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Ewa Szolajska

Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Malgorzaty Jakubowskiej zatytulowanej
sHodowla dynamiczna nowej genetycznie zmodyfikowanej linii komérkowej
pochodzenia watrobowego jako model biosztucznej watroby”

»Dynamic culture of a new genetically modified liver-derived cell line as a model of
bioartificial liver”

Recenzowana rozprawa zostala przygotowana w Pracowni Inzynierii Tkankowej w
Zaktadzie Mikrobiosysteméw Hybrydowych i Analitycznych Instytutu Biocybernetyki i
Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Natecza Polskiej Akademii Nauk, pod naukowym
kierunkiem prof. dr hab. Doroty Pijanowskiej oraz dr hab. Krzysztofa Pluty, promotora
pomocniczego. Rozprawa ma charakter do§wiadczalny.

Projekt doktorski Pani Malgorzaty Jakubowskiej byl zwigzany z opracowaniem
biosztucznego systemu wspomagania watroby (ang. Bioartificial Liver Support, BAL), w
szczegblnosci dotyczyl opracowania jego czgsci biologicznej. Tematyka badawcza jest
konsekwentnie rozwijana w zespole Promotoréw rozprawy od wielu lat. Moim zdaniem
oceniana rozprawa doktorska prezentuje istotny postep w tych badaniach.

Systemy wspomagania watroby obok transplantacji hepatocytéw stanowia najbardzie;
obiecujace alternatywne rozwigzanie dla transplantacji watroby. Przeszczep narzadu jest
dotychczas jedynym skutecznym sposobem leczenia ostrej niewydolnosci watroby, ktéra jest
jedng z najczestszych przyczyn zgondw na calym $wiecie. Jednak pomimo rosngcej
spofecznej $wiadomosci na temat transplantacji i zwigkszenia liczby przeszczepien od
zyjacych dawcow, w Polsce coraz wigcej osob czeka na przeszczep. Ze wzgledu na dtugi czas
oczekiwania na planowy przeszczep watroby istnieje potrzeba stosowania terapii pomostowej
polegajacej na wspomaganiu niewydolnego narzgdu do czasu przeszczepu lub regeneracji
watroby. Pomimo intensywnie prowadzonych od kilku dekad badan w wielu osrodkach na
calym $wiecie i opracowania zaawansowanych systeméw wspomagania watroby, dotychczas
nie skonstruowano urzadzenia skutecznie wspomagajacego zaburzone funkcje narzadu.

Podczas opracowywania biosztucznego systemu wspomagajacego watrobe kluczowa
kwestig jest wybor materiatu biologicznego. Najbardziej odpowiednim Zrodtem komoérek sg
ludzkie hepatocyty. Jednak podobnie jak w przypadku narzadéw do przeszczepu ich
dostepnos¢ jest ograniczona. Dodatkowo hodowane poza organizmem nie dzielg si¢ i szybko
odréznicowuja, tracac zdolno$¢ do petnienia funkcji watrobowych. Alternatywa jest
wykorzystanie komoérek nowotworowych o nieograniczonym potencjale wzrostu i
charakteryzujacych si¢ stabilnoscia fenotypows, takich jak komérki C3A, otrzymane
pierwotnie jako subklon komodrek HepG2 pochodzacych z raka watrobowokomérkowego
(ang. hepatocellular carcinoma, HCC). Komoérki C3A byty wykorzystywane w dotychczas
najlepiej przebadanym klinicznie systemie wspomagania watroby ELAD. Jednak ich istotng
wada jest niefunkcjonalny cykl mocznikowy, spowodowany bardzo niskim poziomem
ekspresji gendéw arginazy (ARGI) oraz transkarbamylazy ornitynowej (OTC), kodujgcych
kluczowe enzymy cyklu odpowiedzialnego za przeksztalcenie amoniaku w nietoksyczny
mocznik. Obnizony metabolizm amoniaku jest najbardziej prawdopodobng przyczyng braku
oczekiwanego efektu terapeutycznego zastosowania systeméw wspomagania watroby
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wykorzystujgcych komorki C3A. Majac to na uwadze nalezy wysoko oceni¢ trafho$¢ i
aktualnos$¢ wyboru tematyki rozprawy Pani Matgorzaty Jakubowskie;j.

