‘ Politechnika Wroctawska

Prof. dr hab. Marta Kopaczynska Wroctaw, 04.09.2026
Katedra Inzynierii Biomedycznej i Pomiarowej

Wydziat Podstawowych Problemoéw Techniki

Politechnika Wroctawska

50-370 Wroctaw, Wybrzeze Wyspianskiego 27

tel.71-370-4617

marta.kopaczynska@pwr.edu.pl

Recenzja rozprawy doktorskiej

Biofunkcjonalizowany bioreaktor kapilarny wykorzystujqcy nowq linie proliferujgcych komdrek
hepatocytarnych pochodzenia ludzkiego jako model biosztucznej wqtroby

Biofunctionalization of capillary bioreactor with the use of human Hepatocyte-derived
proliferating cells as a model of bioartificial liver

Autor rozprawy doktorskiej: mgr Monika Joanna Wisniewska

Promotor: Prof. dr hab. inz. Dorota G. Pijanowska
Promotor pomocniczy: Dr Krzysztof Pluta

Recenzj¢ rozprawy doktorskiej sporzadzono na prosbe Dyrektora Instytutu prof. dr hab. inz.
Piotra Ladyzynskiego, wyrazong w pismie SN.431.5.4.2025 z dnia 29 czerwca 2026 roku. Przewod
doktorski jest prowadzony przez Rad¢ Naukowga Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej
im. Macieja Nalgcza Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Podstawa prawna recenzji rozprawy doktorskiej mgr Moniki = Wisniewskiej
pt. ., Biofunkcjonalizowany bioreaktor kapilarny wykorzystujgcy nowq linie proliferujgcych komorek
hepatocytarnych pochodzenia ludzkiego jako model biosztucznej wqtroby” jest okreslona w art. 187
Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z
pézn. zm.) oraz w pkt. 3 ,Regulaminu przeprowadzenia postgpowan w sprawie nadania stopnia
doktora w IBIB PAN”, w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych w dyscyplinie inzynieria

biomedyczna.

Tematyka i charakter rozprawy doktorskiej
Choroby watroby i S$miertelno$¢ z nimi zwigzana sa duzym wyzwaniem dla metod
terapeutycznych, medycyny regeneracyjnej, transplantologii i inzynierii biomedycznej. Wciaz jedyna

i skuteczng metoda leczenia pacjentow jest przeszczep watroby lub jej fragmentu. Niestety gtownym



problemem transplantologii, nie tylko w Polsce, ale i na $wiecie, jest niewystarczajaca liczba dawcow
przy ciagle wzrastajacej liczbie biorcow. Pozostaja, wiec alternatywne rozwiagzania dla przeszczepu
niewydolnej watroby, a wspodlczesne kierunki rozwoju w leczeniu schorzen watroby przechodza
rewolucje technologiczna. Uwaga skupiona jest na przejsciu od prostych systemow oczyszczania krwi
(systemow acellularnych, takich jak MARS) do zaawansowanych systemoéw biohybrydowych
(biosztucznej watroby — BAL) oraz medycyny i inzynierii regeneracyjnej. Najwiekszym przelomem
jest odejscie od komorek nowotworowych oraz $winskich na rzecz ludzkich hepatocytow
pochodzacych z indukowanych pluripotentnych komorek macierzystych (iPSC oraz CiPS). Komorki
te charakteryzuja si¢ pelnym profilem metabolicznym oraz wysokim bezpieczenstwem
onkologicznym. Réwnolegle tradycyjne hodowle jednowarstwowe w bioreaktorach zastepuje sie
trojwymiarowymi organoidami watrobowymi. Modele 3D znacznie lepiej nasladuja naturalng
strukture tkanki i usprawniajg klirens toksyn. Wszystkie te innowacje daza do poprawy przezywalnosci
komorek i pelnej biointegracji aparatury z organizmem biorcy.

Zastosowanie pozaustrojowych systemow hybrydowych - biosztucznej wagtroby jest
rozwigzaniem czasowym, mogacym stanowi¢ jedynie terapie pomostowe do czasu samoistnej
regeneracji utraconych funkcji watroby lub pozwalajace na przezycie do czasu znalezienia dawcy
narzadu do przeszczepu.

Doktorantka podje¢ta probe zmierzenia si¢ z problemami i ograniczeniami trudnej hodowli
hepatocytow dla systemu biosztucznej watroby, poszukaé¢ zrodet alternatywnych ludzkich modeli linii
komorkowych hepatocytow, wprowadzi¢ optymalizacje w celu ulepszenia hodowli poprzez
zwigkszenie ich indeksu proliferacyjnego, uzyskanie stabilnosci genetycznej oraz zwigkszenie
wlasciwosci metabolicznych w warunkach dynamicznych w modelu bioreaktora typu hollow fiber.

