RECENZIJA
rozprawy doktorskiej
pani mgr Moniki Joanny Wisniewskiej
p.t.: “Biofunctionalization of Capillary Bioreactor with the Use
of Human Hepatocyte-Derive;d Proliferating Cells as a Model

of Bioartificial Liver”

Przedlozona do oceny Rozprawa ma charakter do§wiadczalny. Koncentruje si¢ na zagadnieniu
pozyskiwania optymalnych komorek do terapii pomostowych dla pacjentéw oczekujacych na
przeszczep watroby. Terapie, do ktérych odnosi si¢ Doktorantka, zwane w polskiej literaturze — w
braku lepszego thtumaczenia z jezyka angielskiego — hybrydowymi systemami biosztucznego
wspomagania watroby (ang. Bioartificial Liver Support Systems; BALSs), polegaja na przejmowaniu

funkcji narzadu ex vivo przez aktywne komorki pochodzace z watroby osadzone w bioreaktorze.

Przedmiot rozprawy jest niezwykle aktualny i wazny — zaréwno jako zagadnienie badawcze
jak i bardzo istotny i nierozwigzany problem kliniczny. Pani mgr Monika Joanna Wisniewska
charakteryzuje we wstepie pracy znaczenie narzadu jakim jest watroba oraz stusznie podkresla fakt,
ze jak dotychczas przeszczep watroby jest jedynym ratujgcym zycie, dostgpnym rozwigzaniem w
przypadku zaawansowanego stadium niewydolnosci narzadu. Pomijajac wysokg inwazyjno$¢ i
towarzyszgce transplantacji ryzyka oraz konsekwencje stosowania niezbednego post@bowania
immunosupresyjnego, gtdéwng barierg tego rozwigzania stanowi ograniczona dostepnos$é dawcow. Z
tej racji wiele osrodkow badawczych na swiecie podejmuje prace nad uzyskaniem skutecznego
zewnetrznego systemu wspomagania lub zastgpienia funkcji watroby — jako terapii pomostowej dla
pacjentdw oczekujgcych na przeszczep, badz regeneracje narzadu. O ile systemy catkowicie sztuczne
pozwalaja jedynie na uzyskanie efektu detoksykacji, o tyle systemy typu BAL, wzbogacone o
obecno$¢ w uktadzie funkcjonalnych komdrek, miatyby odtwarza¢ dodatkowo funkcje wydzielnicze
watroby. Systemy tego typu sg przedmiotem niezwykle intensywnych badan prowadzonych w
wiodgcych osrodkach na §wiecie, przy czym, jak dotychczas zadne z opracowanych rozwigzan nie
zostato wprowadzone do praktyki klinicznej, a podjete dotychczas badania kliniczne nie zostaly

zakonczone powodzeniem.
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Pani mgr Monika Joanna Wisniewska opisuje te zagadnienia wyczerpujaco we Wstgpie pracy,
przywolujac aktualne pismiennictwo. Za wazne uwazam to, iz Doktorantka pos§wigca w tej czesci
rozprawy uwage nie tylko zagadnieniom natury podstawowe;j, ale omawia tez stan wiedzy w zakresie
obserwacji klinicznych. Aktualnie, poszukiwanie skutecznych systeméw typu BAL jest przedmiotem
intensywnych prac badawczych na etapie przedklinicznym, za$ jednym z gtéwnych problemow
wymagajgcych rozwigzania pozostaje rodzaj i sposob przygotowania zastosowanych komorek.
Obecnie stosowane populacje komorkowe nie spetniajg oczekiwan, co stanowi nierozwigzany
problem, w ktérym upatruje si¢ gtéwnych przyczyn niepowodzenia dotychczasowych prob

klinicznych.

Pani mgr Monika Joanna Wi$niewska stawia sobie za cel uzyskanie populacji komérkowej,
ktéra eliminowalaby ograniczenia proponowanych dotychczas form materiatu biologicznego w
systemach BAL, przy zachowaniu pozadanej funkcjonalnosci biologicznej. Tym samym, oceniana

rozprawa doktorska dotyczy zagadnienia niezwykle aktualnego o bardzo duzym znaczeniu.

