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Ocena pracy doktorskiej mgr Anny Mazurkiewicz-Pisarek  pt.
,Biotechnologiczna metoda otrzymywania rekombinowanego VIII ludzkiego
czynnika krzepni¢cia krwi”

Praca doktorska Pani mgr Anny Mazurkiewicz-Pisarek zostata w wigkszo$ci
zrealizowana w pracowniach Zakladu Bioinzynierii Instytutu Biotechnologii i
Antybiotykéw oraz Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii Biomedycznej im. M.
Natecza PAN w Warszawie pod kierunkiem Pana dr hab. inz. Tomasza Ciacha, prof.
PW, Kierownika Zaktadu Biotechnologii i Inzynierii Bioprocesowej Politechniki
Warszawskiej. Uzyskiwanie biatek o znaczeniu terapeutycznym to jedno z zadan
badawczych realizowanych w pracowni biochemicznej Zakladu Bioinzynierii.
Zrealizowanie postawionego celu przez doktorantke. tj. doprowadzenie do produkcji
rekombinowanego VIII ludzkiego czynnika krzepnigcia krwi na skalg przemystowa
przez drobnoustroje bylo tylko mozliwe dzieki wykorzystaniu wieloletniego
do$wiadczenia wspomnianych powyzej osrodkéw badawczych w zakresie inzynierii
genetycznej, bioinzynierii i biotechnologii bioprocesowej. Przed podj¢ciem sie
realizacji zatozen przdstawionej ropzprawy doktorskiej, Doktorantka przeszta
wieloletnia praktyke do§wiadczalng w Zakladzie Bioinzynierii IBiA, biorgc udziat w
licznych projektach badawczych realizowanych w Zaktadzie. W tym czasie
Doktorantka byla wspolautorem kilku publikacji i patentéw zwigzanych z
mozliwoscig produkcji biatkowych hormonéw hybrydowych przez szczepy
Escherichia coli. Dos$wiadczenie eksperymentalne pozwolito jej na podjecie sig
bardzo trudnego zadania, jakim jest zaproponowanie i skuteczna realizacja zadania
badawczego w postaci biotechnologicznej metody otrzymywania rekombinowanego
VIII ludzkiego czynnika krzepniecia krwi. Praca doktorska ma wigc charakter

eksperymentalny i obarczona jest wielkiem ryzykiem dotyczacym osiggnigcia celu



koricowego. Sktadanie duzego genu, a potem jego ekspresja i oczyszczanie produktu
to dtuga droga, ktéra przy odrobinie szczescia teoretycznie zawsze jest mozliwa, ale
wykonanie zadania wymaga precyzji, konsekwencji i duzych umiejetnosci
badawczych wykonawcy. Chcialbym tez doda¢, ze zaplanowane przez Doktorantke
cele badawcze s3 niezwykle wazne w sensie aplikacyjnym. Dotychczas
podstawowym lekiem stopsowanym w przypadku leczenia hemofilii typu A sg
koncentraty uzyskane z ludzkiego osocza, a ostatnio rekombinowany czynnik VIII
krzepniecia krwi. Jednak wszystkie dostgpne preparaty rekombinowanego czynnika
VIII byly uzyskiwane w komérkach ssaczych, czyli w systemie eukariotycznym, co
zwiazane byto z ograniczonymi mozliwosciami produkcyjnymi oraz bardzo wysokimi
kosztami wytwarzania. Dlatego podjecie przez Doktorantke proby produkeji czynnika
VII w pierwszym etapie doktoratu przez stabilng lini¢ komérkows CHO bylo
zadaniem przewidywalnym. Pézniejsza proba produkcji tego samego biatka przez
bakterie byto zadaniem znacznie trudniejszym i na pewno bardzo ryzykownym pod
wzgledem badawczym.

We weczesnej fazie projektu skonstruowano syntetyczny gen ludzkiego
czynnika VIII krzepniecia krwi oraz uzyskano stabilng lini¢ komérkows komorek
CHO, produkujacych aktywne bialko. Jednak wysokie koszty prowadzenia
dtugotrwatych hodowli tkankowych i niewielkie ilosci uzyskiwanych ta drogg biatek
sktonity doktorantke do préby skonstruowania szczepu bakteryjnego E.coli,
wytwarzajacego rekombinowany ludzki czynnik krzepnigcia krwi. Potwierdzona
spektrometrycznie ekskrymacja pozadanego produktu przez E. coli pozwolila na
ostateczne opracowanie biotechnologicznej metody otrzymywania aktywnej
substancji z komérek bakteryjnych, co niewatpliwie jest zwigzane ze znacznym
obnizenie kosztéw produkcji oraz uzyskania duzo wigkszych ilosci biatka w duzo
krotszym czasie w stosunku do produkcji tego biatka w systemie eukariotycznym czy
na drodze syntezy. Kolejnym wielkim osiggnigciem realizowanych badan byto udane
przeniesienie hodowli ze skali laboratoryjnej do ¢wierétechnicznej, co pozwolito na
uzyskanie stosunkowo wysokiej wydajnosci produkcji biatka przy zachowane;j
aktywnosci  biologicznej. Niewatpliwie wprowadzenie oczyszczania uzyskanego
preparatu prowadzitoby do podwyzszenia jego aktywnosci. Trzeba jednak w tym
miejscu podkresli¢, ze realizowane przez Doktorantke eksperymenty w laboratorium
sa dopiero wstepnym etapem w badaniach nad stworzeniem leku. Uzyskane preparaty

wymagajg jeszcze szczegélowych badan przedklinicznych, ale na pewno stanowig



kolejne cenne osiggniecie biotechnologiczne w skali migdzynarodowej. Osiagnigte
efekty badawcze pozwalaja z cala pewnoscig na stwierdzenie, iz wszystkie
postawione cele w pracy zostaly zrealizowane, a zastosowana metodyka i droga
badawcza byty stuszne.

