ,Tezy”.

Moja uwaga w tym punkcie dotyczy stowa , Tezy”- Teza to co$ co nalezy
dowie$é. Bardziej odpowiada mi stowo , Hipoteza”. Hipoteza to co$ co nalezy
potwierdzié, ale nie dowie$é. Zgodnie ze znanym powiedzeniem, dowolna ilos¢



pozytywnych wynikéw nie udowadnia tezy, zas jeden negatywny jg obala. Bez
watpienie, przedstawiona metodyka badan oraz uzyskane wyniki potwierdzajg,
ze w okreslonych warunkach mozna pozyska¢ substancje wykazujacg wiasnosci
podobne do wtasnosci Faktora VIlll, ale wg mnie nie udowodnita tego. Nie
mniej, W mojej ocenie jest to istotny krok do przodu - krok, ktéry otwiera
olbrzymie, nie do przecenienia potencjalne mozliwosci na przyszto$¢. Powyzsza
uwaga odnoszaca sie do zastosowanego terminu ,Teza” ma tylko charakter
porzgdkowy, poniewaz coraz czesciej Hipotezie przypisuje sig znaczenie Tezy.
Konkludujac uwazam, ze Autorka potwierdzita zdefiniowane w swojej pracy
hipotezy tj.:

1. Mozliwe jest wklonowanie ludzkiego genu czynnika VIII krzepniecia krwi
do prokariotyczego wektora ekspresyjnego.

2. Moizliwe jest uzyskanie ekspresji ludzkiego genu kodujgcego czynnik VIII
krzepniecia krwi w prokariotycznym systemie ekspresyjnym.

3. Moizliwe jest uzyskanie aktywnego biatka czynnika VIII krzepnigcia krwi w
prokariotycznym systemie ekspresyjnym.

Na marginesie niniejszej recenzji pojawia sie pytanie poboczne, ale nie mniej
istotne z punktu widzenia semantyki stowa ,, wektor”. Wektor to termin
matematyczny i jest to wielkos¢ charakteryzujqca sie, modutem, kierunkiem i
zwrotem. Te dwie ostatnie cechy zwigzane sq z przyjetym uktadem odniesienia.
O ile stosowane pojecie wektora jest dla mnie jasne w zakresie modutu
(wartosci) to cechy kierunku i zwrotu mogq nasuwac wgtpliwosci, o ile w sposéb
jednoznaczny nie zostanie okreslony uktad odniesienia. Zatem prosze¢ o
wyjasnienie, jak ten termin Zrédtowy (rodowdd matematyczny) odnosi sie do
terminu , Wektor” stosowanego w dysertacji tzn. co jest modutem, co
reprezentuje kierunek a co zwrot ?

W Rozdziale ,,Geneza i uzasadnienie wyboru tematu” Autorka w sposéb
drobiazgowy opisuje potencjalne ryzyka zwigzane ze stosowaniem (terapia
substytucyjna) pozyskiwanego w sposéb laboratoryjny/przemystowy Vi
czynnika krzepliwoéci krwi za pomocg obecnie dostepnych technologii. To
bardzo wazny aspekt uzasadniajacy podjecie tematyki opracowania
technologii/metody pozyskiwania czynnika VIII krzepliwosci wykorzystujgc do
tego celu jako surowiec podstawowy bakterie. Nasuwa sie zatem pytanie, jak
moze wyglgdac analiza potencjalnego ryzyka (Risk Assestment) w przypadku
dtugookresowego stosowania ,,VIll czynnika krzepliwosci krwi” pozyskanego
przy pomocy proponowanej technologii.



W rozdziale 3.1 Autorka opisuje budowe VIII czynnika krzepliwosci krwi w jego
naturalnej postaci. Jak wynika z tego opisu jest réznica pomiedzy budowg
naturalnego VIl czynnika krzepliwosci krwi a jego substytutami pozyskiwanym
metodami inzynierii genetycznej. Na stronie 24 Autorka konstatuje ,
Wytworzenie czynnika VIl pozbawionego domeny B stanowi przyktad , w jaki
sposOb inzynieria genetyczna moze ,udoskonalié¢ nature””. Nasuwajg mi sig tu
dwa pytania:

1. Czy wtasciwym jest nazywanie substytutu VIl czynnika krzepliwosci w
takim wyrazeniem jak oryginat. Autorka sama podkresla istniejgcq
roznice w strukturze oryginatu i substytutu.