Podjete zagadnienie naukowe i cel rozprawy zostaly jasno sformulowane w wyodrgbnionej
czesci tekstu zamykajgcej Wstep. Teza pracy zostala sformulowana w dwéch podpunktach,
Doktorantka postuluje mozliwo$¢ takiej modyfikacji warunkow hodowli komérek pozyskanych z
izolowanej tkanki watrobowej, ktora pozwoli na uzyskanie wysokiego indeksu proliferacyjnego
komorek przy zachowaniu funkcjonalnego potencjatu hepatocytow. Uzyskane w ten sposob komorki

moglyby stanowi¢ nowe zrédlo materiatu biologicznego do systemow typu BAL.

Stosownie do postawionej tezy, Doktorantka poshuzyla si¢ w pracy komérkami ludzkimi
wyizolowanymi z fragmentow watroby. Dzigki wieloletniemu do$wiadczeniu Osrodka macierzystego
Doktorantka mogla zastosowaé zweryfikowane juz metody izolacji, proponujac wlasne modyfikacje
w odniesieniu do zastosowanych enzymow. Do badan uzyta komorek wyizolowanych z materialu
pochodzacego od 30 dawcow oraz wezesdniej pozyskanych komorek z kolekeji Instytutu
Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Natgcza PAN, pochodzacych od kolejnych

6 dawcow.

Wybor komorek do badan jest ogromnym walorem pracy. Wiele prac badawczych jest realizowanych
z uzyciem komorek zwierzecych, badz ustalonych wyprowadzonych wezesniej linii komoérkowych,
co bardzo utatwia prowadzenie badafi, jednak istotnie oddala uzyskane warunki od docelowego
zastosowania. W rozprawie postuzono si¢ komorkami izolowanymi z fragmentéw tkanek
pozyskiwanych z kliniki uniwersyteckiej, zgodnie z uzyskang pozytywna opinig wiasciwej Komisji

Bioetycznej. Doktorantka dobrata tez szeroki panel linii referencyjnych, a dokonane wybory
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kontrolnego materialu odniesienia s zgodne z powszechnie stosowanymi w odnosnym

pismiennictwie naukowym.

Niezwykle silnym punktem rozprawy jest wielo§¢ zastosowanych technik badawczych.
Doktorantka analizuje wybrane elementy charakterystyki komorek na poszczegélnych etapach
eksperymentow, poczawszy od populacji pozyskanej bezposrednio po izolacji, przez wszystkie
analizowane warianty hodowli statycznej przy uzyciu réznych podtozy, koficzac na materiale z
hodowli w warunkach dynamicznych. Wielo$¢ zastosowanych technik badawczych jest imponujgca.
Na roznych etapach charakterystyki komérek Doktorantka postuzyla sie: ilo§ciows analiza RT-PCR,
cytometrig przeptywows, analizag Western Blot, testami ELISA, w tym ilosciowym testem typu
»sandwich” oraz specyficznymi barwieniami immunohistochemicznymi. Do charakterystyki
element6w uktadu hodowli dynamicznej zastosowata ponadto skaningowa mikroskopie elektronowg i
typowe techniki do oceny jakosci i biozgodnosci uzytych materiatéw. Czg$¢ rozprawy poswiecona
uzytym materialom i metodom jest przygotowana starannie, zgodnie z obowigzujacymi zasadami.
vPraca zyskataby jednakze na przejrzystosci, gdyby w tej czeéci Rozprawy zostaly takze zamieszczone
proste schematy uktadow eksperymentalnych zastosowanych na réznych etapach postepowania z
komoérkami. Uwzglednienie na takich ilustracjach kluczowych informacji okreslajgcych cel
konkretnego ukladu, schemat czasowy obserwacji, zastosowane komérki i rodzaj analiz,
zdecydowanie ulatwitoby percepcje pracy. Szczegélnie, ze w réznych obserwacjach Doktorantka
zastosowata rézne populacje komorkowe — odnosi si¢ to do komérek badanych, pochodzacych od
roznych dawcow a takze z réznych pasazy, jak i do komorek referencyjnych, nie zawsze takich
samych w poszczegélnych czgsciach pracy. Jednoczesnie, zwiezte sformulowanie celu
poszczeg6lnych obserwacji dla potrzeb sugerowanych tu schematéw, dodatkowo utatwiloby analize
wynikow.