Przedstawiona praca doktorska odbiega nieco od typowego ukladu dla prac
eksperymentalnych. Zawiera krotki wstep pod postacig zwigzlej charakterystyki
biochemicznej czynnika VIII krzepniecia, nastgpnie bardzo rozbudowanej
charakterystyki materialéw doswiadczalnych, stosowanych metod i procedur pracy.
Po opisie procedur pracy z biatkami Autorka przechodzi do projektowania konstrukeji
whasnych oraz opisu uzyskiwania konstrukcji. Kolejne réwnorzedne dwa punkty to
uzyskanie ekspresji genu kodujacego VIII czynnik krzepnigcia w systemie
eukariotycznym i prokariotycznym. Podsumowanie i wnioski nie speiniaja funkcji
dyskusji wynikéw, ktérej oczekiwalbym chociazby ze wzgledu na podkreslenie
wyjatkowego osiggniecia tej pracy w poréwnaniu z podobnymi prébami
podejmowanymi w innych laboratoriach. Bardzo obszerne w pracy czescei:
metodyczna oraz wynikowa wynikajag migdzy innymi z faktu, iz dla rozwiazania
probleméw z koniecznosci zastosowano szereg wyprébowanych i znanych metod z
zakresu biologii molekularnej inzynierii genetycznej. Dane eksperymentalne
udokumentowane sa za pomocg 52 rysunkow i 29 tabel. Spis literatury jest takze
obszerny, obejmuje 142 pozycje. Oceniana rozprawa doktorska nie zawiera bledow
merytorycznych. Jestem przekonany, ze wyniki uzyskane w tej pracy bgda podstawa
patentu, a nastepnie publikacji w jednym z renomowanych czasopism
biotechnologicznych. Zaprojektowanie eksperymentéw i uzyskanie w wyniku ich
realizacji tak wielu warto§ciowych rezultatow na pewno Swiadczy o dojrzatosci
badawczej doktorantki. Wykonanie wigkszosci eksperymentéw wymagato stworzenia
wielu uktadéw badawczych oraz dobrego przygotowania w zakresie inzynierii
genetycznej i mikrobiologii. Cze$¢ eksperymentalna rozprawy pozwolila na
weryfikacje wczesniej zakladanych i wielce ryzykownych hipotez badawczych. Do
najwickszych osiagnie¢ naukowych pracy, o duzym znaczeniu aplikacyjnym w
zakresie opracowania podstaw do produkcji leku na skale ¢wierétechniczng nalezy
zaliczy¢ udowodnienie, ze mozliwe jest wklonowanie ludzkiego genu czynnika VIII
krzepniecia krwi do prokariotycznego wektora ekspresyjnego oraz jego ekspresja w
prokriotycznym systemie ekspresyjnym. Uzyskanie aktywnego biologicznie biatka to

niewatpliwie kolejny sukces. Opracowanie metody izolacji czynnika VIII z



bakteryjnych ciatek inkluzyjnych to takze wazne osiggnigcie. Dobér odpowiednich
warunkdw rozpuszczania oraz renaturacji biatka przy zachowaniu jego aktywnosci to
tez jest osiggniecie aplikacyjne. Izolacja produktu koncowego z ciatek inkluzyjnych
to niewatpliwie jeden z wazniejszych koncowych etapéw produkcji. Zabrakto mi w
tym momencie dyskusji nad innymi mozliwo$ciami odzyskiwania produktu
koncowego, chociazby po wprowadzeniu zmian w systemie sekrecji prowadzacymi
do pozakomdrkowego wydzielania biatka przez szczep producenta. Ciekawe jest jak
wygladataby produkcja tego ztozonego biatka przez producentéw z grupy bakterii G+.
Niezaleznie od tego jestem pelen uznania dla Doktorantki za jej konsekwentng
realizacje postawionych celéw pracy i nienaganng realizacj¢ przeprowadzanych
eksperymentéw. Jedno nieudane do$wiadczenie w catym cyklu eksperymentow
mogloby obréci¢ zalozenia pracy w niepowodzenie i doprowadzi¢ do wnioskow
negatywnych. Stworzenie metody, ktéra pozwala na produkcje skutecznego i taniego
leku w przypadku choroby genetycznej otwiera nowe mozliwosci badawcze i
wyznacza nowe kierunki badan w zakresie biotechnologii lekéw. Mocng strong
ocenianej rozprawy jest dobrze i przejrzyscie przeprowadzony opis kolejnych
eksperymentéw wraz ze schematami ilustrujgcymi tok postgpowania. Umiejetny opis
wielu skomplikowanych procedur, a takze proste i logiczne wyjasnienia, oczywiscie
w miare mozliwosci stosowanych skrotow i procedur, takze przyczyniajg si¢ do
pozytywnej oceny przedstawionej pracy doktorskiej.

Biorac wszystko powyzsze pod uwagg, uwazam ze rozprawa doktorska Pani mgr
inz. Anny Mazurkiewicz-Pisarek spelnia wszystkie wymagania stawiane pracom
doktorskim i wnosze do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Biocybernetyki i Inzynierii
Biomedycznej in. M. Nalecza PAN w Warszawie o przyjecie tej rozprawy i

dopuszczenie doktorantki do dalszych etapoéw przewodu doktorskiego.
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