2. Czy tzw. ,udoskonalenie natury” nie moze sugerowac negatywnych
konsekwencji w dtuzszej perspektywie czasowej. Autorka sfusznie
podkresla, ze ,,Funkcja domeny B, ktora stanowi 40% masy FVIlI, nie jest
doktadnie poznana” Czy nie jest to wystarczajgcq przestankq do
przeprowadzenia analizy ryzyka chociazby w postaci szkicowej ?

Na stronie 25 Autorka w sposdb klarowny, jasny, logiczny, ale
skondensowany formutuje uzasadnienie podjecia swoich badan w kierunku
metody/technologii pozyskania rekombinowanego czynnika VIII krzepnigcia
krwi w tanszym, prokariotycznym systemie ekspresyjnym stwierdzajgc:

»Kolejny krok w rozwoju leczenia hemofilii stanowi uzyskanie
rekombinowanego czynnika VIII krzepniecia krwi w tafiszym,
prokariotycznym systemie ekspresyjnym. Pozwoli to na znaczne obnizenie
kosztéw produkgji, skrocenia czasu wytwarzania takich preparatéw, wieksza
dostepnos¢ produktu, ale przede wszystkim na wyeliminowanie ryzyka
zakazenia pacjenta” Stwierdzenie bardzo prawdziwe, ale naukowe podejscie
do tak sformutowanemu problemu powinno jednoczesnie przynajmniej
zwrdéci¢ uwage na ewentualne zagrozenia tzn. jak juz wspomniano
uprzednio przeprowadzi¢ chociazby uproszczong analize potencjalnie
mozliwych ,ryzyk”.

Kazdy proces, a w szczegdlnosci proces wytwarzania okreslonych substancji
jest obarczony problemem czystosci produktu. Jezeli tak, to nasuwa sie
pytania, jak potencjalne mozliwe zanieczyszczenia mogg wptynaé na
bezpieczenstwo stosowania preparatu. Historia zna znaczng ilo$¢ takiego
niedoszacowania mozliwych ,,ryzyk” ( uboczne skutki stosowania
streptomycyny w poczgtkowym etapie technologii produkcji, TALIDOMID i
obecnos$¢ enancjomerdw substancji czynnej i inne). Niniejsza uwaga nie ma




na celu w jakikolwiek sposéb dyskredytacji zaréwno genialnej koncepcji
pozyskania VIl czynnika krzepliwo, jak bardzo udanej préby potwierdzenia
zatozonej hipotezy, ze jest to mozliwe. Celem niniejszego komentarza jest
zwrdcenia uwagi, ze przy opracowywaniu nowych metod, technologii
konieczne jest zawsze wziecie pod uwage potencjalnie mozliwych do
okreélenia ujemnych skutkéw opracowania. Taki bilans nawet w przypadku
znacznych ,ryzyk” nie oznacza, ze nie nalezy podjac prac badawczych. Taki
bilans jest niezwykle pomocny przy opracowywaniu technologii wytwarzania
w wiekszej skali — Autorka jako istotng zalete tej metody/sposobu wskazuje
wtaénie ten czynnik (tanio$é metody, zwiekszona dostepnos¢, zmniejszenie
ryzyka zarazenia).

Kolejna moja uwaga dotyczy réwnania (brak numeru) opisujacego szybkos¢
wzrostu biomasy przy wykorzystaniu charakterystycznej szybkosci wzrostu.
Autorka odwotuje przy tym do publikacji Prof. Batdygi i wspétautorow z
2000r. W moim przekonaniu zapis ten jest konfudujgcy:

1dX 1
a7 = 3T = HX,S) (A)

Gdzie:
X - stezenie biomasy wyrazone np. w kg/m?

Tak naprawde omawiane réwnanie to réwnanie Monoda (Monod,1979).

