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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Kobuszewskiej zatytulowanej
»Mikrosystemy przeplywowe typu Lab-on-a-Chip do badania niedotlenienia komérek
miesnia sercowego”, wykonanej na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskiej
pod kierownictwem promotora dr hab. inz. Elzbiety Jastrzebskiej

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska dotyczy zagadnienie waznego nie
tylko z poznawczego ale takze klinicznego punktu widzenia. Zawarte w rozprawie wyniki
badan moga przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia biochemicznych podstaw wielu choréb a
takze, co szczegoOlnie interesujagce, moga mie¢ znaczenie W rozwoju medycyny
regeneracyjnej. Opracowanie nowatorskich modeli badawczych mozliwie najwierniegj
oddajacych sytuacje in vivo jest kluczowe w tym kontekscie. Cel pracy uwazam za wlasciwy i
wart zrealizowania tym bardziej, ze Doktorantka koncentruje si¢ na badaniach dotyczacych
potencjalnego leczenia zmian w mig$niu sercowym. Zaplanowane przez Doktorantk¢ badania
maja niewatpliwa warto$¢ nie tylko poznawcza ale tez, a moze przede wszystkim,
potencjalnie aplikacyjng szczegdlnie w kontekscie niedotlenienia migénia sercowego, co ma
miejsce np. w przypadkach utonig¢, zatru¢ lub zadtawienia lub niedokrwienia w przypadku
zatrzymania krazenia. Ze wzgledu na to, ze zaburzenia Sercowo-naczyniowe sg pierwszg
przyczyna zgondw w krajach wysokorozwinigtych podejmowanie takich badan jest wysoce
pozadane.

Rozprawa jest starannie przygotowana i zgodnie z ogolnymi zasadami jest podzielona
na kilka gtownych rozdzialéw zatytulowanych jak nastepuje: Wykaz skrotéw, Przeglad
Literaturowy, Praca badawcza wraz z opisanymi metodami, Podsumowanie i wnioski,
Literatura (166 pozycji), Podzickowania i Dorobek Naukowy. Wigkszo$¢ tych rozdziatow jest
podzielona na podrozdzialy dotyczace bardziej szczegdtowo zdefiniowanych zagadnien.
Catos¢ jest poprzedzona streszczeniami w jezyku polskim i angielskim.

Praca doktorska Pani Anny Kobuszewskiej obejmuje dwie dyscypliny, a przez to
zawiera dwa istotne i przenikajace si¢ watki. Pierwszy z nich to watek ,,chemiczno-
inzynieryjny” dotyczacy optymalizacji mikroskalowej hodowli komorek w systemie 3D, a
zatem stworzenia warunkéw mozliwie blisko oddajacych sytuacje in vivo. Drugi watek
dotyczy badan biochemicznych wykonanych z wykorzystaniem komoérek serca w hodowlach
prowadzonych w omawianych mikrosystemach i poréwnywanych do tradycyjnej hodowli 2D
stanowigcych punkt odniesienia. Ponadto, Doktorantka wprowadzita do swoich badan
hodowle niejednorodne zawierajace komorki serca I mezenchymalne komorki macierzyste.
Celem tych doswiadczen bylo pordwnanie odpowiedzi komoérek rosnacych w réznych
systemach hodowlanych na stres spowodowany zaburzeniem oksydacyjnej fosforylacji. A
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zatem badania biologiczne byly pomys$lane jako sposdb przetestowania uzyteczno$ci
stworzonych uktadow hodowlanych.

Doktadny opis réoznych metod otrzymywania stosownych podtozy z wykorzystaniem
odpowiednich polimeréw oraz oméwienie warunkow fizycznych jakie musza by¢ uzyskane
by zapewni¢ latwo$¢ wymiany gazowej oraz szybko$¢ dyfuzji oraz opisy przebiegu
doswiadczen typu Lab-on-a-chip z wykorzystaniem stworzonych ukladéw $wiadczg 0
kompetencji doktorantki. Nie jestem ekspertem w dziedzinie inzynierii chemicznej i chemii
polimerow, stad jestem powsciagliwy w ocenic tego aspektu pracy pozostawiajgc to
specjalistom. Dlatego w dalszej czeSci recenzji skupiam si¢ na biologicznym aspekcie
rozprawy.