Gtéwnym celem badan zaprezentowanych w rozprawie bylo opracowanie modelu
systemu dynamicznej hodowli komérek, opartego o bioreaktor z membranami kapilarnymi
zasiedlony komoérkami ludzkiego raka watrobowokomérkowego. Realizacje ambitnego
projektu doktorskiego Pani Malgorzata Jakubowska rozpoczela od otrzymania nowej
genetycznie zmodyfikowanej linii komérek C3A z przywréconym cyklem mocznikowym.
Doktorantka wykorzystala w tym celu samodzielnie skonstruowane wektory lentiwirusowe
oparte na genomie HIV-1. Istotng nowoscig w stosunku do strategii modyfikacji genetycznej
stosowanej podczas wezesniejszych badan prowadzonych w Pracowni Inzynierii Tkankowej
bylto uzycie plazmidu transferowego niosacego jednoczesnie dwa geny (hARGI i hOTC) pod
kontrolg silnego promotora (CMV) oraz zastosowanie selekcji antybiotykowej. Umozliwito to
otrzymanie linii komérek C3A_AO_P2A zmodyfikowanych genetycznie w blisko 100%.
Ekspresja transgenow ARG i OTC na poziomie mRNA byla odpowiednio ponad 30-krotnie i
40-krotnie wyzsza w nowo otrzymanych komérkach, w poréwnaniu z obserwowang w
genetycznie zmodyfikowanych komérkach C3A_AO_III poprzedniej generacji otrzymanych
w Pracowni Inzynierii Tkankowej. Natomiast znacznie stabszy efekt modyfikacji
obserwowano na poziomie produkcji obu biatek i ich aktywno$ci enzymatycznej. Po
wykazaniu, ze modyfikacja genetyczna nie wplyneta negatywnie na morfologie i zywotnos¢
komoérek Doktorantka scharakteryzowata zdolnos¢ komoérek C3A_AO_P2A do pelnienia
specyficznych funkcji metabolicznych i biosyntetycznych, za ktére sa odpowiedzialne ludzkie
hepatocyty w warunkach in vivo. Pani Jakubowska wykazata, ze komérki C3A_AO_P2A
produkujg i wydzielajg mocznik wydajniej w poréwnaniu z komérkami niemodyfikowanymi
genetycznie oraz komorkami C3A _AO III. Obie zmodyfikowane genetycznie linie w
warunkach stresu oksydacyjnego/nitrozacyjnego wykazywaty wyzszg zywotnos¢ i aktywnos¢
metaboliczng w poréwnaniu z komoérkami linii wyjsciowej. Jest to bardzo istotny wynik w
konteks$cie potencjalnego zastosowania terapeutycznego, poniewaz komorki zasiedlajace
system wspomagania watroby moga by¢ eksponowane na niefizjologiczne stezenia amoniaku
w surowicy krwi pacjentéw z ostra niewydolnoscia watroby.

Jednym z najczesciej stosowanych wyznacznikéw funkeji hepatocytéow jest produkcja
albuminy, pelnigcej wazng rol¢ w organizmie. Analizujac wlasciwosci nowej linii
komérkowej podczas hodowli w warunkach statycznych Doktorantka wykazata zdolnos¢
komérek C3A AO P2A do wydzielania albuminy na poziomie podobnym do
obserwowanego w przypadku komorek linii wyj$ciowej. Dodatkowo traktowanie chlorkiem
amonu indukowato ekspresj¢ genu kodujacego albuming oraz powodowato wzrost
wydzielania biatka.

Kolejnym etapem badan przeprowadzonych przez Doktorantke byta ocena
funkcjonalno$ci otrzymanej linii komérkowej w warunkach hodowli przeptywowej. W tym
celu Pani Matgorzata Jakubowska skonstruowata system do hodowli dynamicznej w oparciu o
samodzielnie przygotowany bioreaktor z membranami kapilarnymi. Analize struktury uzytych
membran polisulfonowych, w celu okreslenia wielkosci poréw, Doktorantka przeprowadzita z
wykorzystaniem skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM). Zbadata rowniez wlasciwosci
fizyczne oraz potwierdzita biokompatybilnos¢ membran. Co istotne wykazala, ze system
zapewnia wydajny dwukierunkowy transport czasteczek wielkosci ponizej 100 nm.
Eksperymentalng optymalizacje warunkéw hodowli przeplywowej, polegajaca na ustaleniu
liczby komorek zasiedlajacych bioreaktor oraz szybkosci przeptywu medium hodowlanego,