Pani mgr Monika Joanna Wisniewska poswigca w swojej pracy duzo miejsca analizie
zaleznoscei skutecznosci izolacji i charakterystyki uzyskanej populacji komérek od wybranych cech
dawcow materiatu. Z jedne;j strony jest to bardzo interesujacy watek, z drugiej strony jednakze
przeprowadzona analiza ma powazne stabe strony. Grupa dawcéw jest bardzo heterogenna. Sg w tym
gronie osoby obu pici, w réznym wieku (srednia wieku w analizowanej grupie wynosila 57 + 14),
poddane lub nie poddane chemioterapii — zeby wymienié tylko cechy uwzglednione w analizie. Przy
czym, z danych zamieszczonych w tabeli 3.12, poswigconej charakterystyce dawcow i sposobu
izolacji wynika, ze byly tam takze osoby bez rozpoznanego nowotworu, nie ma natomiast informacji
co do typéw rozpoznanych nowotworéw u pacjentéw onkologicznych. Co wigcej, wystepuje rowniez

zmienna w samym sposobie izolacji komorek - w réznych przypadkach zostaly zastosowane rézne
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kombinacje kolagenazy. Podsumowujac ten watek, przeprowadzona w tej czgéci analiza nie moze by¢
traktowana jako udokumentowany wynik. Natomiast zestawienie poczynionych obserwacji moze
mieé znaczenie praktyczne dla kontynuatoroéw prac nad tym zagadnieniem. Tego typu analizy
wymagaja znacznie wigkszej liczby jednorodnych danych, zatem zebrane tu obserwacje moga by¢ w

przysztoéci wiaczone do dalszych zestawiet.

W odniesieniu do dalszych czesci pracy, bezposrednio zwigzanych z tezg i celem rozprawy,
nalezy stwierdzi¢, iz eksperymentalna weryfikacja bardzo licznych wariantéw hodowli doprowadzita

Doktorantke do rozwigzania sformutowanego w celu pracy problemu.

Kluczowymi analizowanymi strukturami wyj$ciowymi, dajacymi poczatek dalszych etapow
hodowli, byly przylegajace do podloza wyspy komorek, tworzace si¢ w materiale pozyskanym z
izolacji. Doktorantka odnosi si¢ w dyskusji do charakteru tych struktur opisywanych takze przez
innych autoréw. Na uzytek swojej pracy, konsekwentnie uzywa pojgcia ,,cell islands”, przyjmujac, ze
obecne tam komorki pochodzg zaréwno z klonéw komorkowych jak i z agregatow komorkowych —w
oparciu o dane literaturowe wskazujace na skfonno$¢ hepatocytéw do spontanicznego tworzenia
agregatow. W efekcie zastosowania wielu wariantéw hodowli pozyskanych komoérek, udato si¢ pani
mgr Monice Joannie Wiéniewskiej uzyskaé¢ populacje komorkowe zachowujace zdolnos¢ do
proliferacji nawet w odleglych pasazach. Jednoczeénie, jak wykazata Doktorantka, ekspozycja tych
komoérek na dedykowane czynniki wzrostu, skutkowata obecnoscig wybranych bialek
charakterystycznych dla hepatocytéw. Uzyskane wyniki charakteryzuja si¢ zmiennoscig w czasie, a
takze réznicami w odniesieniu do materialu pozyskanego od réznych dawcow i réznych pasazy
komoérkowych. Doktorantka zauwaza takze w krytycznej dyskusji uzyskanych wyniko6w, iz nie udato
sie potwierdzié ekspresji niektorych biatek cyklu mocznikowego, co moze mie¢ znaczenie dla
pozadanej funkcjonalnosci tych komoérek. Tym niemniej, ostatecznie Doktorantka wykazala, iz
zgodnie z postawiong tezg, mozliwe si¢ okazalo uzyskanie populacji komérkowych wywodzacych sig
z tkanek watroby cztowieka wykazujacych znaczny potencjat proliferacyjny przy zachowaniu
zdolnosci do redyferencjacji w kierunku funkcjonalnych hepatocytéow — ze wzgledu na wybrane
cechy. O znaczeniu tego wyniku niech $wiadczy fakt, iz brak dostgpnosci tego typu komorek jest
gléwnym ograniczeniem rozwoju terapii typu BAL. W tym kontekscie istotnym wynikiem pracy jest
takze to, iz badane komérki byly zdolne do produkcji albuminy oraz mocznika w warunkach hodowli
dynamicznej w bioreaktorze, w stopniu wyraznie wyzszym w pordwnaniu z referencyjnymi
komérkami o immunofenotypie hepatocytarnym. Okreslenie ,,wyraznie wyzszy” zostalo przeze mnie