W rozdziale zatytutlowanym Przeglad Literaturowy Doktorantka omowita wszystkie
zagadnienia poruszane w czeSci do$wiadczalnej poczawszy od krotkiego opisu chordb
sercowo naczyniowych i mozliwosci ich leczenie, poprzez omowienie modeli komérkowych
wykorzystywanych w takich badaniach, zaawansowanych technik hodowlanych z naciskiem
na mikrosystemy przeplywowe i wreszcie podejs¢ doswiadczalnych w celu symulacji
zaburzen charakterystycznych dla niedotlenienia.

W kolejnym podrozdziale Przegladu Literaturowego Doktorantka koncentruje si¢ na
omowieniu stosowanych dotychczas podejsciach metodycznych w badaniach prowadzonych
na komorkach w warunkach niedotlenienia. Uwazam, Ze opis ten jest wystarczajaco
szczegotowy by wprowadzi¢ czytelnika w tematyke pracy. Na koncu tej czes$ci rozprawy
znajduje si¢ jej krotkie podsumowanie wskazujace na najwazniejsze zagadnienie omowione w
tym rozdziale.

Kolejny duzy rozdzial to Praca Badawcza. Rozpoczyna si¢ podrozdziatem dotyczacym
celu podjetych badan. Jest on napisany klarownie i cel pracy jakim jest zbadania przydatnos$ci
mikroprzepltywowego uktadu hodowlanego w badaniach metabolizmu komorek serca jest
przedstawiony wyraznie, chociaz Doktorantka ma tendencj¢ do powtarzania niektorych
informacji, ktore pojawity si¢ wczesniej w Przegladzie Literaturowym. Nastgpnie opisane s
zastosowane metody badawcze, w tym wytwarzanie mikrouktadow przeptywowych,
prowadzenie hodowli komérkowych, analiza zywotnosci i aktywnos$ci metabolicznej komorek
I analiza statystyczna. Ta cze$¢ pracy nie budzi moich zastrzezen, moze poza drobnymi
uwagami np. uzywamy terminu pozywka a nie medium hodowlane, raczej proboéwka typu
falkon a nie sam falkon (slang). Przy opisie oceniania zawartosci ATP w komorkach
wyrazenie ,,pomiar czasteczek” czy ,,liczby czasteczek™ nie jest fortunny, bo przeciez nikt ich
nie liczy. Nie jest dla mnie oczywiste jak Doktorantka definiuje ,,zywotno$¢ komorek”
wyznaczang z Wykorzystaniem testu Alamar Blue i chcialbym, zeby uscislita to w czasie
obrony pracy. Nastepnie Doktorantka przechodzi do przedstawienia wynikéw swoich badan,
po raz kolejny przekonujac w pierwszym zdaniu, ze choroba niedokrwienna jest gtoéwna
przyczyna zgonéw wsrod pacjentow cierpigcych na choroby sercowo-naczyniowe i
przypominajac o koniecznosci tworzenia nowych modeli doswiadczalnych. To niepotrzebne
powielanie tych samych informacji. W tym punkcie chce takze zwrdci¢ uwage, ze istnieje
roznica miedzy skutkami hipoksji (np. w skutek utonigcia) i niedokrwienia czyli ischemii (np.
wskutek zatrzymania akcji serca). Doktorantka wskazuje na FCCP jako substancj¢ wybrang w
tej pracy do wywotywania zaburzenia metabolizmu mitochondridéw 1 wyjasnia (do$¢