Jego oryginalna forma to:
ax
o = Xu (8)

Gdzie:
1L — nosi nazwe specyficznej predkosci wzrostu [1/s]

W mojej ocenie zapis réwnania przedstawiony w rozprawie jest niepoprawny.
Biorac pod uwage powyzsze oraz komentarz do tego réwnania zamieszczony w
rozprawie, popetniony btagd odnosze raczej do bfedu drukarskiego a nie
merytorycznego. Bytbym wdzieczny za wyjasnienie tych watpliwosci.

Na stronie 40 w drugim akapicie od gory Autorka konstatuje, ze sprawa
kluczowa w hodowli reaktorowej jest miedzy innymi odprowadzenie ciepta
wydzielanego podczas procesu — ciekawe, jaka moca charakteryzuje sig proces
realizowany przez Autorke.




PODSUMOWANIE

W pewnym uproszczeniu przedstawiona do recenzji rozprawa traktuje na
temat mozliwosci pozyskania VIl czynnika krzepliwosci krwi metodami
inzynierii genetycznej wykorzystujgc do tego fragmenty biatka pozyskanego z
hodowli bakteryjnej. Olbrzymia sitg tej rozprawy jest sam pomyst /koncepcja
takiego podejscia (gratulacje). Nie zaleznie czy uznamy, ze Autorka rozwigzata
problem czy nie (wg mnie to tylko przyczynek) to watpliwosci, ze zardwno sama
koncepcja jak i proponowana metodologia (technologia)to olbrzymi krok do
przodu w gtebszym poznaniu mechanizmu krzepniecia krwi jak i propozycji
przysztosciowego rozwigzania problemu hemofilii. Praca bez watpliwosci ma
charakter eksperymentalny, aczkolwiek sam pomyst to wynik gtebokiej analizy
teoretycznej opartej na wiedzy zaréwno na problematyce krzepliwosci krwi jak
na mozliwosciach inzynierii genetycznej.

Autorka wsparta swoje rozwazania bardzo dobrze dobrang literaturg. Zaréwno
wprowadzenie do zagadnienia, jak i rozeznanie w problematyce, a takze
potrzebach wspétczesnej hematologii $wiadcza o tym, ze Autorka doskonale
orientuje sie w tej tematyce. Jedyne moje zastrzezenie dotyczy stosunkowo
ubogiego wsparcia sie literaturg w obszarze bioreaktoréw. Powotanie sig na
pozycje Prof. Z. Batdygi i wspétautoréow wydaje sie niewystarczajace (w
literaturze krajowej dostepne sg takze inne pozycje: Anna Trusek-Holownia,
Membrane Bioreaktors- Models for Bioprocess Design, Balaban Desalination
Publication,2011 czy tez starsza pozycja — U.E Viesturs, A.M. Kuzniecow, W.W.
Sawienkow, Bioreaktory -zasady obliczeri i doboru, WNT Warszawa 1990). Ta
uwaga ma charakter czysto formalny, poniewaz opis dziatania i doboru
bioreaktora to tylko posrednio wspomagajacy aspekt niniejszej rozprawy.

Autorka bardzo czytelnie i jasno sformutowata metodyke (koncepcjg)
skonstruowania VIl czynnika krzepliwosci z bakterii wykorzystujgc do tego
techniki inzynierii genetycznej. Sformutowata tezy pracy (wg mnie to raczej
hipotezy — uzasadnienie w tekscie) i w sposéb doswiadczalny potwierdzita
mozliwo$¢ realizacji celu. Nie ulega watpliwosci, ze dalsze i bardzo pogtebione
badania sg konieczne, ale pierwszy fundamentalny krok zostat poczyniony. Ten
pierwszy i przetomowy zaréwno w aspekcie pomystu, jak i metodyki to gtéwny
atut tej pracy. Autorka w sposéb bardzo konsekwentny dgzy do potwierdzenia
hipotezy o mozliwosci pozyskania VIl czynnika krzepliwosci krwi wykorzystujac
do tego celu biatka bakterii. Autorka uzyskuje wynik pozytywny, nie mniej nie
zwraca uwagi, czy materiat w postaci pozyskanej bedzie mogt, zarowno w



sferze teoretycznej jak i praktyce byé wykorzystany do celu jakiemu ma stuzyc.
Inaczej méwigc nie prébuje Ona nawet przeprowadzi¢ chociazby bardzo
pobieznej analizy mozliwych ,ryzyk” (Risk Assesment). Taka analiza bytaby
bardzo przydatna i znakomicie podniosta by walor aplikacyjny wykonanej pracy.
Nie mniej postawione na we wstepie Tezy (Hipotezy) nie obligujg Autorke do
tego, a sam pomyst juz sam w sobie jest na tyle przetomowy, ze w mojej ocenie
te zastrzezenie usuwa daleko na dalszy plan.

