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Rozprawy na stopien doktora nauk medycznych
mgr Krzysztof L opata

pt.: ,, Profil ekspresji gendw uczestniczacych w naturalnej obronie komérek NHDF przed
zakazeniem endogennymi wirusami §wini”

Przedstawiona mi do recenzji praca porusza niezwykle istotny problem zaréwno badawczy jak
1 praktyczny dotyczacy obrony na poziomie komérkowym przed zakazeniem endogennymi
retrowirusamj $wini. Tkanki i komdrki pozyskiwane od zwierzat stanowia atrakcyjne Zrédlo
materialu mogacego znalez¢ zastosowanie w roznorodnych obszarach medycyny
regeneracyjnej i personalizowanej, zwigzanych 2z inzynierig tkankowa, terapiami
komoérkowymi czy bioprotezowaniem. Szczegélnie ciekawym zrdédlem ksenogennego
materiatu tkankowego s3 $winie. Wynika to z ich podobnej do czlowieka fizjologii, zblizonych
rozmiarow poszczegdlnych narzadéw, fatwosci hodowli, a co za tym idzie duzej dostgpnosci
komdrek, tkanek i narzadow przeznaczonych do ksenotransplantacji. Nalezy jednak pami¢tac,
ze istnieje szereg ograniczen zwigzanych z wykorzystaniem materialu ksenogennego, w tym
tkanek $winskich. Jednym z nich jest ryzyko transferu odzwierzecych retrowiruséw PERV. Pan
mgr Krzysztof Lopata przeprowadzit badania majgce na celu ,, poznanie profilu ekspresji
genéw uczestniczacych w obronie przed zakazeniem endogennymi wirusami §win”. Poznanie
tych mechanizméw Doktorant opart na analizie infekcyjnosci ludkich fibroblastow. Dlatego tez
przedstawiona do recenzji praca doskonale wpisuje si¢ w prowadzone na calym swiecie
badania, gdzie w warunkach in vifro rozpoznaje si¢ mechanizimy infekowania komorek
ludzkich przez PERV j ich efekty komorkowe, a przede wszystkim. podejmuje sig proby
opisania mechanizmdw naruralnej obrony przed zakazeniem endogennymi retrowirusanii.

Przedstawiona mi do oceny praca posiada uklad typowy dla rozpraw na stopien doklora. Praca
liczy lacznie 129 stron. Tworzg ja nast¢pujace cze¢sci: Wstep, ktory wprowadza czytelnika w
problemy bedace tematem dociekan naukowych, z najwazniejszymi odkryciami 1 ustaleniami,
w tym zagadnieniu; Zalozenia i cele pracy, ktore maja byé rozwigzane, dalej nast¢puje opis
materiatu i stosowanych melod oraz opis uzyskanych Wynikow, Dyskusja 1 Whnioski.
Koncowa cz¢s$é rozprawy stanowi spis pisimienniciwa obejmujacy 205 pozyc)i. bardzo dobrze
dobranych i cylowanych. W dokumentacji pracy zamieszczone zostaly takze wykazy: skrotow,
tabel, rycin, aneks oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim. Uktad pracy jest
przejrzysty ) czylelny, a proporcje poszezegdlnych rozdzialdéw zoslaly zachowane.
Poszczegdlne rozdzialy sy podzielone w logiczny sposob na podrozdzialy wyodrebniajace sig



ze wzgledu na problem szczepotowy lub metodyke badan. Pozwala to sledzié przyjety przez
autora kierunek prowadzonych prac.

Prace rozpoczyna bardzo obszerny wstgp podziclony na 3 podrozdzialy w obrebie. ktérych
mozna wyodrgbnié kilka sekcji. Autor w sposéb przejrzysty omawia biologi¢ retrowirusdéw ze
szezegdlnym wyodrebnieniem retrowirusow PERV. Doktorant opisuje zaréwno ich cykl
zyciowy jak i1 budowe. zwracajgc rowniez uwagg na czynniki restrykcyjne, tak wazne dla
hamowania lub ograniczania replikacji retrowiruséw, ktore stanowig pierwszg linie obrony
komorek. Wreszcie we wsigpie autor omawia wspolczesne metody detekeji PERV w
ksenotransplantacjach. wskazujac na mozliwosé zastosowania zarowno oceny jakosciowej jak
i ilosciowej w identyfikacji retrowiruséw, w tym metod biologii molekularnej czy tez
altematywnych metod immunochemicznych. Duzg zaletg tego rozdzialu sg liczne ryciny
przygotowane w sposob bardzo staranny, kiére pomagaja w lepszym zrozumieniu opisywanych
zagadnien. Obszerny wstep niewatpliwie wskazuje na bardzo dobra znajomos¢ Doktoranta
poruszanych zagadnien.