nie$miato i nie bardzo precyzyjnie) mechanizm dziatania tego protonofora. Rzecz jasna, jest
to tylko jeden z modeli doswiadczalnych jaki mozna byto zastosowa¢ w pracy, ale w istocie
rzeczy celem doktorantki nie bylo prowadzenie badan $ci$le bioenergetycznych i szczegdtowe
analizowanie procesOw biochemicznych zachodzgcych w mitochondriach po podaniu
substancji 0 dziataniu protonoforycznym, bo to nie byloby w zadnym stopniu odkrywcze, a
jedynie wskazanie, ze proponowane uktady modelowe moga by¢ przydatne w badaniach nad
metabolizmem komorek. Dlatego pojawiajagce si¢ w pracy pewne uchybienia czgsto
terminologiczne lub nie zawsze precyzyjny opis obserwowanych zjawisk mogace zwracaé
uwage biochemika, w konteksScie tej pracy nie sg na tyle istotne by zmniejszac jej wartos¢ i
sens. Nawiasem mowigc juz sam tytul pracy nieco mylacy sugeruje, ze badania prowadzono
w warunkach obnizonego stezenia tlenu, co nie mialo miejsca.

W  podrozdziale poswigconym badaniu  potencjatu  wewngtrznej  blony
mitochondrialnej pojawito sig¢ kilka nie$cistosci, na ktore jako recenzent zwracam uwage. Np.
stwierdzenie, ze sonda JC-1 ,,gromadzi si¢ w komoérkach zywych o wysokim potencjale
wewnetrznej btony mitochondrialnej...” nie wskazuje wprost, Ze znacznik ten gromadzi si¢
w mitochondriach. Jako niefortunny skrot myslowy uznatbym tez stwierdzenie, ze w procesie
glikolizy energia jest ,wytwarzana”. Caty czas mamy bowiem do czynienia jedynie z
przeksztatcaniem energii.

Potencjat blony mitochondrialnej obnizano przy pomocy FCCP. Doktorantka stusznie
zauwaza, ze wybrane przez Nig stgzenia FCCP sg bardzo wysokie. Zgodnie z zasadami
sztuki, czynnik ten powinien by¢ miareczkowany od stezen najnizszych do takich, kiedy jego
dziatanie jest maksymalne. To pozwala na uniknigcie niespecyficznych efektow ubocznych.
W tak wysokich st¢zeniach poza dziataniem protonoforycznym FCCP hamuje transport
elektronow w taficuchu oddechowym, co w przypadku do$wiadczen skoncentrowanych na
zjawiskach komoérkowych bytoby efektem niepozadanym. Nastepnym krokiem w badaniach
w makroskali bylo wykazanie, Ze rozprzgganiu oksydacyjnej fosforylacji towarzyszy
nadmierny naptyw Ca** do komorek. Rozwazania na temat niedoboru ATP jako przyczyny
tego zaburzenia jest sg do konca uzasadnione w tym miejscu, poniewaz Doktorantka do tego
momentu nie mierzyta stezenia ATP w komodrkach, a rola mitochondriow w kontekscie
homeostazy wapniowej nie sprowadza si¢ jedynie do fosforylacji ADP.

Kolejnym rozdziatem jest dyskusja i podsumowanie wynikéw opisanych do tego
miejsca rozprawy, w istocie potwierdzajacych znane obserwacje stanowigce oczywistg
podstawe rozwazan bioenergetycznych. Nie jestem przekonany, czy konieczne bylo ich
dyskutowanie w tym miejscu. Moze nalezato wcze$niej przedstawi¢ wyniki doswiadczen
wykonanych w innym uktadzie (mikroskala), bo dopiero poréwnanie tych dwodch sytuacji
eksperymentalnych (makro — i mikroskala z modyfikacjami) wnosi element nowosci i stanowi
istot¢ rozprawy. Nawiasem mowigc zgodnie ze stownikiem termindéw biochemicznych prof.
Bankowskiego (Elsevier, 2011) oraz zaleceniem Polskiego Tow. Biochemicznego nalezy
stosowac termin Cytosol a nie cytozol (chociaz ta forma jest czgsto uzywana).

