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Niewydolnos¢ watroby - kluczowego narzadu odpowiedzial-
nego za metabolizm, filtracje oraz detoksykacje organizmu - stanowi
bezposrednie zagrozenie zycia pacjenta i rzadko poddaje sie
standardowemu leczeniu farmakologicznemu. W zaawansowanym
stadium choroby najskuteczniejsza metodq ratowania zycia pozostaje
transplantacja. Niestety, ze wzgledu na ograniczong dostepnosc
narzadow, bariere immunologiczng, przeciwwskazania medyczne,
przeprowadzenie transplantacji w trybie natychmiastowym jest
praktycznie niemozliwe. W takich sytuacjach kluczowq role odgrywajgq
terapie pomostowe, ktéorych zadaniem jest czasowe podtrzymanie
funkcji zyciowych pacjenta i ustabilizowanie jego stanu do momentu
znalezienia odpowiedniego dawcy.
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Opracowanie w petni funkcjonalnej biosztucznej watroby (BAL
- bioartificial liver) nadal stanowi ogromne wyzwanie technologiczne
m.in. z uwagi na brak odpowiedniego zZrédta komoérek i trudnosci
w zapewnieniu odpowiednich warunkéw ich hodowli.

Biorac powyzsze dane pod uwage pani mgr Monika Wisniewska
w ramach swojej rozprawy doktorskiej podjeta sie opracowania
metody izolacji komérek z ludzkiej tkanki watrobowej, ktére bedag
z jednej strony zdolne do namnazania i nie beda ulegaty
odrdznicowaniu a ponadto bedg stanowity stabilng populacje
proliferujgcych komorek pochodzacych z ludzkich hepatocytéw (ang.
human Hepatocyte-Derived Proliferating Cells — hHDPC). Doktorantka
zatozyta, ze komorki te bedq nadawaly sie do hodowli dynamicznej
w warunkach przeptywowych, co jest niezbedne w przypadku
potencjalnego zastosowania jej w biosztucznych systemach
wspomagania watroby.

Chce podkreslic, ze wybor tematu rozprawy jest trafny,
aktualny i wtasciwie uargumentowany.

Praca doktorska pani mgr Moniki Wisniewskiej liczy 317 stron
i jest zredagowana w jezyku angielskim. Na poczatku pracy
zamieszczono Wykaz skrotow (5 stron), Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim (4 strony), Wprowadzenie i przeglad literatury
(36 stron). Kolejny rozdziat zawiera teze i cele pracy oraz
najwazniejsze jej osiggniecia (1 strona), po czym nastepujq rozdziaty
Materiaty (19 stron), Metody (25 stron), Wyniki (115 stron), Dyskusja
(50 stron), Whnioski (8 stron) i Uwagi koricowe (2 strona). Prace
konczy rozdziat PiSmiennictwo (az 355 pozycji), po czym umieszczono
Spis rysunkdw i tabel, Liste publikacji Autorki a takze przedstawiono
jej inne aktywnosci naukowe. Na koncu pracy zamieszczono Materiaty
uzupetniajgce (7 stron). Praca jest bardzo obszerna ale jej uktad jest
typowy dla rozpraw doktorskich a prace cechuje wiasciwa proporcja
miedzy czescig literaturowq a doswiadczalna.



We Wprowadzeniu Doktorantka omoéwita budowe anatomiczng
i funkcje fizjologiczne watroby, zwracajac uwage na typy komorek
oraz funkcje metaboliczne, w tym m.in. synteze albumin, alfa
antytrypsyny, watrobowych czynnikéw jadrowych (HNF4a, HNFia)
cytochroméw P450, innych czynnikéw wzrostu i cytokin waznych
z punktu widzenia funkcji hepatocytow i mezenchymalnych komorek
macierzystych. Dalej przeszta do omoéwienia chordéb watroby,
tytutujac ten podrozdziat jako ,Faulty liver”; byé moze wyrazenia
JLiver diseases”, ,Hepatic dysfunction” albo ,Liver impairment”
bylyby bardziej odpowiednie, ale uwaga ta nie ma wplywu na mojg
wysoka ocene merytoryczng tej czesci pracy. Dalej omdwiono
zagadnienia dotyczgce transplantacji watroby i jej niezwykte funkcje
regeneracyjne. Duzo miejsca doktorantka poswiecita metodom
izolacji komorek z tkanki watrobowej opisujac ich wady i zalety
a takze terapiom pomostowym do transplantacji i regeneracji i tu
wymienie np. systemy sztucznego wspomagania funkcji watroby
(ALSS) czy biosztuczne systemy wspomagajqce watrobe (BALs).

Powyzszy rozdziat cechuje sie rzetelnoscig przygotowania oraz
wlasciwym doborem najnowszego pismiennictwa. Wszystkie podjete
w nim watki SciSle wigzg sie z tematem doktoratu, co potwierdza
wysoki stopien zorientowania Autorki w analizowanej problematyce.