Doktorantka przeprowadzita opierajgc si¢ na wynikach symulacji matematyczne;.
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Podczas dwdch niezaleznych eksperymentéw Doktorantka zaobserwowata kilkukrotny
wzrost produkeji albuminy przez wszystkie badane komoérki HCC hodowane w bioreaktorze,
w poréwnaniu z hodowla statyczng. W warunkach hodowli przeptywowej najwigcej albuminy
wydzielaty nowo otrzymane komoérki C3A_AO_P2A. Uzyskane wyniki potwierdzily
przewage hodowli w bioreaktorze z przeptywem medium, zapewniajacym dostepnosé
sktadnikow odzywczych w tym nieograniczony dostep glukozy, oraz szybka wymiang
gazowy. Dodatkowo hodowla tréjwymiarowa odzwierciedlajgca mikrosrodowisko tkanki
zapewniata korzystniejsze warunki dla wzrostu komérek w poréwnaniu z tradycyjng hodowla
2D.

Podsumowujac Pani Malgorzata Jakubowska osiagneta zamierzony cel. Otrzymata
linig komérkowa z przywréconym cyklem mocznikowym i zwigkszona odporno$cia na
wysokie stezenia amoniaku. Nowo otrzymane komorki w  warunkach hodowli
przeptywowych wykazuja wyzsza aktywno$ciag metaboliczng i biosyntetyczng w poréwnaniu
z wyjsciowa linia C3A. Przedstawione w rozprawie wyniki wskazuja na mozliwoéé
wykorzystania komérek C3A_AO_P2A w biosztucznych systemach wspomagania watroby.
Co istotne w kontekscie potencjalnych zastosowan terapeutycznych wykorzystana przez
Doktorantke strategia modyfikacji genetycznej z uzyciem wektoréw lentivirusowych uwazana
jest za bezpieczng do zastosowan klinicznych.

Rozprawa doktorska mgr Malgorzaty Jakubowskiej zostata przygotowana w formie
monografii naukowej, jej tytul odzwierciedla zawartg tres¢. Napisane w jezyku angielskim
opracowanie liczy 195 stron. Ma poprawny uktad i strukture, na ktdrg sktadaja si¢: Spis tresci,
Wykaz stosowanych skrotow, Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim), Przeglgd
literatury, Cel i tezy badawcze, Materialy, Metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski, Bibliografia.
Proporcje poszczegdlnych czesci rozprawy sg prawidtowe.

W liczacym 35 stron Przeglgdzie literatury Autorka przedstawita istotne informacje
dotyczace budowy, fizjologii oraz patologii watroby. Cze$¢ rozdziatu jest poswigcona
metodom leczenia niewydolnos$ci watroby stosowanym w praktyce klinicznej oraz
kompetentnemu  przegladowi literatury dotyczacej strategii eksperymentalnych, =z
uwzglednieniem wykorzystujacych narzedzia inzynierii tkankowej, zyskujgcej coraz wieksze
znaczenie w praktyce klinicznej. Autorka przedstawila aktualny stan wiedzy na temat
skutecznosci sztucznych i biosztucznych systeméw wspomagania watroby weryfikowanej w
modelach zwierzecych oraz podczas badan klinicznych. Rozdziat kofczy opis komodrek
bedacych potencjalng alternatywa dla zastosowania ludzkich hepatocytéw w biosztucznych
systemach wspomagania watroby. Autorka tekst rozdziatu zilustrowata starannie
opracowanymi rycinami, ktore utworzyla za pomocg programu BioRender. Wigkszo$¢ z nich
to schematy omawianych systemow wspomagania watroby, ulatwiajgce czytelnikowi
zrozumienie zasad funkcjonowania tych czesto skomplikowanych urzgdzen. Liczne z
cytowanych prac zostaly opublikowane w ostatnich latach, co $§wiadczy o Sledzeniu przez
Autorke na biezaco literatury przedmiotu i wskazuje na Jej bardzo dobre przygotowanie
merytoryczne w zakresie problematyki badan.

