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Recenzj¢ rozprawy doktorskiej sporzadzono na prosbe Dyrektora Instytutu prof. dr hab. inz.
Piotra Ladyzynskiego, wyrazonag w piSmie SN/431/1.1/2024 z dnia 12 lipca 2024 roku. Przewod
doktorski jest prowadzony przez Rad¢ Naukowa Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej

im. Macieja Nalgcza Polskiej Akademii Nauk w Warszawie.

Tematyka i charakter rozprawy doktorskiej

Choroby watroby zwiazane z wysoka $miertelnoscig pacjentéw sg duzym wyzwaniem dla
medycyny regeneracyjnej, transplantologii i inzynierii biomedycznej. Aktualnie jedyng skuteczng
metodg leczenia pacjentdw jest przeszczep watroby lub jej fragmentu. Niestety gléwnym problemem
w transplantologii jest niewystarczajgca liczba dawcow przy wzrastajgcej liczbie biorcéw. Pozostaja,
wigc alternatywne rozwigzania dla przeszczepu niewydolnej watroby, takie jak przeszczep
komorkowych linii watrobowych oraz pozaustrojowe systemy biosztucznej watroby, wspomagajace
funkcje 1 regeneracje narzadu. Niestety powyzsze metody leczenia wcigz nie mogg zastgpié

przeszczepu organu.



Zastosowanie urzgdzen hybrydowych - biosztucznej watroby jest rozwigzaniem, mogacym
stanowi¢ terapie pomostowe do czasu samoistnej regeneracji utraconych funkcji watroby lub
pozwalajgce na przezycie do czasu znalezienia dawcy narzadu do przeszczepu.

Doktorantka podjeta probe zmierzenia si¢ z problemami i ograniczeniami trudnej hodowli
hepatocytow, poszukac zrodet alternatywnych modeli linii komérkowych hepatocytéw, wprowadzié
modyfikacje genetyczne w celu ulepszenia hodowli poprzez zwigkszenie ich indeksu proliferacyjnego,
uzyskanie stabilnosci genetycznej, przywrécenie funkcji cyklu mocznikowego oraz zwiekszenie ich

zdolnosci metabolicznych.

Struktura oraz zawarto$¢ rozprawy doktorskiej

Recenzowana rozprawa doktorska mgr inz. Matgorzaty Jakubowskiej liczy wraz z bibliografia
195 stron. Rozprawa jest napisana w jezyku angielskim, w postaci tradycyjnej monografii,
obejmujace;j 8 rozdziatow, 63 rysunki oraz 286 pozycji literaturowych. Rozprawa zawiera streszczenie
w jezyku polskim oraz angielskim.

Rozdziat 1 jest wprowadzeniem do zagadnien dotyczacych budowy, funkcji i dysfunkcji
watroby oraz réznych sposobow leczenia chorob watroby i technik transplantacyjnych. Przedstawia
zastosowanie biosztucznych systeméw jako alternatywne sposoby leczenia oraz wspomagania funkcji
watroby, w tym nowoczesne systemy sztucznych urzadzen zastgpczych ze szczegdlnym
uwzglednieniem systeméw hybrydowych typu biosztuczna wqtroba, wykorzystujacych w swoim
dziataniu blok funkcyjny w postaci komoérek pochodzenia watrobowego jako aktywnego
metabolicznie zrédta komérek. Doktorantka prezentuje metody hodowli ludzkich hepatocytow,
techniki hodowlane oraz modyfikacje genetyczne nowotworowych linii komérkowych, mogacych
wplyng¢ na poprawe hodowli hepatocytow in vitro.

Rozdzial 2 zawiera cel oraz trzy tezy rozprawy doktorskie;j.

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

Rozdziat 4 zawiera szczegétowo opisane metody izolacji i przygotowania preparatow
komoérkowych oraz zastosowane techniki eksperymentalne. Prezentuje procedury modyfikacji
genetycznych linii komérkowych, prowadzenie hodowli na réznych podtozach oraz ocene wptywu
modyfikacji genetycznych i roznych warunkéw hodowli na parametry hodowlane oraz funkcjonalne.
Osobny podrozdziat opisuje zastosowanie autorskiego systemu do hodowli dynamicznej, ze

skonstruowanym bioreaktorem z membranami jako modutem hodowlanym.



Rozdziat 5 zawiera szczegélowo opisane i bogato zilustrowane wyniki badan. Natomiast w
rozdziale 6 zostata przeprowadzona obszerna dyskusja.

Rozdzial 7 zawiera transparentne i cenne podsumowanie przeprowadzonych badan i ich
wynikow w aspekcie potencjalnego zastosowania klinicznego. Zawarte zostaly tez w nim
najwazniejsze osiggnigcia Doktorantki oraz plany badawcze na przysztosc.

Bibliografia omawiana w rozprawie jest poprawnie dobrana, liczy 286 pozycji, w tym
wspotautorskie publikacje. Pozycje zebrano i przedstawiono w rozdziale 8.

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

przemyslany 1 przejrzysty. Tezy zostaly jasno sformutowane i dowiedzione w rozdziale 6.