Nastepnie Doktorantka przedstawita teze naukowa i cele
rozprawy, ktére w mojej opinii zostaty wtasciwie sformutowane.

Dalej Autorka opisata materialy uzywane w pracy: linie
komoérkowe, pozywki i ich suplementy, przeciwciata, odczynniki,
a takze zestawy i odczynniki niezbedne do izolacji komdrek
i przeprowadzenia badan ich fenotypu. Wymieniono rowniez
urzadzenia, ktoére zostaty wykorzystane a ponadto materiaty
zuzywalne i wykorzystywane programy komputerowe. Nalezy
podkresli¢, ze wykonano to w bardzo skrupulatny sposob.

W nastepnym rozdziale opisano metody i sposéb prowadzenia
badan w zakresie kultur komoérkowych, izolacji hepatocytéw z tkanki
watrobowej (pozyskanych az od 30 dawcdéw), badan za pomocqy
cytometrii  przeptywowej, immunoluorescencji, ELISA, oceny
zywotnosci komodrek i ekspresji gendw. Ponadto opisano metody



wykorzystane do charakterystyki materiatdw wchodzacych w sktad
bioreaktora kapilarnego takie jak np. skaningowa mikroskopia
elektronowa, pomiary zwilzalnosci, przepuszczalnosci membrany,
punktu odciecia i cytozgodnosci metoda bezposrednig i posrednig.
Doktorantka opisata tez sposéb skonstruowania bioreaktora
kapilarnego i systemu do hodowli komérek w warunkach
dynamicznych.

Powyzsze dwa rozdziatly to bardzo szczegdtowy i wzorcowy
przyktad opisu eksperymentéw w pracy naukowej — do tej czesci
dysertacji nie zgtaszam zadnych zastrzezen.

W rozdziale Wyniki Doktorantka najpierw opisata i zanalizowata
dane dotyczace izolacji hepatocytow z tkanek pochodzacych od
dawcow chorych i zdrowych oceniajac wptyw réznych enzyméw na
wydajnos¢ izolacji oraz zywotnos¢ komoérek, przy czym ten ostatni
parametr okazal sie na bardzo wysokim poziomie, szczegdlnie
w przypadku komoérek od dawcéw pici zenskiej, zas efektywnosé
izolacji byla najwyzsza dla komérek od dawcéw pitci meskiej.

Doktorantka prowadzita hodowle w réznych pozywkach i na
zmodyfikowanych kolagenem i fibronektyng powierzchniach w celu
poprawy adhezji komorek i ich proliferacji objawiajacej sie

tworzeniem wysp komoérkowych. Przebadata szereg wariantow
pozywek i zauwazyta, ze w przypadku fibronektyny najwyzsze tempo
tworzenia wysp bylo w pozywce DMEM wzbogaconej w FBS.
W przypadku kolagenu byto to w pozywce HM wzbogaconej w HGS.
Wyizolowane hepatocyty produkowaly i wydzielaty albumine i biatka
specyficzne dla hepatocytéw, ale ulegaty tez odréznicowaniu jesli byty
hodowane w warunkach statycznych. Co interesujgce, w warunkach
dynamicznych z wykorzystaniem wykonanego przez Doktorantke
biorekatora kapilarnego, aktywnos¢ metaboliczna i funkcje
wydzielnicze komodrek zostaly zachowane przez dlugi czas.
Doktorantka przypisata to utatwionej wymianie masy (transport
skfadnikow odzywczych i produktéw przemiany materii) oraz
stymulacji szlakéw sygnalizacyjnych mechanotransdukcji. Zgadzam
sie z tg interpretacjg uzyskanych wynikow.

Doktorantka uzyskata nowg proliferujaca populacje komorek
hHDPCs i poddata jq drobiazgowej analizie. Wykazata, np. ze
produkujg one niektére biatka typowe dla hepatocytow, ktorych



ekspresja ulegata zmianom w odpowiedzi na bodzce zewnetrzne.
Analizujac  markery typowe dla hepatocytow i komodrek
progenitorowych wyciagneta wniosek, ze komorki te znajdujg sie
w stanie przejSciowym pomiedzy oboma powyzszymi rodzajami
komorek i moga stanowi¢ model badawczy proceséw regeneracyjnych
watroby. Nalezy podkresli¢, ze w pracy przedstawiono bardzo bogaty
materiat doswiadczalny wilasciwie zaprezentowany i przeanalizowany,
ktory dotyczyt miedzy innymi pordéwnania uzyskanych komodrek
hHDPCs z komorkami z linii HepG2, C3A i HDFn. Uwazam, ZzZe
Doktorantka przeprowadzita skrupulathng analize uzyskanych
wynikéw.

W nastepnym rozdziale Kandydatka do stopnia doktora
poddata szczegotowej dyskusji catos¢ przedstawionych wynikow,
konfrontujac je z danymi literaturowymi oraz uwypuklajac oryginalny
wkiad wiasny. Struktura i tres¢ tego rozdziatu nie budza zastrzezen
natury merytorycznej badz redakcyjnej.