Obecnie, aby biosztuczna watroba mogta przetacza¢ pelng krew pacjenta bez wywolywania
ostrej reakcji odpornosciowej jest niezmiernie wymagajagcym wyzwaniem. Ponadto proces certyfikacji
systemow biosztucznej watroby (BAL) przez amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow (FDA) jest
niezwykle skomplikowany, poniewaz systemy BAL traktowane sg jako produkty medyczne

wysokiego ryzyka (klasy II). W swietle tych trudnosci, Doktorantka podjeta trudne zadanie naukowe.

Struktura oraz zawarto$¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska mgr Moniki Wisniewskiej liczy wraz z bibliografia
313 stron. Rozprawa jest napisana w jezyku angielskim, w postaci tradycyjnej monografii,
obejmujacej 8 rozdzialow, 100 rysunkow, wliczajac rysunki z czgsci suplementu oraz 355 pozycji
literaturowych. Rozprawa zawiera streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim.

Rozdzial 1 jest wprowadzeniem do zagadnien dotyczacych budowy, funkcji i choréb watroby



oraz réznych sposobow leczenia chordb watroby, w tym technik transplantacyjnych. Regeneracja
watroby, w tym rdéznicowanie komorek podczas regeneracji watroby oraz proces czesciowego
przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT). Opracowanie metod izolacji komorek watroby, w tym
dwuetapowa metoda perfuzji kolagenaza oraz metoda mechanicznej defragmentacji i trawienia
enzymatycznego tkanki. Terapie pomostowe zastgpujace lub wspomagajace czynno$¢ watroby u
pacjentow z niewydolnoscig watroby, w tym system wspomagania czynnosci watroby (LSS) oraz
alternatywne terapie pomostowe modelami hepatocytoéw. Na koniec rozdziatu Doktorantka prezentuje
linia proliferujacych komérek hepatocytéw pochodzenia ludzkiego jako potencjalnie nowe zrodto
komorek watrobowych, mogacych mie¢ zastosowanie w hybrydowych systemach biosztucznej
watroby. Podrozdzial pomostowy pomiedzy 1 a 2 zawiera cel i dwie tezy rozprawy doktorskiej oraz
syntetyczny autorski wktad Doktorantki w badania. Rozdziatl 2 zawiera cel oraz trzy tezy rozprawy
doktorskie;j.

W rozdziale 3 przedstawiono material biologiczny zastosowany w pracy badawczej, w tym
linie komoérkowe, plazmidy, enzymy, odczynniki chemiczne i przeciwciala stosowane w technikach
laboratoryjnych. Wymieniono réwniez wykorzystane przez Doktorantke techniki laboratoryjne,
aparature badawcza oraz programy komputerowe uzyte do analizy danych oraz statystyki.

Rozdzial 4 zawiera szczegdlowo opisane metody izolacji i przygotowania preparatow
komoérkowych oraz zastosowane techniki eksperymentalne. Prezentuje procedury izolacji linii
komorkowych, prowadzenie hodowli na r6znych podtozach oraz ocene wptywu modyfikacji i roznych
warunkéw hodowli na parametry hodowlane oraz funkcjonalne. Osobny podrozdzial opisuje
zastosowanie autorskiego systemu do hodowli dynamicznej, ze skonstruowanym bioreaktorem typu
hollow fiber. Rozdziat 5 zawiera szczegdtowa i ilustrowang dyskusje. Rozdziat 6 prezentuje cenne
podsumowanie przeprowadzonych badan i ich wynikow w aspekcie potencjalnego zastosowania
klinicznego. W rozdziale 7 zostala umieszczona bibliografia. Ponadto umieszczono spis tabel,
rysunkoéw oraz najwazniejsze osiagniecia Doktorantki, wraz z jej dorobkiem naukowym. Rozdziat 8
stanowi zrédlto uzupetniajacych materialow z badan.

Rozprawa jest starannie zredagowana i bogato ilustrowana, podzial na rozdzialy jest

przemyslany i przejrzysty. Tezy zostaly dowiedzione w rozdziale ,,Final Thoughts”.

Ocena oryginalnosci rozprawy doktorskiej

Celem recenzowanej rozprawy doktorskiej byto uzyskanie nowego materiatu biologicznego do
zastosowania w hybrydowych systemach biosztucznego wspomagania watroby typu BAL. Zrodto
materialu  biologicznego pochodzitlo z resekowanych fragmentow ludzkiej watroby,

charakteryzujgcego si¢ zwiekszona dostepnoscia wynikajaca z nabytej zdolnosci do proliferacji oraz



stabilnoscig w warunkach hodowli dynamicznej w modelu bioreaktordw typu hollow fiber.

