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Recenzja rozprawy doktorskiej
mgr Anny Samluk pt.: ,,Modyfikacje genetyczne komdérek linii watrobiaka dla potrzeb

biosztucznej watroby”

Zdrowa watroba jest kluczowym narzagdem odpowiedzialnym za prawidtowy przebieg
wielu funkcji zyciowych, w tym za detoksykacj¢ organizmu. Cigzka niewydolno$¢é watroby
jest chorobg obarczong wysoka $miertelnoscig. Obecnie jedynym efektywnym sposobem
leczenia niewydolnos$ci watroby jest ortotopowy przeszczep tego narzadu. Z powodu
ograniczonej liczby dostgpnych organéw do przeszczepu, jest bardzo istotne opracowanie
alternatywnych drég czasowego zastgpienia funkcji watroby do momentu znalezienia
odpowiedniego dawcy badZ, dopoki watroba nie zostanie naturalnie zregenerowana i nie
odzyska swoich fizjologicznych funkcji. Jednym z systeméw biologicznego wspomagania
watroby jest bio-sztuczny system wspomagajacy (ang. Bioartificial Liver Support, BAL),
ktoérego naczelnym zadaniem jest zastgpienie funkcji metabolicznych niewydolnej watroby.
Hepatocyty —pierwotne s3 preferowanym zZrodtem komérek do wspomagania
zewnatrzustrojowego, ale ich dostgpno$¢ jest ograniczona. Poza tym charakteryzujg sie stabg
zdolno$cig do namnazania a takze szybko tracg swoje funkcje w warunkach in vitro. Dlatego

tez wiele Zespotéw badawczych pracuje nad liniami komérkowymi, ktére mogtyby zastapié



ludzkie hepatocyty. Oprécz komorek hepatoblastoma HepG2 badane sg rowniez komorki
C3A, ktére pierwotnie uzyskano jako subklon komoérek HepG2. Komorki C3A
charakteryzuja sic wigksza zdolno$cig do proliferacji i nizszym stopniem zréznicowania w
warunkach hodowli in vitro, niz hepatocyty pierwotne. Jednakze, komérki C3A majg
obnizona aktywno$¢ metaboliczna, przede wszystkim syntetyzuja $ladowe ilosci albuminy
oraz wykazujg bardzo obniZony poziom metabolizmu amoniaku. Uwaza sie, Ze bardzo niska
ekspresja genéw: arginazy 1 (hARGI) oraz karbamoilotransferazy ornitynowej (hOTC) jest
odpowiedzialna za zaburzenia w cyklu mocznikowym.

Praca eksperymentalna mgr Anny Samluk zostala wykonana w Pracowni Inzynierii
Tkankowej, Zaktadu Mikrobiosysteméw Hybrydowych i Analitycznych, ktora to od wielu lat
zajmuje si¢ badaniami nad biosztuczng watrobg. Celem Doktorantki byto skonstruowanie
zmodyfikowanych genetycznie komorek ludzkiego watrobiaka C3A z usprawniong funkcjg
detoksykacji amoniaku oraz przeprowadzenie analizy funkcjonalnej i morfologicznej
otrzymanych linii komérkowych. Wykorzystujac wiasne wektory lentiwirusowe Doktorantka
skonstruowata trzy linie komérek C3A zawierajace dodatkowe kopie ludzkich genow ARGI i
OTC: linie C3A_ARGI_I-III, linig¢ C3A_OTC_I-III oraz linig C3A_ARG1 _OTC_I-III
posiadajacg kopie obu ludzkich genéw (ARGI 1 OTC). Ocena cytometryczna i
fluorescencyjna utworzonych linii wykazata, ze linia C3A_ARGI1_OTC_I-III charakteryzuje
sic wyzsza wydajnoécig transdukcji i linia ta zostala uzyta w dalszych badaniach.
Przeprowadzone przez Doktorantke analizy dowiodly, ze otrzymana zmodyfikowana
genetycznie linia charakteryzuje si¢ taka sama zywotnoscig co linia wyj$ciowa C3A. Badania
poziomu biatek w transdukowane;j linii wykazaty zwigkszony poziom eksprymowanych biatek
ARGI i OTC, ale i rowniez zwickszong produkcj¢ albuminy w stosunku do linii wyjsciowe;j.
Bardzo istotne byly badania metabolizmu i morfologii skonstruowanych linii komoérkowych.
Doktorantka udowodnita, ze utworzone przez nig linie charakteryzuja si¢ podwyzszonym
metabolizmem oraz ze traktowanie chlorkiem amonu nie ma wptywu na morfologi¢ komorek,
natomiast indukuje ekspresje genu kodujgcego albuming. Bardzo waznym wynikiem, z punktu
potencjalnego znaczenia aplikacyjnego przeprowadzonych badan jest uzyskanie az o ponad 80%
wiekszej produkcji mocznika w poréwnaniu z niemodyfikowanymi komorkami C3A.

