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Niewydolno$¢ watroby, czyli narzadu, ktéry petni wiele
waznych funkcji w naszym organizmie, nie zawsze moze by¢ leczona
farmakologicznie. Czesto jedynym rozwigzaniem jest transplantacja
watroby, a gdy nie jest ona mozliwa w danym momencie, konieczne
sq tzw. terapie pomostowe, czyli bazujace na systemach
wspomagania tego niewydolnego narzadu. Obecnie duze nadzieje
poktada sie w tzw. biosztucznych systemach, zawierajacych komorki,
ktore nie tylko wspomagajgq procesy detoksykacyjne np. w kierunku
przemiany amoniaku w mocznik ale mogg petic¢ inng role takg jak
np. synteza albuminy.
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W kontekscie powyzszych przestanek pani mgr inz. Matgorzata
Jakubowska w ramach swojej pracy doktorskiej podjeta sie
opracowania nowej genetycznie zmodyfikowanej linii komorkowej
wywodzacej sie z raka pierwotnego watroby, ktéra w przysziosci
mogtaby zosta¢ zastosowana w  biosztucznych  systemach
wspomagania watroby. Postawita teze, ze wykorzystujac wektory
lentiwirusowe komoérki takie bedg w stanie eliminowac¢ toksyczny
amoniak, przeksztatcajac go w mocznik, dzieki wprowadzeniu do nich
dwoch gendéw: arginazy 1 (ARG1) i transkarbamylazy ornitynowej
(OTC), ktére pozwolg na odtworzenie cyklu mocznikowego.

Aby zrealizowa¢ postawiony cel Pani mgr inz. Matgorzata
Jakubowska zrealizowata szereg badan doswiadczalnych, ktérymi
byto: (1) przeprowadzenie modyfikacji genetycznej komédrek z linii
C3A, (2) potwierdzenie, ze modyfikacja jest skuteczna, na poziomach
DNA, RNA, syntezowanego biatka i aktywnosci enzymatycznej, oraz
(3) wykazanie funkcjonalnosci opracowanej linii komédrkowej
w warunkach in vitro: statycznych i dynamicznych, przy czym te
ostatnie badania wymagaty zaprojektowania i wykonania bioreaktora
przeptywowego.

Biorgc powyzsze pod uwage stwierdzam, ze wybdr tematyki
rozprawy doktorskiej jest trafny, aktualny i bardzo dobrze
uzasadniony.

Praca doktorska pani mgr inz. Matgorzaty Jakubowskiej liczy
195 stron i jest zredagowana w jezyku angielskim. Na poczatku pracy
zamieszczono Wykaz skrotéw, Streszczenie w jezyku polskim
i angielskim, Przeglad literatury (30 str.). Kolejne rozdziaty to Ce/
i tezy pracy (1 str.), Materiaty (11 str.), Metody (25 str.), Wyniki (48
str.), Dyskusja (27 str.), Whnioski (3 str.). Prace zamyka
Pismiennictwo (az 286 pozycji). Uktad pracy jest wiec typowy dla
rozpraw doktorskich, a prace cechuje bardzo dobra proporcja miedzy
czescig literaturowg a doswiadczalna.



W Rozdziale 1 doktorantka pokrotce opisata zagadnienia
dotyczace anatomii i fizjologii watroby, ktadac szczegdlny nacisk na
jej budowe oraz funkcje metaboliczne, w tym m.in. synteze albumin
i eliminacje amoniaku. Nastepnie wymienita choroby tego narzadu,
odnoszac sie do danych statystycznych. Dalej wykazata, ze
transplantacja tego narzadu, pomimo swojej skutecznosci ma tez
pewne ograniczenia z uwagi na niewystarczajacq liczbe dawcow tego
narzgdu, w poréwnaniu do rosnacej liczby pacjentéw na liscie
oczekujacych, cytujac dane dla Standéw Zjednoczonych. Chciatabym
poprosi¢ - aby doktorantka juz w czasie publicznej obrony -
wspomniata jak ksztaltuja sie dane statystyczne w tym wzgledzie
w Polsce (http://www.poltransplant.org.pl). Nastepnie autorka bardzo