Obecne modele ludzkich hepatocytéw posiadajg wiele dysfunkcji. Doktorantka przeprowadzita
seri¢ oryginalnych eksperymentdw oraz analiz w celu otrzymania prawidlowego zrédla komorek
ludzkich hepatocytow do zastosowania klinicznego.

Doktorantka postawita dwie tezy rozprawy doktorskiej:

1. Mozliwe jest zoptymalizowanie warunkéw hodowli hepatocytow wyizolowanych z fragmentow
ludzkiej watroby w celu uzyskania komodrek wykazujacych zdolno$¢ do proliferacji przy
jednoczesnym zachowaniu kluczowych funkcji hepatocytow.

2. Uzyskana stabilna linia proliferujacych komorek pochodzacych z ludzkich hepatocytow (ang.
human Hepatocyte-Derived Proliferating Cells, hHDPC) stanowi nowe zrdédlo funkcjonalnego
materiatu biologicznego do zastosowania w biosztucznej watrobie.

Mgr Monika Wisniewska uzyskata autorskie, nowe zrodlo proliferujagcych komorek
hepatocytarnych pochodzenia ludzkiego, optymalizujagc metode izolacji komorek watrobowych z
malych fragmentéw tkanki. Uzyskane komorki zachowaly szereg parametréw, wykazujacych ich
potencjalng uzyteczno$¢ do zastosowania jako model biosztucznej watroby, miedzy innymi nabyty
zdolnos¢ do podzialdéw i zwiekszyly wlasciwosci metaboliczne w hodowli w warunkach
dynamicznych w modelu bioreaktora typu hollow fiber. Ponadto zachowaly wybrane cechy
hepatocytow, takie jak produkcja albuminy, HNF4alfa, HNF1alfa i CK18, zachowaly réwniez niski
poziom ekspresji AFP oraz brak ekspresji CK19. Brak tego ostatniego biatka swiadczy, ze nie osiagaja
one stanu odr6znicowania typowego dla komorek progenitorowych. Linia hHDPCs stanowi odrgbny
posredni stan fizjologiczny, nie wykazuje cech dojrzatych hepatpocytow, ani komorek
progenitorowych.

Doktorantka wykazata réwniez w otrzymanej linii hHDPCs niski poziom ekspresji markera
Ki67 oraz obecnos¢ markera komodrek mezenchymalnych VIM (wimetyna), ktora stymuluje proces
przebudowy cytoszkieletu i proces czgsciowego przejscia epitelialno-mezenchymalnego (EMT). Mgr
Monika Wisniewska wykazata réwniez wysoki poziom proliferacji, pol2 pasazach przyrost komodrek
byt 50-krotny, chociaz podzialom ulegaly nie tylko komorki wyspy, ale tez komorki nie bedace czgscia
wyspy.

Doktorantka zwrécita uwage rowniez na wady uzyskanej linii hHDPCs, a mianowicie
wykazala niskg ekspresje P450 i CYP3A4 oraz brak biatek cyklu mocznikowego CPS1 i ARGI. Linia
ta traci rowniez zdolno$¢ do tworzenia wakuoli apikalnych.

Autorska linia hHDPCs posiada nie tylko potencjalne zastosowanie jako zrodio komoérek w

biosztucznych systemach wspomagania pracy watroby, ale réwniez komorki te mogag zostaé



zastosowane do testow hepatotoksycznosci w kierunku testéw nowej generacji lekow oraz w
badaniach nad regeneracja watroby.

Doktorantka prezentuje interdyscyplinarng wiedz¢ oraz badania w dyscyplinie inzynieria
biomedyczna, na tle najnowszych oraz najwazniejszych osiagnie¢ w obszarze rozwoju alternatywnych
rozwigzan dla przeszczepu niewydolnej watroby. Wynika z tego réwniez znajomos¢ szerokiego
spektrum technik inzynierii genetycznej, inzynierii tkankowej, biologii molekularnej i komdrkowej, a
takze umiejetnos¢ zastosowania metod cytometrii przeptywowej, mikroskopii fluorescencyjnej oraz
technik zwigzanych z analizg biochemiczna.

