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Charakterystyka rozprawy

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska sktada sig ze 186 stron tekstu, obejmuje
streszczenie po polsku oraz po angielsku, tabele stosowanych skrotow, 7 rozdziatow, liste
publikacji doktorantki, a takze obszerna bibliografig sktadajaca sig z 215 pozycji i spis zrodet
internetowych.

Praca ma charakter eksperymentalny. Jest poswiecona rozwijaniu technik modyfikacji
genetycznych linii komérkowych wywodzacych sig z nowotworow watroby, tak aby
zmodyfikowane genetycznie komorki uzyskaty lub odzyskaty funkcje fizjologiczne zwigzane
gtéwnie z metabolizmem amoniaku. Dla uzyskania modyfikacji genetycznych
wykorzystywane sg wektory lentiwirusowe.

Wyprowadzone nowe linie zmodyfikowanych genetycznie komodrek moga w
przysztosci znalez¢ zastosowanie dla rozwijania biosztucznych systemoéw wspomagajacych
prace watroby. Stanowig one takze interesujacy przedmiot badar naukowych dotyczacych
technik i efektéw transdukcji wektorami lentiwirusowymi linii komérkowych.

W ¢wietle powyzszych uwag wybor tematyki rozprawy nalezy uznac za bardzo
interesujacy.

Praca rozpoczyna sie dtugim rozdziatem wstepnym poswieconym organowi ciata
ludzkiego, ktdry jest obiektem zainteresowania, tzn. watrobie. anatomii i funkcjom watroby,



a takze zmianom patologicznym watroby oraz systemom ich terapii. Wréd metod leczenia i
wspomagania funkcji watroby wymienia i opisuje sztuczne oraz biosztuczne systemy
wspomagajace watrobe. Te ostatnie stanowia wazne odniesienie do badan prowadzonych w
ramach pracy, dlatego ze do ich funkcjonowania konieczne s3 linie zywych komorek
watrobowych. W ich aspekcie oméwiona jest linia ludzkiego watrobiaka C3A, ktory
potencjalnie mdégtby zrédtem komorek dla biosztucznych systemow wspomagajacych
watrobe.

W kolejnym rozdziale przedstawione s3 cele i tezy pracy. Praca zawiera trzy
oryginalne tezy badawcze dotyczace przebadanych konsekwencji wprowadzenia, z uzyciem
wektoréw lentiwirusowych, modyfikacji genetycznych do linii komérkowej ludzkiego
watrobiaka. Pierwsze dwie tezy dotycza, kolejno, ekspresji specyficznych cech watrobowych
w transdukowanych komérkach oraz mozliwosci przywrécenia utraconych funkgji
fizjologicznych zwigzanych z metabolizmem amoniaku. Trzecia teza dotyczy ogolnie
rozumianych zastosowar naukowych i praktycznych uzyskanych modyfikacji genetycznych.

W rozdziale trzecim wymienione sg stosowane w eksperymentach materiaty.
Obejmuja one szczepy bakteryjne, DNA, linie komérkowe, podtoza, roztwory, bufory,
odczynniki, stosowane antybiotyki, biatka i enzymy. Wymienia sig takze sekwencje
starterdw, a takze wykorzystywane w przygotowaniu eksperymentéw i analizie danych
oprogramowanie.

Rozdziaty czwarty i piaty s3 zasadniczymi rozdziatami w pracy. Rozdziat czwarty,
metody, przedstawia wszystkie przeprowadzone eksperymenty, a rozdziat piaty, wyniki tych
eksperymentéw. Zakres prac eksperymentalnych byt bardzo szeroki. Obejmowat, miedzy
innymi przygotowanie i prowadzenie hodowli bakteryjnych, izolacje plazmidowego DNA
bakterii oraz ludzkiego, genomowego DNA linii komérkowych, prowadzenie linii C3A oraz
fibroblastéw, namnazanie plazmidowego DNA oraz wektoréw lentowirusowych, transdukcje,
klonowanie cDNA.

Przedstawione wyniki obejmuja ocene wydajnosci przeprowadzonych procesow
transdukgji linii komérkowych ludzkiego watrobiaka C3A, badanie mozliwego
cytotoksycznego efektu biatek fluorescencyjnych, oceng jakosci uzyskanych plazmidow i
wektoréw, analizy wynikéw przeprowadzonych badar sekwencjonowania DNA, oceny
wydajnosci proceséw transdukcji komorek C3A, poréwnania produkji biatek w komaérkach
C3A, oceny zywotnosci komdrek, wptyw stezenia chlorku amonu na morfologie i fizjologie
komorek C3A, badanie aktywnosci metabolicznej komaérek.

Wyniki przeprowadzonych prac potwierdzajg stusznosc postawionych w pracy tez
badawczych.