dobrze zreferowata strategie wspomagania pracy watroby, gdy jest
ona niewydolna, wymieniajac transplantacje hepatocytéow oraz
techniki inzynierii tkankowej. W tym ostatnim podejsciu omowita
najnowsze osiggniecia zaréwno w zakresie deceluraryzacji tkanki
watrobowej a nastepnie zasiedlania jej komdrkami pacjenta, jednak
dotad uzyskiwane wyniki nie sg spektakularne. Podobnie stosowanie
metod przyrostowych z wykorzystaniem biotuszy zawierajqcych
zawieszone w nich hepatocyty, sprawdza sie, ale tylko w zakresie
modeli tkankowych, stosowanych najczesciej w celu wstepnego in
vitro screeningu bezpieczenstwa i skutecznosci nowych potencjalnych
lekow. Doktorantka skierowata wiec swoje zainteresowania na
sztuczne i biosztuczne systemy wspomagania pracy watroby, czyli
urzadzenia stanowigce terapie pomostowq, polegajacq na wsparciu
jej funkcji do czasu przeszczepu lub regeneracji. Opisata kilkanascie
sztucznych systemdéw opierajac sie na najnowszej literaturze
przedmiotu a potem omowita biosztuczne systemy, nazywane
biosztuczng watrobg (z ang. bioartificial liver, BAL) zawierajace
komorki, ktére sq w stanie petni¢ nie tylko role detoksykacyjng ale
i metaboliczng. Jednym 2z takich rozwigzan jest pozaustrojowe
urzadzenie wspomagajace watrobe (Extracorporeal Liver Assist
Device, ELAD), zawierajace komoérki z linii C3A, ktére dotarto do III
fazy badan klinicznych. Dalej oméwita rodzaje komérek stosowanych


http://www.poltransplant.org.pl/

w tych urzadzeniach, a wiec hepatocyty ludzkie, hepatocyty
pochodzenia $winskiego, komodrki wywodzace sie komorek
nowotworowych albo powstate z komérek macierzystych, np.
indukowanych pluripotencjalnych (iPSCs) albo embrionalnych (ESCs).
Chciatabym podkresli¢, ze rozdziat ten zostat przygotowany bardzo
skrupulatnie, w oparciu o odpowiednia, najnowszg literature, zostat
wzbogacony w bardzo tadne ilustracje, ktoére doskonale obrazujg
najwazniejsze elementy sktadowe i idee kazdego z omawianych
rozwigzan. Swiadczy 0 bardzo dobrym rozeznaniu autorki
w referowanej tematyce. Tu chciatabym zacheci¢ doktorantke do
przygotowania artykutu przegladowego na temat systemoéw
wspomagania pracy niewydolnej watroby, bo uwazam, ze takie
opracowanie spotka sie z duzym zainteresowaniem $rodowiska
naukowego. Uwazam wiec, ze Przeglad literatury zostat wiasciwie
zredagowany a omawiane w nim zagadnienia sq w petni uzasadnione
tematyka doktoratu.

W Rozdziale 2 doktorantka przedstawita cel swojej rozprawy,
postawita teze gtdwng i dwie tezy poboczne, ktére w mojej opinii
zostaty wiasciwie sformutowane.

W Rozdziale 3 autorka opisata materiaty wykorzystane do
modyfikacji genetycznej komorek, stosowane linie komoérkowe,
pozywki, przeciwciata, odczynniki, a takze zestawy i odczynniki
niezbedne do przeprowadzenia badan potwierdzajacych skutecznosc
uzyskanych modyfikacji. Wymieniono roéwniez aparature, ktéra
zostata wykorzystana a ponadto materiaty zuzywalne
i wykorzystywane programy komputerowe.

W Rozdziale 4 opisano metody i sposéb prowadzenia badan
w zakresie kultur komérkowych, izolacji DNA, metod analitycznych,
biochemicznych, immunoenzymatycznych, mikroskopii
fluorescencyjnej,  cytometrii przeptywowej.  Opisano  proces
modyfikacji genetycznej komdrek C3A i wyprowadzenie nowej linii
komodrkowej C3A_AO_P2A, a nastepnie ocene morfologii, zywotnosci
i wiasciwosci uzyskanych komorek. W dalszej czesci opisano jak



skonstruowano prototyp bioreaktora kapilarnego do hodowli
uzyskanych komorek, a nastepnie jak prowadzono optymalizacje
procesu hodowli komérek i na koncu jak oceniano ich zywotnos¢
i aktywnos$¢ metaboliczng. Oba rozdziaty 3 i 4 stanowig wzorowy
przyktad tego jak nalezy opisywac¢ przeprowadzone eksperymenty
w pracach naukowych i réwniez nie mam do tej czesci dysertacji
zadnych zastrzezen.