uzyte $wiadomie, bowiem Doktorantka nie przedstawita analizy statystycznej, ktora pozwolitaby na
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potwierdzenie, czy uzyskane obserwacje sa istotne statystycznie. Ta uwaga odnosi si¢ do znakomitej
wigkszosci przedstawionych wynikéw i jest to zdecydowanie najstabsza strona rozprawy.

Dzigki dostgpnosei komérek wyizolowanych od licznych dawcow, Autorka pracy dysponowata
bardzo bogatym materiatem wyjsciowym do analiz, pozwalajacym w szczegélnosci na unikniecie
przypadkowosci wynikajacej z réznic osobniczych. Dodatkowo, zastosowala bardzo rozbudowany
aparat do§wiadczalny. Oba te czynniki, otwieraj ac mozliwosci zastosowania wielu wariantow
obserwacji, staly sig, z drugiej strony, Zrédlem podstawowego ograniczenia pracy, limitujac
mozliwo$¢ zastosowania licznych powtorzen i uzyskania spéjnych wynikéw o udowodnione;j
znamiennosci statystycznej. Chociaz stanowi to powazne ograniczenie, jestem przekonana, iz
pomimo tego, praca ma bardzo istotne znaczenie dla rozwoju podjetego kierunku badan. Samo
sformutowanie postulatu zastosowania w systemach typu BAL komorek o zachowanym potencjale
proliferacyjnym bez utraty krytycznych funkcjonalnosci typowych dla komérek terminalnie
zroznicowanych, jest odwaznym celem i — jak wykazata Doktorantka — mozliwym do osiggniecia.
Uzyskane wyniki beda wymagaly kolejnych powtdrzen i, ostatecznie, walidacji opracowanej
metodologii. Tym niemniej, Doktorantce nie tylko udato si¢ sformutowaé i udowodnié teze, ktora, w
moim przekonaniu, zastuguje aby stanowié przedmiot rozprawy doktorskiej. Udato sié Jej takze
zgromadzi¢ niezwykle bogate Zrédto danych eksperymentalnych, ktore, nawet jesli nie

zweryfikowane ostatecznie, stanowig doskonaly punkt wyjsciowy do dalszych badan.

Podsumowujac, gléwnymi walorami przedtozonej do oceny pracy sa: waga, znaczenie i
aktualnos¢ podjetego problemu; zastosowanie w badaniach komérek ludzkich pochodzacych z
izolacji z tkanek watroby od licznych dawcow; bogaty zestaw zastosowanych nowoczesnych metod
eksperymentalnych, $wiadczacy o dobrym przygotowaniu pani mgr Moniki Joanny Wisniewskiej do
dalszej pracy naukowej oraz wykazanie zasadnosci dalszych prac na rzecz uzyskania optymalnej
populacji komorek do terapii typu BAL laczgcej przezywalno$é i funkcjonalno$é komérek — w
oparciu 0 wykazane w pracy mozliwosci. Wskazujac stabe strony rozprawy, nalezy podkreslié przede
wszystkim, brak potwierdzenia statystycznej znamienno$ci w przypadku wigkszo$ci uzyskanych

wynikow, co stanowi koszt bardzo rozbudowanego podejscia do rozwigzywanego problemu.