Gléwny Cel pracy oraz cele szczegblowe zostaly klarownie sformutowane. Autorka
postawila rowniez tezy badawcze, ktére zweryfikowala w kolejnych etapach realizacji
projektu.

Rozdzial Materialy zawiera kompletny usystematyzowany wykaz wykorzystanych
materiatéw opracowany w formie przejrzystych tabel. W kolejnym 26 stronicowym rozdziale
Metody Autorka w kompetentny sposdb opisata wykorzystywane metody. Przygotowanie

bioreaktora oraz calego system do hodowli przeptywowej =zilustrowata pogladowymi
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zdjeciami, ktére podobnie jak wspomniane juz powyzej schematy bardzo ufatwiajg lekture
rozprawy. Zwraca uwage stosowanie przez Doktorantke réznych metod badawczych z
zakresu biologii molekularnej, biochemii, biologii komorki, biofizyki, biotechnologii,
inzynierii biomedycznej, modelowania matematycznego i statystyki.

Liczacy 58 stron maszynopisu rozdziat Wyniki to starannie skonstruowany opis
przeprowadzonych badan. Uzyskane wyniki zostaly zaprezentowane w postaci 42 starannie
opracowanych rycin oraz 2 tabel. Racjonalnie zaprojektowane doswiadczenia zostaly
wykonane z uwzglednieniem niezbednych kontroli i ukfadaja si¢ w logiczny ciag badan.
Zastosowane metody badawcze zostaly odpowiednio dobrane do rozwigzywanego problemu,
a ich szerokie spektrum $wiadczy o duzych umiejetnosciach praktycznych Doktorantki.
Rozdzial zostal starannie opracowany, jedyne niedociggnigcia dotyczg malego rozmiaru
mikrofotografii przedstawionych na Rycinach 33 i 40, co utrudnia czytelnikowi oceng
morfologii komérek oraz formowania apikalnych wakuoli. Szkoda, poniewaz s3 to
interesujace analizy. Korekty wymaga podpis Ryciny 38, poniewaz mikrofotografie obrazujga
zawarto$¢ wyznakowanej fluorescencyjnie albuminy w komérkach, a nie sekrecjg biatka.

Zawarta na 21 stronach Dyskusja jest podzielona na sekcje tematyczne, w ktérych
Doktorantka szczegdtowo i w logiczny sposéb analizuje i interpretuje wlasne wyniki w
kontekscie danych literaturowych. Nalezy doceni¢ wnikliwos¢ i krytyczng oceng uzyskanych
danych. Swiadczy to o duzej dojrzaloéci Autorki. Przyktadowo, pomimo osiagnigcia
zamierzonego celu jakim bylo otrzymanie linii komérkowej o zwigkszonej zdolno$ci do
produkcji mocznika, Doktorantka zaproponowata wprowadzenie kolejnych modyfikacji
genetycznych w celu osiggniecia funkcjonalnosci cyklu mocznikowego na poziomie
zblizonym do wydajno$ci pierwotnych ludzkich hepatocytow.

Whioski z przeprowadzonych badafi Pani Matgorzata Jakubowska sformutowata w
postaci dwunastu stwierdzen, ktore znajduja poparcie w uzyskanych danych. Autorka
zamiescita w rozdziale rowniez plany kontynuacji badan.

Bibliografia zawiera zestawienie 286 pozycji cytowanych w rozprawie, gléwnie z
ostatnich lat. Dobér prac $wiadczy o bardzo dobrej znajomodci literatury dotyczacej tematyki
projektu doktorskiego, ktora Doktorantka wykazata réwniez jako wspélautorka prac
przegladowych (Postgpy Biochemii, 2019; Biocybernetycs and Biomedical Engineering,
2021).

Moim zdaniem przydatne byloby zamieszczenie w rozprawie sekcji zawierajgcej
informacje o publikacjach, ktérych wspotautorka jest Pani Matgorzata Jakubowska.

Istotna cze$é wynikdéw prezentowanych w rozprawie doktorskiej zostata opublikowana w
pracy ,.Hollow fiber bioreactor with genetically modified hepatic cells as a model of
biologically active function block of the bioartificial liver” (Biocybernetics and Biomedical
Engineering, 2024). Pani Matgorzata Jakubowska jest jej pierwszg Autorka.