Kolejne podrozdziaty dotycza doswiadczen w mikrosystemie przepltywowym.
Odnosze wrazenie, ze znaczna czg¢s¢ informacji tutaj zawartych mogtaby znalez¢ si¢ w opisie
metod lub w dyskusji. Natomiast wazne jest to, ze indukowane podaniem FCCP zmiany
fluorescencji JC-1 a takze intensywnos¢ odpowiedzi wapniowej kardiomiocytow szczura i
cztowieka mierzone w takich samych warunkach hodowli wykazuja znaczne rdznice;
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komorki cztowieka wydajg sie¢ odpowiadac silniej. A zatem mikrosystem przeptywowy, a nie
statyczny pozwala na uchwycenie réznic miedzy dwoma rodzajami komoérek w kontekscie ich
wrazliwosci na substancje rozprzegajaca. Jest to istotna i nowa obserwacja podkreslajaca
odrebnos$¢ obu systemow doswiadczalnych i1 wskazujaca na zasadno$¢ stosowania uktadu
mikroperfuzyjnego. Ten aspekt jest dobrze przedyskutowany w podrozdziale dyskusja,
chociaz niepotrzebnie umieszczono w tej czesci pracy informacje, ktora powinny znalez¢ si¢
wczesniej, w podrozdziale poswieconym wynikom. Ponadto nalezy unika¢ stwierdzen, ktore
niczego nie wnoszg a porazajg swoja oczywistoscig (,,Organizm szczurzy rozni si¢ od
organizmu ludzkiego” str. 76).

W  kolejnych podrozdzialach Doktorantka koncentruje si¢ na omawianiu i
dyskutowaniu cech fizyko-chemicznych réznych rodzajéw podtozy oraz optymalizacji ich
tworzenia, postugujac si¢ zar6wno modelowaniem komputerowym jak i wynikami
uzyskanymi doswiadczalnie. Nastepnie skupia si¢ na opisie mikrosystemu hodowlanego, w
ktérym wykorzystano maty nanowldkniste narzucajace uporzadkowany uktad komoérek w
hodowli. Doktorantka wykonata szereg do§wiadczen potwierdzajacych, ze nowostworzone
podtoze jest zasiedlane przez stosowane komodrki rosngc w sposdb uporzadkowany
przypominajacy sytuacje w tkance. Co wigcej, uklad stworzony przez Doktorantke
umozliwial jednoczesne prowadzenie niezaleznych hodowli komoérkowych oraz zaktadanie
hodowli mieszanych. Wykazano, ze komorki serca rosngce Wwraz z komorkami
mezenhymalnymi wykazuja wigkszy stopien uporzadkowania niz w monokulturze. Podobnie
jak poprzednio komorki potraktowano FCCP w dwoch roznych stezeniach, a za miare
skuteczno$ci dziatania tego protonofora przyjeto zmniejszanie si¢ zawartosci ATP w
komorkach. Ustalono, ze warunki mikroprzeptywu zwigkszaja skutecznos¢ FCCP. Szkoda, ze
nie przedstawiono tego na jednym rysunku. Zestawianie wptywu FCCP w dwoch bardzo
wysokich stezeniach dla jednego sposobu hodowli nie pokazuje tego co bylo celem pracy:
poréwnanie dwoch systeméw hodowlanych.

Na koncu tego podrozdziatu znajduje si¢ dyskusja zawartych w nim wynikéw oraz
whnioski. Jest to bardzo interesujacy fragment, w ktorym Doktorantka omawia wprowadzone
przez siebie modyfikacje systemu mikroprzeplywowego polegajace na udoskonalaniu metody
integracji z nim mat nanowtoknistych. Zalety i wady r6znych kombinacji zostaty doktadnie
omoOwione, z podkre§leniem sposobu utozenia komoérek wzgledem wiokien maty oraz ich
wrazliwosci na czynnik rozprzegajacy. Ten drugi test podkre§la przydatno$¢ systemu w
badaniach metabolicznych i1 funkcjonalnych komorek.