Pozostale uwagi, sugestie i uchybienia, ktére uznatam raczej za skutek redakcyjnych

niedoskonato$ci niz zamierzone bledy, omawiam ponizej.

® W odniesieniu do sformutowania tezy i celu pracy — gléwny punkt, stanowigcy o mozliwosci
takiej modyfikacji warunkéw hodowli komoérek pozyskanych z izolowanej tkanki watrobowe;j,

ktéra pozwoli na uzyskanie wysokiego indeksu proliferacyjnego komérek przy zachowaniu
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funkcjonalnego potencjatu hepatocytow, nie rodzi watpliwoscei. Co wiecej, teza ta zostala
przez Doktorantke udowodniona. Natomiast dostowna interpretacja punktu drﬁgiego,
sugerowataby zamiar uzyskania stabilnej linii komoérkowej o zadanych cechach. Okreslenie
stabilna linia komérkowa” odnosi sig zasadniczo do komorek modyfikowanych genetycznie
o potwierdzonej trwalej ekspresji obcego genu. Zwazywszy na to, iz Doktorantka nie odnosi
si¢ do komoérek modyfikowanych genetycznie, mozna by to okreslenie interpretowaé jako
odnoszace si¢ do populacji o stabilnej i powtarzalnej charakterystyce immunofenotypowej.
Wydaje sie tymczasem, w oparciu o caly opis znaj dujacy si¢ w pracy, ze sformutowaniem
oddajacym intencje Autorki, bytoby raczej stwierdzenie, iz uzyskane w ten sposob komorki
moglyby stanowi¢ nowe zrodto materiatu biologicznego do systeméw typu BAL. Takze w
sformutowaniu celu — zasadniczo klarownym i zrozumiatym — doprecyzowania wymagatoby
odniesienie do stabilnogci materialu biologicznego w warunkach hodowli dynamiczne). Scisle
rzecz ujmujac, badania stabilnosci uzyskanego materialu wymagaja kolejnych powtorzen
przeprowadzonych eksperymentow i taka potrzebg w ramach przysztych badan juz wskazano
w niniejszej recenzji. Beda one mozliwe whasnie dzigki wynikom uzyskanym w dysertacji.
Wydaje sig natomiast, ze Autorka miata na mysli potwierdzenie utrzymania przezywalnosci 1
funkcjonalnosci uzyskanych komoérek w hodowli dynamicznej, co tez skutecznie w swojej
pracy potwierdzita w pojedynczej obserwacji.

Oryginalno$é podejécia Doktorantki do podjgtego zagadnienia nie budzi watpliwosci.
Natomiast wéréd opiséw wielu zastosowanych uktadow eksperymentalnych, réznorodnosci
komoérek i zastosowanych metod, brakuje wskazania, ktory konkretnie element w ostatecznie
opracowane]j metodzie jest kluczowy i jako taki odréznia postulowang metodg postepowania z
komérkami od innych opisanych protokotéw. Moze podczas obrony pracy, Doktorantka
zechciataby zaproponowaé zwiezly protokét opracowanego postgpowania, z jasnym
podkresleniem krokow, niestosowanych przez innych autorow.

Oprocz sugerowanych juz wezesniej schematéw poszezego6lnych uktadow
eksperymentalnych, waznym elementem opisu bylaby tabela, zbierajaca wszystkie stosowane
w poszczegdlnych krokach komorki. Doktorantka przyjeta klarowne oznakowanie
poszczegolnych populacji komoérkowych ze wskazaniem numeru dawcy i numeru pasazu.
Jednakze, ze wzgledu na to, iz w poszczegolnych eksperymentach zastosowano rozne
komorki, to — oprocz informacji zawartej w biezacym opisie — zdecydowanie wskazanym
byloby zebranie w jednym miejscu, n.p. w formie tabeli, informacji - jakie oznaczenia

przeprowadzono na jakich komérkach badanych i ktérych komérkach referencyjnych. Brak
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takiego zestawienia utrudniat lekture zwlaszcza, choé nie tylko, w czedci po$wieconej
analizie bialek charakterystycznych dla hepatocytéw w uzyskanych przez Doktorantke
populacjach komérkowych.