Rozprawa zostata bardzo starannie przygotowana pod wzgledem merytorycznym i
redakcyjnym. Z obowigzku recenzenta zwréce uwage na kilkakrotnie uzyte, réwniez w
Streszczeniu, niezreczne sformufowanie ,brakujgce geny” (,missing genes”). W wyniku
modyfikacji genetycznej wprowadzane sg do komoérek C3A ,,dodatkowe” kopie genow ARG
i OTC, a nie brakujace geny. Autorka charakteryzujac w Dyskusji material, z ktérego
wykonano membrany pisze o ,,good psychological properties” polysulfonu (str. 169). To
przypuszczalnie autokorekta edytora tekstu.

Lektura rozprawy nasungta mi kilka pytan, poprosz¢ Doktorantke o ustosunkowanie
si¢ do nich podczas publicznej obrony:
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e Prosze o wyjasnienie roznicy w szybkoséci migracji w zelu poliakrylamidowym biatka
ARG zidentyfikowanego metoda Western blot w ekstraktach biatkowych z komorek
C3A_AO Il oraz C3A_AO P2A przedstawionych na Rycinie 31A.

e Prosz¢ o skomentowanie obserwowanego w przypadku jednego z powtdrzen
biologicznych dwukrotnego wzrostu poziomu ARG1 w ekstraktach biatkowych z
komoérek C3A_AO P2A poddanych dodatkowej selekcji antybiotykowej (Rycina
31B), podczas gdy linia komorkowa stanowi populacje komérek zmodyfikowanych
genetycznie w blisko 100%.

e Komérki C3A_AO IIl stanowig mieszang populacje, w ktorej liczba komoérek
wykazujacych ekspresje obu transgenéw nie przekracza 25%. Czy byty podejmowane
proby wyselekcjonowania ,,czystej linii” z ekspresja obu transgen6w?

e W rozprawie znajduje si¢ informacja o tym, ze procent genetycznie modyfikowanych
komoérek w populacji C3A_AO_III obniza si¢ przy kolejnych pasazach, ale Autorka
nie sprecyzowata z jakich pasazy pochodzily komoérki wykorzystywane w
poszczegdlnych eksperymentach. Poprosze o wyjasnienie.

Whioski koncowe

Recenzowana rozprawa doktorska prezentuje ogoélng wiedzg teoretyczng oraz
umiejetnosei praktyczne Doktorantki, $wiadczace o Jej bardzo dobrym przygotowaniu do
prowadzenia badan. Pani Matgorzata Jakubowska wykazata si¢ umiejgtnoscig samodzielnego
prowadzenia pracy naukowej oraz umiejgtnosciami wspolpracy. Oceniana rozprawa spetnia
wymagania stawiane rozprawom doktorskim z wyraznym nadmiarem. Prezentowane w
rozprawie wyniki stanowia istotny postgp w badaniach nad otrzymaniem komdrek raka
watrobowokomérkowego z przywréconym cyklem mocznikowym w celu ich wykorzystania
w biosztucznych systemach wspomagania watroby.

Podsumowujgc wysoko oceniam warto$¢ naukowa recenzowanej rozprawy oraz jej
potencjat aplikacyjny i z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przedtozona do oceny
rozprawa doktorska Pani mgr Matgorzaty Jakubowskiej zatytulowana ,, Dynamic culture of a
new genetically modified liver-derived cell line as a model of bioartificial liver” spetnia
wymagania okre$lone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 ze zm.) i sktadam do Rady Naukowej Instytutu
Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. Macieja Natgcza Polskiej Akademii Nauk
wniosek o jej przyjecie i dopuszczenie mgr Malgorzaty Jakubowskiej do dalszych etapow
postepowania w sprawie nadania stopnia doktora. Ze wzgledu na wysoki poziom naukowy
oraz potencjal aplikacyjny wnosz¢ o wyréznienie rozprawy.

Warszawa, dnia 30 wrzes$nia 2024 r.
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Dr hab. Ewa Szofajska

Srodowiskowa pracownia Hodowli Komérkowych
i Produkcji Biatek

Instytutu Biochemii i Biofizyki PAN
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