Rozdziat szésty jest dyskusjg uzyskanych wynikdw. Autorka dyskutuje oryginalnosc
przeprowadzonych prac w aspekcie Zrédet literaturowych. Omawia kilka publikacji o
tematyce zblizonej do tematyki przeprowadzonych badan oraz koncentruje sie na roéznicach



w metodach i wynikach pomiedzy tymi pracami oraz swoimi badaniami. Ocenia skutecznos¢
transfekowania linii C3A i HSF preparatami wirusowymi i dyskutuje réznice pomigdzy
skutecznoscia dla réznych preparatéw lentiwirusowych. Wreszcie dyskutuje rézne dalsze
potencjalne mozliwosci rozszerzania przeprowadzonych badan oraz mozliwosci ich réznych

zastosowan.

Ocena rozprawy, najwazniejsze osiggniecia i elementy oryginalne rozprawy

Na bazie przedstawionej powyzej charakterystyki najwazniejszych elementow
rozprawy stwierdzam, ze przedtozona do recenzji rozprawa stanowi oryginalne dzieto
naukowe. Tezy rozprawy sg oryginalne i zostaty wykazane na bazie szeroko zaplanowanych i
bardzo starannie przeprowadzonych i udokumentowanych badan eksperymentalnych.

Przeprowadzone badania wnoszg nowg wiedzg w zakresie metod transfekowania linii
komorkowych ludzkiego watrobiaka réznymi preparatami lentiwirusowymi, skutecznosci
proceséw transfekowania, wtasnosci transgenicznych komorek.

Potwierdzeniem rangi naukowej przeprowadzonych prac jest lista oryginalnych
publikacji naukowych, ktérych wspétautorka jest doktorantka, obejmujgca 6 prac w
renomowanych czasopismach naukowych, w ktérych doktorantka jest trzy razy pierwszym
autorem, oraz liczne doniesienia konferencyjne.

Nalezy takze zwrdci¢ uwage na starannos¢ edycji pracy oraz na systematyczny i
staranny system udokumentowania przeprowadzonych badan eksperymentalnych.

Uwagi krytyczne i dyskusyjne

Podstawowa, wielokrotnie stosowang metoda analizy wynikéw eksperymentéw byfa
jedno lub wieloczynnikowa statystyczna analiza wariancji (ANOVA). Do analiz post hoc
autorka zawsze stosuje test Duncana.

Pewne watpliwosci budzi kompletno$¢ a czasem sposob opisu prowadzenia testow
statystycznych ANOVA. We wszystkich przeprowadzonych testach brak jest
udokumentowania p-wartoéci samego testu ANOVA. Podawane s3 tylko, w postaci graficznej
notacji ,gwiazdkowej”, wyniki testow post hoc. Z praktycznego punktu widzenia taki system
dokumentacji mozna najprawdopodobniej uznac za wystarczajacy.

Jednak dokumentowanie samego kroku analiz post-hoc budzi juz pewne watpliwosci
takze od strony ich praktycznego zastosowania. W wieloczynnikowej analizie wariancji testy
post-hoc obejmuja analizy efektéw gtéwnych oraz efektow interakcji czynnikdw. Przy analizie
dwuczynnikowej s3 to trzy typy efektéw. Przy planowaniu testow (wykonywanych w
érodowisku ,,Statistica”) autorka musiata podejmowac decyzje o rodzaju analiz post hot.



Jednak podjete decyzje nie s3 nigdzie przedstawione. Nie wiadomo czym kierowano si¢ przy
podejmowaniu tych decyzji.

Na przyktad na ryc. 34 przedstawiono graficznie wyniki analiz post-hot testu dwu-
czynnikowego ANOVA, gdzie pierwszym czynnikiem jest stezenie chlorku amonu, a drugim
czynnikiem jest réznica pomiedzy kontrolg a komérkami poddanymi trzykrotnej transdukgji.
Jak wida¢ udokumentowano jedynie efekty gléwny réznicy pomiedzy kontrolg a komorkami
poddanymi trzykrotnej transdukcji. Z rysunku widac jednak, ze wystgpuje takze statystycznie
znamienny drugi efekt gtéwny (réznice pomiedzy réznymi stezeniami), a takze,
najprawdopodobniej efekt interakcji. Powinno sie to doktadniej przedyskutowac.

Podobne zastrzezenia mozna sformutowaé takze dla innych analiz, np. dla wynikow
przedstawionych na ryc. 36.

Konkluzja

Mimo uwag krytycznych, osiggniecia i oryginalne elementy rozprawy sg na pewno
wystarczajace do jej ogdlnej bardzo pozytywnej oceny. Stwierdzam, ze rozprawa spetnia
warunki odpowiedniej Ustawy i wnioskuje o jej dopuszczenie do publicznej obrony.

Biorac pod uwage oryginalno$¢ naukowg pracy, a takze powazny dorobek naukowy
doktorantki powinno sie w mojej opinii rozwazy¢ przyznanie rozprawie wyréznienia. W
przypadku jesli Komisja Doktorska bedzie taka propozycje rozwazata bede ja popierat. Jednak
biorgc pod uwage fakt, ze praca ma charakter prawie czysto eksperymentalny, a ja
koncentrowatem sie raczej na jej stronie biostatystycznej, nie czuje sig kompetentny aby
wystapi¢ w mojej recenzji z formalnym wnioskiem o wyroznienie.