Rozprawa doktorska liczy 186 stron i ma typowy ukfad dla rozpraw na stopien doktora.
Zawiera streszczenia w jezyku polskim i angielskim, oraz 9 rozdziatéw. We Wstgpie Doktorantka
omawia budowe i funkcje watroby, procesy patofizjologiczne dotyczace tego narzadu oraz
istniejace systemy wspomagajace, wykorzystywane w leczeniu watroby. Ponadto, we wstepie

znajduje si¢ charakterystyka komorek mogacych zastapi¢ ludzkie hepatocyty; szczegdlng uwaga



Autorka skupia na linii C3A, ktéra zostata wykorzystana w badaniach. Wstep w interesujacy
sposéb wprowadza w tematyke zwigzang z patofizjologia chorob watroby oraz w aktualne
kierunki badaf. W kolejnym rozdziale Cele i tezy badawcze, Autorka w troche nietypowy sposob,
przedstawia gtowny cel, ktory przy$wiecat jej badaniom oraz stawia trzy tezy badawcze, ktore
weryfikowata w trakcie swoich eksperymentow. W rozdziatach Material i nastgpnie Metody,
Doktorantka szczegdtowo opisuje procedury wykorzystane w trakcie badafi. Rozdzialy te
§wiadcza, ze Autorka swobodnie postuguje si¢ réznorodnymi metodami i technikami
molekularnymi takimi jak transformacja i transdukcja, izolacja DNA, konstrukcja wektoréw,
klonowanie, Western Blot, cytometria przeplywowa, metody hodowli komoérek i linii
komérkowych oraz techniki mikroskopowe. Metodyka jest bardzo starannie napisana, co zapewne
umozliwi powtorzenie zastosowanych metod.

Drobne uwagi:

- Na tle starannego opisu metod razi lakoniczno$¢ opisu zastosowanych metod
statystycznych (Rozdziat 4.2.8). W bardzo krotkim rozdziale zostaly wymienione testy
statystyczne, ktérymi Autorka postugiwata si¢ w opracowaniu wynikow. By¢ moze nalezatoby
wyszczegolni¢ do jakich analiz zostaly one wykorzystane.

- Nie potrzebne jest utworzenie bardzo krétkich osobnych podrozdziatow, w ktorych
opisywany jest sposob przechowywania preparatow

- Spis uzytych starteréw powinien zosta¢ umieszczony w osobnej tabeli, z zaznaczeniem
do jakiego celu zostaly wykorzystane. Czg$¢ starterow opisana jest w tekscie a czg$¢ w tabeli.

Rozdziat Wyniki opisuje rezultaty starannie przeprowadzonych eksperymentow,
poczynajac od konstrukcji wektoréw a koficzac na badaniach morfologicznych i funkcjonalnych
utworzonych przez Autorke linii. Na szczegélne uznanie zastuguja zdjecia z zastosowaniem
mikroskopu fluorescencyjnego, na ktérych zostaty pokazane modyfikowane komérki i oceniona
wydajnoé¢ transdukcji poszczegélnymi konstruktami oraz zdjecia z mikroskopu Swietlnego
pokazujace réznice morfologiczne w komorkach zmodyfikowanych.

Zastrzezenie budzi sposob napisania tego rozdziatu. Autorka niepotrzebnie powtarza opisy
zamieszone juz w Metodach, tym bardziej ze powoluje si¢ na konkretne metody juz opisane w
poprzednim rozdziale. I tak np. w rozdziale 5.2.6, przedstawiono jak byto izolowane plazmidowe
DNA i na jakim aparacie bylo mierzone jego stezenie. Na pewno nie jest to wynik
przeprowadzonego eksperymentu.

Dyskusja jest poprowadzona wnikliwie i $wiadczy o doglebnej znajomosci podjgtego
tematu. Autorka prawidtowo dyskutuje otrzymane wyniki w kontekécie danych literaturowych.
Rozdzial Podsumowanie i wnioski zawiera oprécz 10 podsumowujacych konkluzji wynikajgcych

z przeprowadzonych badaf, takze wskazania co do dalszych prac zwigzanych z tematem.



Chociaz praca zredagowana jest bardzo staranie, nie brakuje w niej fragmentow
zawierajacych literowki. Na przykiad w bardzo krotkim rozdziale 4.27.2.1 jest kilka bigdow

literowych. Moim zdaniem, nie umniejsza to warto$¢ ocenianej pracy.

Whiosek koncowy

Podsumowujac, przedstawiona do recenzji praca stanowi istotny wktad w badania nad
utworzeniem stabilnych genetycznie linii komoérek ludzkiego watrobiaka C3A, u ktorych
zostala zaktywowana aktywno$¢ szlakéw metabolicznych zwigzanych z detoksykacja
amoniaku. Z merytorycznego punku widzenia oceniam pracg bardzo wysoko. Badania
wykonane przez Doktorantke sg bardzo warto$ciowe i majg ogromny potencjat aplikacyjny.

Stwierdzam, zatem, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia wymagania Art. 13
ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym i przedstawiam
Radzie Naukowej Instytutu Biocybernetyki i InZynierii Biomedycznej Polskiej Akademii
Nauk w Warszawie wniosek o dopuszczenie Pani mgr Anny Samluk do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Jednocze$nie, ze wzgledu na wysoki poziom naukowy rozprawy
doktorskiej oraz ze wzgledu na opublikowanie wynikéw zawartych w rozprawie w dobrych

czasopismach, wnosze o jej wyréznienie.