W ramach podsumowania dysertacji Doktorantka sformutowata
najistotniejsze wnioski oraz nakreslita przyszte kierunki badawcze.
Nie ulega watpliwosci, ze zatozone cele rozprawy zostaty w petni
zrealizowane, a teza uzyskata potwierdzenie na drodze
eksperymentalnej. Wysoki poziom metodologiczny, szeroki zakres
wykonanych badan, a takze dojrzata dyskusja naukowa i potencjat
aplikacyjny uzyskanych rezultatbw w mojej opinii zastugujg na
najwyzszg ocene.

Studiujac dysertacje nasunety mi sie nastepujgce zagadnienia
do dyskusji naukowej w czasie publicznej obrony.

Po pierwsze zastanowity mnie dane zawarte we wstepie
literaturowym w rozdziale dotyczacym systeméw biosztucznej
watroby BALs, ktore aby mogty petni¢ swojg funkcje terapeutyczng
muszg zawiera¢ co najmniej 200 g hepatocytéw, a nieraz nawet 600
g. Czy Doktorantka mogtaby opowiedzie¢ skad pozyskuje sie takie
komorki, czy izoluje sie je od jednego dawcy, czy od wiekszej liczby
dawcow, czy mogg sie one wywodzi¢ z linii komorkowej pochodzenia
nowotworowego, czy mogq by¢ pochodzenia zwierzecego?
Szczegolnie interesowatyby mnie systemy, ktére sg obecnie na etapie



badan klinicznych, bo o ile mi wiadomo, to Zzaden z nich nie przeszedt
procesu certyfikacji i nie jest jeszcze dostepny komercyjnie.

Po drugie, opierajac sie na danych literaturowych i swoim
doswiadczeniu w izolacji hepatocytéw i konstruowaniu bioreaktorow
do ich hodowli, czy Doktorantka mogtaby oszacowac¢ ile czasu
wymagatoby pozyskanie/namnazanie takiej liczby komérek aby
mogty wspomoc leczenie jednego pacjenta z niewydolnoscig watroby
metoda BAL?

Po trzecie, czy w literaturze znajdujg sie dane jak diugo
komorki stosowane w systemach BAL, bedacych na etapie badan
klinicznych, mogq wiasciwie funkcjonowaé i wspiera¢ pacjentow
z niewydolnoscig watroby?

Ponadto prosze o komentarz dlaczego Doktorantka uzywa
terminu ,populacja” proliferujacych komérek wywodzacych sie
hepatocytéw hHDPCs a nie uzywa terminu ,linia komdrkowa"?

Chciatabym na koniec podkresli¢, ze pytania, ktére stawiam
w recenzji wynikajg z mojej ciekawosci naukowej i s zaproszeniem
Doktorantki do dyskusji naukowej w czasie publicznej obrony.

Podsumowujac, chciatabym zaakcentowac, ze praca doktorska
mgr Moniki Wisniewskiej pt. “Biofunctionlization of capillary
bioreactor with the use of human hepatocyte-derived proliferating
cells as a model of bioartificial liver” spetnia z nadmiarem wymagania
stawiane rozprawom doktorskim w dziedzinie nauk inzynieryjno-
technicznych w dyscyplinie inzynieria biomedyczna okreslone
w ustawie z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym
i nauce (Dz.U. z 2021 r. poz. 478), gdyz prezentuje ogdlng wiedze
kandydatki w dyscyplinie inzynieria biomedyczna, wykazuje
umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia przez nig pracy naukowej
a oprocz tego stanowi oryginalne rozwigzanie problemu naukowego.

Wnosze wiec o przyjecie recenzowanej rozprawy oraz dopuszczenie

pani_mgr Moniki Wisniewskiej do dalszych etapdéw postepowania

0 nadanie stopnia doktora.




Biorac pod uwage: (1) kompleksowe podejscie doktorantki do
tematu oraz koncowy efekt polegajacy na opracowaniu
i zoptymalizowaniu metody izolacji komoérek z ludzkiej tkanki
watrobowej, ktére wykazuja wysoka zdolnos¢ proliferacji i tworzg
stabilng populacje komérek; (2) udowodnienie, ze wyizolowane
hepatocyty wykazujq szczegdlnie korzystne wtasciwosci w warunkach
hodowli dynamicznych w bioreaktorze, co predestynuje je do uzycia
w systemach biosztucznej watroby; (3) opublikowanie uzyskanych
wynikdw w prestizowych czasopismach naukowych; (4) realizacje
prac w ramach projektow finansowanych w drodze konkurséw ABM,
NCN i NCBIiR; (5) upowszechnianie wynikéw na konferencjach -

whnosze o _wyroznienie rozprawy.

Podpisata prof. dr hab. inz. Elzbieta Pamuta