Praca zawiera kilka niedorébek redakcyjnych i formalnych. | tak w zakresie
btedéw formalnych (nie majgcych najmniejszego wptywu na uzyskane wyniki
wyptywajace z nich wnioski) to mylenie funkcji wykfadniczej z funkcjg potegowa
(Przyktad: str. 130, Rys 6.44 przedstawiona na rysunku zaleznos¢ jest
aproksymowana wielomianem potegowym 5 —tego stopnia a nie wielomianem
wyktadniczym. Kilka linijek ponizej Autorka odwotuje sie do tego eksperymentu
i stwierdza, ze ,,zaobserwowano w hodowli wzrost wyktadniczy”. |tu kolejna
uwaga — Rys 6.44 przedstawia krzywa dopasowang do 26 punktow
wyznaczonych doéwiadczalnie a ta krzywa z kolei jest aproksymowana
wielomianem potegowym pigtego stopnia. Brak jest informacji z jaka
doktadnoscig zostat wyznaczony poszczegélny punkt — np. czy jest to
pojedynczy pomiar, czy jest to punkt bedgcy wynikiem odpowiedniej obrébki
kilkunastu pomiarowych. Pytanie to ma swoje uzasadnienie w szczegolnosci,
gdy poréwnuje sie Rys. 6.44 i Rys. 6.45. Na Rys. 6.45 Autorka uwidocznita
granice doktadnosci pomiaru poszczegélnego punktu pomiarowego a na
Rys.6.44 nie. | tu kolejna uwaga (formalna) - nie wiem, jak jest zdefiniowany
dopuszczalny btagd pomiaru stezenia glukozy w danym przyrzadzie
pomiarowym. Na ogét, w przyrzadach pomiarowych btad procentowy to maks.
mozliwy btad bezwzgledny odniesiony do korica skali. Jezeli tak, to zakres
mozliwych btedéw (dopuszczalny rozrzut) dla poszczegdlnych pomiaréw
zaprezentowanych na Rys. 6.45 powinien by¢ taki sam dla kazdego punktu
pomiarowego i znacznie wigkszy, bo powinien stanowi¢ 10% od jego zakresu
pomiarowego. Wéweczas interpretacja intrygujacego ksztattu zaprezentowanej
krzywe] byta by prawdopodobnie tatwiejsza.

Przyktadem niedorébki redakcyjnej jest to, ze na niektorych wykresach jest
brak oznaczania jednostek (np. Rys. 6.44, Rys.6.45, 6.46 itp.). Autorka nie
podaje w jakich jednostkach jest oznaczony czas, stezenie czy tez inne
parametry.



WNIOSEK KONCOWY

Wymienione w pracy niedociggniecia, w moim przekonaniu nie umniejszajg w
zaden sposdb merytorycznego sukcesu, ktérego zasadnicza cze$¢ odnosze do
samego pomystu (koncepcji), jak i sposobu potwierdzenia postawionych na
poczatku pracy Hipotez. Autorka wykazata sie niebywata pomystowoscig i
intuicjg badawczg. Moje krytyczne uwagi nie umniejszajg wagi naukowego
osiggniecia zaprezentowanego w przedstawionej do oceny Rozprawie
Doktorskiej Pani Anny Mazurkiewicz —Pisarek. W tej sytuacji wnioskuje o
wyrdznienie pracy, jako wybitnego dzieta i jednoczesnie stwierdzam, ze w/w
rozprawa, W mojej ocenie, spetnia wymogi stawiane odpowiednig ustawa
rozprawom doktorskim i wnosze do Rady Naukowej Instytutu Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej PAN im. Prof. Macieja Natecza o jej przyjecie i
dopuszczenia do dalszej obrony.