W kilku miejscach Doktorantka uzywa nieprecyzyjnie okreslenia ,,specyficzno$ci” wybranych
markeréw. Przykladem moze by¢ nazywanie wimentyny specyficznym markerem
fibroblastow. Nie jest to zarzut metodyczny, gdyz wimentyna bywa czgsto uzywana dla
wizualizacji fibroblastow, zwlaszcza pod nieobecno$¢ w hodowli innych komaérek
pochodzenia mezenchymalnego. Takze w ocenianej pracy wykorzystana jest zasadnie w tym
celu. Jednakze nie jest ona i nie powinna byé nazywana specyficznym/swoistym markerem
fibroblastow. Podobnie rzecz ma si¢ z niektérymi innymi zastosowanymi w pracy markerami,
ktore sg typowe/charakterystyczne dla danego typu lub stanu komdrki, ale nie majg cech
markera specyficznego dla danego immunofenotypu, tj. ulegajacego ekspresji wylgcznie na
wskazanych komoérkach.

Kolejna uwaga jest jedynie sugestig interpretacyjng. Analizujgc nieoczekiwany brak bialka
Ki67 — powszechnie stosowanego wskaznika podziatéw komérkowych — w intensywnie
proliferujgcych komoérkach, Doktorantka rozwaza mozliwo$é wystepowania asynchroniczne;j
proliferacji. Wymagatoby sprawdzenia, czy w czasie przeprowadzania barwienia
immunohistochemicznego (inny punkt czasowy niz test proliferacji), nie doszto do
zahamowania kontaktowego. Test na Ki67 moze by¢ przeprowadzany wylacznie w hodowli
co najwyzej subkonfluentnej. W warunkach konfluencji daje wynik negatywny. Warto zwrécié
uwagg, czy nie zachodzi tu taka sytuacja.

W manuskrypcie, lub manuskryptach zgtoszonych do czasopism celem szerszego ogloszenia
uzyskanych wynikéw, z pewno$cig wymaganym elementem bedzie podanie w kazdym
indywidualnym oznaczeniu liczby powtérzen — zaréwno technicznych, jak i niezaleznych.
Ostatnia uwaga redakcyjna odnosi si¢ do stylu w jakim zredagowano rozdzial Wnioski.
Najczesciej przyjeta formutlg tej czgsci pracy, jest precyzyjne, zwigzle — czesto w punktach -
przedstawienie konkluzji wynikajacych z uzyskanych wynikow i przeprowadzonej dyskus;i.
Natomiast w ocenianej rozprawie, tresci zawarte w tym rozdziale sg formg omowienia
wynikow z elementami dyskusji. Jesli Doktorantka zdecydowata sie na takg formule,
zasadnym byloby uzupehienie przedstawionych tresci o przedstawienie konkluzji w
tradycyjnej formie. Obrona pracy moglaby by¢ dobrym forum dla zaprezentowania takiego

zestawienia.
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Powyzsze uwagi nie zmieniajg mojego przekonania, iz przedstawiona do oceny rozprawa
doktorska pani mgr Moniki Joanny Wisniewskiej jest bardzo warto$ciowa i aktualna..Dodatkowo,
otwiera droge do dalszych nowych badan, z wykorzystaniem zaréwno zaprezentowanych pomystow
badawczych jak i uzyskanych wynikow. Praca spelnia w mojej ocenie wszystkie wymogi stawiane

rozprawom doktorskim w §wietle obowigzujacych przepisow.

W konkluzji, pozwalam sobie wnioskowa¢ do Rady Naukowej Instytutu Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Nalecza Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie pani mgr

Moniki Joanny Wisniewskiej do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.

Podpisata prof. dr hab. inz. Malgorzata Lewandowska-Szumiet
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