Ocena oryginalnosci rozprawy doktorskiej

Celem recenzowanej pracy doktorskiej byly badania nad alternatywnym zrédlem modeli
ludzkiej linii komorek hepatocytow, ktore moglyby by¢ wykorzystane w warunkach klinicznych do
wspomagania W biosztucznych systemach. Obecne modele ludzkich hepatocytow posiadajg wiele
dysfunkcji, przede wszystkim majg ograniczong zdolno$¢ do eliminacji toksycznego amoniaku oraz
niefunkcjonalny cykl mocznikowy. Doktorantka przeprowadzita serie oryginalnych eksperymentéw
oraz analiz w celu otrzymania prawidlowego zrddta komorek ludzkich hepatocytow do zastosowania
klinicznego.

Za najwazniejsze osiggnigcie Doktorantki uwazam otrzymanie nowej genetycznie
zmodyfikowanej linii komoérkowej o nazwie C3A_AO P2A z przywroconym cyklem mocznikowym,
o potencjalnym zastosowaniu jako zroédlo komérek w biosztucznych systemach wspomagania pracy
watroby. Autorska linia komoérkowa zostata otrzymana za pomoca samodzielnie przygotowanych
wektorow lentiwirusowych. Zaprezentowane przez Doktorantke eksperymenty wykazaly, ze
zmodyfikowana linia C3A AO_P2A syntezuj¢ albuming o stezeniu znacznie wyzszym niz linie
niemodyfikowane, posiada odpornos¢ na wysokie stezenie amoniaku, ma przywrocony funkcjonalny
cykl mocznikowy, co charakteryzuje si¢ znaczaca nadekspresjg genéw hARG1 oraz hOTC. Ponadto
nie zaobserwowano negatywnego wplywu modyfikacji genetycznych na morfologie oraz zywotnosé
komorek. Ocena funkcjonalnosci zmodyfikowane;j linii komérkowej w warunkach przeptywowych za
pomocg autorskiego systemu hodowli dynamicznej, wykazata najlepszg funkcjonalno$¢ badanej linii
komoérkowej C3A _AO_P2A w warunkach przeptywowych, zwlaszcza w wydzielaniu albuminy.

Zebrane przez Doktorantk¢ wyniki posiadajg duzy potencjal aplikacyjny opracowanego
modelu hodowli ludzkich komoérek hepatocytow do zastosowania w szczegdlnosci w systemach

wspomagajacych funkcjonowanie watroby.



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

Ponadto Doktorantka posiada doskonaly dorobek naukowy, 4 publikacje z Listy Filadelfijskiej,

w tym jedna za 200 punktéw z pierwszym autorstwem oraz indeks Hirscha wynoszacy 3.

Szczegélowe uwagi merytoryczne i redakeyjne
Rozprawa zostata poprawnie zredagowana, pojawily si¢ jednak pewne zagadnienia, ktére wymagaja
doprecyzowania.
1. Rozdzial 5.2.1, rysunek 33, prosz¢ wyjasni¢ odmienng morfologie, ziarnistosé, linii C3A_AO III
w poréwnaniu z morfologia innych badanych linii komoérkowych. W jaki sposob ziarnisto$é moze

wplywac na obserwowany wzrost produkcji bialek?
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Rozdzial 5.2.5, rysunek 37, czy obliczane stezenie albuminy przeliczano na liczbe komérek w
analizowanym preparacie?
3. Rozdziat 5.2.8, rysunek 40, prosz¢ omdéwic roznice w liczbie wakuoli pomiedzy badanymi liniami
komoérkowymi? Jak ich liczba moze wptywaé na aktywnos¢ metaboliczng komorek?
4. Rozdziat 5.3.4.2, na rysunku 53 brak oznaczonego btedu pomiarowego.
5. W rozdziale 5.4.2.2, rysunek 59, prosze wyjasni¢ zjawisko agregacji linii C3A na membranie
polisulfonowej bardziej niz modyfikowanych genetycznie linii. Czy zjawisko agregacji wptywa
na interpretacje wynikow analizy stezenia albuminy?
Chciatabym podkresli¢, ze zaprezentowane przeze mnie pytania, zagadnienia do dyskusji nie

sg uwagami krytycznymi i nie wplywaja na ogdlng ocene rozprawy.

Whioski koncowe
Doktorantka udowodnita postawione tezy rozprawy doktorskiej, stosujgc przy tym bogaty
warsztat badawczy i1 eksperymentalny, co stanowi doskonate podkreslenie umiejetnosci Doktorantki
w zakresie inzynierii biomedycznej i samodzielnym korzystaniu z wielu technik badawczych.
Podsumowujac, stwierdzam, ze recenzowana praca spetnia wymagania stawiane rozprawom
doktorskim okreslone w artykule 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawa o Szkolnictwie wyzszym i

nauce (Dz.U. z 2021 r., poz. 478 z pézn. zm.) oraz odpowiednie Rozporzqdzenia Ministra Nauki i



Szkolnictwa Wyzszego w sprawie szczegblowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnosci w
przewodach doktorskich, w postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytutu
profesora. Majgc zatem na uwadze osiagniete wyniki, dorobek naukowy Doktorantki oraz
obowigzujace przepisy o stopniach i tytutach naukowych, wnosze do Wysokiej Rady Naukowej
Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Natecza PAN o dopuszczenie do
dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie z uwagi na oryginalnos¢ otrzymanych wynikéw, ich wysoki potencjat
aplikacyjny oraz dorobek Doktorantki, wnosz¢ o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr inz.

Matgorzaty Jakubowskie;j.
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