Tematyka podjeta przez mgr Monike Wisniewska wykazuje rosngca liczbe artykutdéw
naukowych (tylko w tym roku pojawilo si¢ paredziesiat artykuldéw w tematyce BAL), opisujacych
systemy hybrydowe biosztucznej watroby, a takze systemy zintegrowane, lgczace inzynieri¢
reaktorowg 1 biomedyczng z medycyna eksperymentalng. Rosnie rowniez liczba artykulow
opisujacych systemy zintegrowane, ktére fgcza biosztuczng watrobe z ukladami sztucznej nerki
(systemy ciaglej terapii nerkozastgpczej — CRRT) oraz modutami immunomodulacyjnymi
(wygaszajacymi burze cytokinowa, platformg UTOpiAd). Badania takie wyznaczaja nowy trend
publikacyjny w traktowaniu systemu BAL jako element walki z niewydolnoscig nie tylko mono- ale i
wielonarzagdowa. Rozprawa doktorska mgr Moniki Wisniewskiej, dotyczaca pozyskania ludzkich
komérek hHDPC do hybrydowych systemow wspomagania watroby, stanowi wigc istotny wklad w
rozwdj badan nad biosztucznymi narzadami.

Ponadto Doktorantka posiada doskonaty dorobek naukowy, 5 publikacji opublikowanych w
recenzowanych czasopismach z listy JCR, w tym jedna za 200 punktéw z pierwszym autorstwem,
sumaryczny IF = 28,8, sumarycznie 680 punktéw ministerialnych oraz indeks Hirscha wynoszacy 1

we dlug bazy Scopus.

Szczegélowe uwagi merytoryczne i redakcyjne

Rozprawa zostala poprawnie zredagowana, bogata w rysunki i analizy. W konteks$cie badan i
eksperymentow chciatabym zada¢ Doktorantce pewne zagadnienia do rozwazenia:
1. Uzyskanie stabilnej linii hRHDPC wymagato izolacji komorek z resekowanych fragmentow ludzkiej
watroby, ktore charakteryzuja si¢ ogromng zmiennoscig osobniczg i patologiczna. Jakie konkretne
kryteria jakosciowe musial spetni¢ wyjsciowy izolat tkankowy, aby uzyskanie 50-krotnego wzrostu
liczby komérek zakonczyt si¢ sukcesem? Ile izolacji zakonczyto si¢ niepowodzeniem z powodu niskiej

jakosci materiatu biologicznego?



2. Jakie konkretne parametry hydrodynamiczne (sily Scinajace — shear stress, szybkos$¢ perfuzji
pozywki) okazaty si¢ kluczowe dla stymulacji metabolizmu hHDPC i jak zapobiegala Pani zjawisku
zatykania (cloggingu) porow membran kapilarnych przez proliferujace komorki?
3. W jaki sposob zamierza Pani kontrolowaé potencjalne ryzyko transformacji nowotworowej
uzyskanych komorek hHDPC, jesli system BAL uleglby rozszczelnieniu podczas procedury
klinicznej?
4. Czas hodowli komodrek wynosit okoto 12 dni. Czy taki czas jest wystarczajacy z punktu widzenia
pacjenta czekajacego na transplantacj¢ watroby i zabezpiecza okno terapeutyczne?
5. Zat6zmy, ze Pani nastepnym etapem badawczym jest walidacja systemu BAL z komoérkami hHDPC
w modelu in vivo. Jakie zwierze laboratoryjne wybrataby Pani do odtworzenia ostrej niewydolnosci
watroby (ALF) i jak rozwigzataby Pani problem skali aparatury?

Chcialabym podkresli¢, ze zaprezentowane przeze mnie zagadnienia do dyskusji nie sa

uwagami krytycznymi i nie wplywaja na ogdlng ocene rozprawy.

Whioski koncowe

Doktorantka udowodnila postawione tezy rozprawy doktorskiej, stosujgc przy tym bogaty
warsztat badawczy i eksperymentalny, co stanowi doskonate podkreslenie umiejetnosci Doktorantki
w zakresie inzynierii biomedycznej i samodzielnym korzystaniu z wielu technik badawczych.

Podsumowujac, stwierdzam, ze recenzowana praca spelnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawa o Szkolnictwie wyzszym i
nauce (Dz.U.z 2018 r., poz. 1668 z pozn. zm.) oraz w pkt. 3 ,,Regulaminu przeprowadzenia postgpowan
w sprawie nadania stopnia doktora w IBIB PAN”, w dziedzinie nauk inzynieryjno-technicznych w
dyscyplinie inzynieria biomedyczna. Majac zatem na uwadze osiagni¢te wyniki, dorobek naukowy
Doktorantki oraz obowiazujace przepisy o stopniach i tytutach naukowych, wnosze do Wysokiej Rady
Naukowej Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Nalecza PAN o
dopuszczenie do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na oryginalno$¢ otrzymanych wynikoéw, ich wysoki potencjat
aplikacyjny oraz dorobek Doktorantki, wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr Moniki

Wisniewskiej.

Prof. dr hab. Marta Kopaczynska

podpisano elektronicznie