Celem kolejnej serii badan bylo sprawdzenie, czy wspothodowla komorek serca
traktowanych FCCP oraz niezmienionych komorek mezenhymalnych wptywa na stan
kardiomiocytow. Wstepne doswiadczenia przeprowadzono w makroskali, a po ustaleniu
warunkow powtorzono w skali mikro w stosowanym poprzednio i nieznacznie
zmodyfikowanym systemie przeptywowym. Tak jak wczesniej badania poprzedzono
symulacjami komputerowymi, ustalajagc i ujednolicajac szybkosci przeptywu pozywki we
wszystkich uktadach doswiadczalnych. Po odpowiednich czasach inkubacji z FCCP zbadano
zywotnos¢ komorek testem Alamar Blue, a po 96 godzinach takze poziom ATP. Wyniki
uzyskane dla wspothodowli kardiomiocytéw z komérkami macierzystymi sugeruja ochronne
dziatanie tych drugich, ale ciekaw jestem jak odrozniono odpowiedz kardiomiocytéw od
odpowiedzi komodrek macierzystych. Jak zrozumiatem komorki macierzyste nie byty
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traktowane FCCP, a czynnik ten byl podawany tylko na poczatku. Podrozdziat ten konczy sie¢
dyskusja dotyczacg ostatnich doswiadczen, wnioskami i podsumowaniem.

Na koncu rozprawy znajduje si¢ rozdzial Podsumowanie i Wnioski obejmujacy catos¢
osiggniecia przedstawionego w dysertacji. Doktorantka wskazuje to, co jest najwazniejszym
osiggnieciem Jej pracy. Jest nim niewatpliwie stworzenie nowych systeméw do hodowli
komorek serca w warunkach in vitro maksymalnie przypominajacych sytuacje in vivo.
Badania o charakterze biologicznym, chociaz istotne, bo potwierdzajgce wrazliwos¢ komorek
utrzymywanych w nowych warunkach hodowli na znane czynniki zaburzajgce funkcje
mitochondriow, nie stanowig w tej pracy watku wiodacego i W istocie nie prowadzily do
zadnych odkry¢. To co stanowi o nowatorstwie pracy to stworzenie nowego systemu hodowli
kardiomiocytow i wykazanie, ze zachowanie si¢ komorek w tych warunkach nieco rézni si¢
od obserwowanego w tradycyjnych hodowlach statycznych ale nadal jest zgodne z
powszechnie akceptowanym stanem wiedzy. Nalezy doceni¢, ze prowadzenie badan
naukowych obejmujacych dwie znacznie oddalone od siebie dyscypliny jest trudne i nie
sposob ustrzec si¢ niedoskonatosci, z ktorych niektore wskazatem w recenzji. Na podkreslenie
zashuguje takze fakt, ze Doktorantka jest pierwszym autorem w 3 pracach do$wiadczalnych
zwigzanych z tematyka doktoratu, opublikowanych w dobrych czasopismach. To podkresla
znaczenie prowadzonych badan.

Podsumowujac uwazam, ze tematyka przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej
jest bardzo interesujaca, a poczynione obserwacje sa wartosciowe i maja charakter
nowatorski. Stwierdzam tez, ze rozprawa zostala w znaczacym stopniu poprawiona w
stosunku do wersji pierwotnej. Przede wszystkim uniknigto bitedow merytorycznych
zwigzanych z wnioskowaniem na temat zaburzen metabolicznymi indukowanych przez FCCP
oraz zrezygnowano z nieuprawnionych odniesien do apoptozy. Chociaz wyniki uzyskane
przez doktorantke z punktu widzenia biochemii 1 bioenergetyki nie wniosty nowych
informacji nie to bylo celem podjetych badan. Natomiast pozwolity na oceng nowych
uktadow hodowlanych pod katem ich wartosci aplikacyjnej. Uwazam, ze Doktorantka
osiagneta wyznaczony cel prowadzonych badan i stwierdzam, Ze przedstawiana mi do
recenzji praca rozprawa zatytutowana ,,Mikrosystemy przeptywowe typu Lab-on-a-Chip do
badania niedotlenienia komoérek migénia sercowego” spetnia warunki Stawiane rozprawom
doktorskim zgodnie z wymogami okreslonymi w artykule 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
0 Stopniach i Tytule Naukowym oraz o Stopniach i Tytule w Zakresie Sztuki (Dz. U. z 2003
r., Nr 65, poz. 595 z po6zniejszymi zmianami) i wnosz¢ do WYysokiej Rady Naukowej
Dyscypliny Nauki Chemiczne Politechniki Warszawskiej 0 dopuszczenie Pani mgr inz. Anny
Kobuszewskiej do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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