W Rozdziale 4 opisano wyniki badan, najpierw dotyczace
genetycznej modyfikacji komoérek z linii C3A za pomocg wektora
lentiwirusowego niosgacego geny arginazy 1 (hARG1I)
i transkarbamylazy ornitynowej (hOTC) pod kontrolg silnego
promotora z wykorzystaniem selekcji antybiotykowej. Badania
wykazaty, ze niemal 100% komodrek nowej linii C3A_AP_P2A jest
zmodyfikowanych. Skuteczno$¢ modyfikacji potwierdzono na
poziomie DNA wykorzystujac metode PCR, ktora potwierdzita
integracje wprowadzanych genéw z genomem komodrek. Podobnie,
za pomocg techniki RT-qPCR wykazano ponad 30-krotnie wiekszag
synteze mRNA hARG1 i ponad 40-krotnie wiekszg synteze mRNA
hOTC w poréwnaniu z niemodyfikowanymi komérkami. Badania za
pomocg Western blot wykazaty, Zze ekspresja tych gendéw, a wiec
synteza biatek, nie byla juz jednak tak spektakularna. Czy
doktorantka - w czasie publicznej obrony - mogtaby skomentowac
jakie mogq byc¢ tego przyczyny? Zastanawia mnie réwniez odmienne
zachowanie sie obu linii jesli chodzi o zywotno$¢ w funkcji czasu
hodowli (str. 117). Doktorantka oprécz powyzszych testow,
przeprowadzita rowniez badania aktywnosci enzymatycznej hARGI,
ktéore wykazaty, ze zmodyfikowane przez nig komorki produkujg
Zznacznie wiecej tego enzymu i jest on aktywny. W przypadku hOTC,
niestety poziom jej aktywnosci byt ponizej oznaczalnosci
zastosowanej metody analitycznej. Doktorantka zbadata jednak
skutecznosc jej linii komorkowej w kierunku syntezy mocznika, ktora
byta statystycznie wieksza niz w przypadku niemodyfikowanej linii
komoérkowej. Ocenita tez wptyw stresu oksydacyjnego
i nitrozycyjnego na zywotnos¢ komorek, ich aktywnos$¢ metaboliczng
i synteze albuminy. Badania wykazaty wyzszg odpornos¢ komoérek na
stres i intensywniejszg synteze albuminy. Oprécz powyzszych badan



prowadzonych w warunkach hodowli statycznej in vitro, doktorantka
skonstruowata bioreaktor membranowy, scharakteryzowata
mikrostrukture i zwilzalnos¢ membrany polisulfonowej, wykazata, ze
powierzchnia membrany nie jest cytotoksyczna ale wspiera adhezje
i wzrost hepatocytow a takze ich funkcje sekrecyjne, objawiajace sie
zwiekszona produkcjg albumin. Nastepnie dokonata optymalizacji
procesu hodowli komdrek w warunkach dynamicznych, dowodzac, ze
hodowla dynamiczna jest bardziej efektywna. Rozdziat ten zostat
przygotowany réwnie starannie jak poprzednie, rysunki sg czytelne
a wyniki wiasciwie przedyskutowane.

W Rozdziale 6 kandydatka do stopnia doktora poddata
dogtebnej dyskusji wszystkie przedstawione przez nig w dysertacji
wyniki, odnoszac sie do danych literaturowych i jednoczesnie
podkreslajagc nowatorsko$¢ jej podejscia. Rozdziat zostat bardzo
dobrze zredagowany i nie mam do niego =zastrzezen ani
merytorycznych ani edytorskich. Na podkreslenie zastuguje, ze
wiekszos¢  przedstawionych w  rozprawie  wynikédw  zostata
opublikowana w artykule: Jakubowska, M. et al. (2024) Hollow fiber
bioreactor with genetically modified hepatic cells as a model of
biologically active function block of the Dbioartificial liver’,
Biocybernetics and Biomedical Engineering, 44(1), pp. 9-19.
dostepny pod linkiem: https://doi.org/10.1016/J.BBE.2023.11.003.
Oznacza to, ze praca ta przeszfa juz bardzo wnikliwy proces recenzji.
Jestem przekonana, ze z uwagi na jej jako$¢ naukowg w krétkim
czasie zostanie ona zauwazona przez srodowisko naukowe, co objawi
sie czytowaniami.

W Rozdziale 7 doktorantka podsumowata swojq prace
doktorskg, przedstawita najwazniejsze wnioski i nakreslita dalsze
plany badawcze. Wykazata tym samym, Zze zatozone cele pracy
zostaty zrealizowane a postawiona teza zostata zweryfikowana
eksperymentalnie. Jestem pod wrazeniem catego planu badawczego,
ktéry zostat doskonale przemyslany, zakresu przeprowadzonych
badan, przedstawienia i dyskusji uzyskanych wynikéw, a takze
wymiernych efektéw, nie tylko naukowych ale i aplikacyjnych.



Pytania jakie stawiam w recenzji sq zaproszeniem doktorantki do
dyskusji naukowej w czasie obrony.

Podsumowujac, chciatabym podkresli¢, ze praca doktorska
mgr inz. Matgorzaty Jakubowskiej pt. “Dynamic culture of a new
genetically modified liver-derived cell line as a model of bioartificial
liver” spelnia 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).

Wnosze wiec 0 przyjecie recenzowanej rozprawy oraz
dopuszczenie pani mgr inz. Malgorzaty Jakubowskiej do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora.