Cele pracy zostaly prawidtowo i czytelnie sformulowane. Formulujac cele pracy, Doktorant
opart je o prawidlowo przyjete zalozenia. Wskazuje, ze charakterystyczng cecha retrowiruséw
jest wbudowanie wlasnego materialu genetycznego do komérki infekowanej. Jest to
szczegblnie niebezpieczne w przypadku ksenotransplantacji, w ktorych daweg jest $winia.
Natomiast jak wskazuje Autor, malo jest danych literaturowych na temat odzialywania
czynnikéw restrykeyjnych na cykl zyciowy wirusa PERV oraz wskazujacych na profil ekspresji
w zakazonych komdrkach. Formutujac cele pracy Doktorant slusznie zauwaza, ze uzyskane
wyniki mogtyby poméc w dobrze markera prognostycznego zakazenia retrowirusem PERV, a
w konsekwencji wspoméc opracowanie strategil terapeutycznych zakazenia PERV.

Autor sformujowal w sposob prawidlowy 1 przejrzysty dwa cele pracy: oceng infekcyjnoscer
retrowirusow PERV w ukladzie kokultury komorek modelowych hodowanych w warunkach
standardowych oraz w warunkach stanu zapalnego oraz ocen¢ gendéw uczestniczacych w
procesie obrony komdrkowej w obecnosci dzialania czynnika prozapalnego jak i przy jego
braku. Autor w celu pracy pokusil sig rowniez o wytypowanie mRNA ktére posiadaloby
warto$¢ diagnostyczna w monitorowaniu zakazen retrowirusami. Zwigksza to niewatpliwie
atrakcyjnosc¢ przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej, wskazujgc ze uzyskane wynik)
moga mie¢ nie tylko charakier poznawczy mechanizmow obrony ale posiadajg potencjal do
tego aby znalezé zastosowanie praktyczne.

Rozdzial .Material i Metody™ w sposdb przejrzysty objasnia szezegdly metodyczne pracy. Opis
materialow | metod poprzedzony zostal schematem przebiegu eksperymentu. Poniewaz w
pracy przyjeto kilka grup badanych oraz zastosowano zaawansowany warsztat metod
badawczych umieszczenie takiego schematu znacznie ulatwia zrozumienie przebiegu badan i
zalozen eksperymentu. Badania prowadzone byly na komoérkach ludzkich fibroblastow skory
linii NHDF hodowanych w monokulturze bez sndukcji czynnikiem zapalnyim oraz po indukeji
LPS. Podobny schemat zostal przyjety dla komérek hodowanych w kokulturze, gdzie
zastosowano prawidiowe komorki nablonkowe nerki swini (linia PK 15), dzigki czemu
komodrki NHDF zostaly poddane ekspozycji na zakazenie endogennymi retrowirusami swini



PERV. Warlo zwrdci¢ uwage, ze w przypadku hodowli komérek w kokulturze, dla oceny
infekeyjnosci i aktywnodcei transkrypeyjne) genéw uczestniczacych w naluralnej obronie przed
zakazeniem PERV, przed pobraniem komdrek NHDF do badan hodowano je jeszcze
dodatkowo przez jeden dzien po usuniceiu czynnika infekcyjnego (komérek PK 13) i wymianie
medium, aby wykluczy¢, ze odpowiedz komdrkowa moze by¢ wynikiem wspolne) hodowli
swinskich i ludzkich komorek. Taka konstrukcja eksperymentu swiadczy o dobrej znajomosci
warszlalu metodologicznego, co stanowi jednoczesnie gwarancje uzyskania poprawnych
wynikdw. a co za tym idzie daje mozliwosé wlasciwego wnioskowania.

W pracy zaprezentowano szeroki 1 w pelni satysfakcjonujgey warsztat metodyczny. poprzez
zastosowanic metod zaréwno jakosciowej jak i ilosciowe) oceny ekstrakidw kwasow
nukleinowych. Celem wykazania integracji retrowirusow PERV-A; PERV-B, PERV-C z
genomem komorek liniit NHDF, Autor zastosowal reakej¢ QPCR monitorujgce 1losé reakeji w
czasie jej (rwania oraz QRT-PCR, ktory umozliwia monitorowanie przyrostu produktu w
kazdym kolejnym cyklu trwania reakcji, co ma istoine zastosowanie w diagnostyce medyczne).
Oprocz oceny 1losciowej w prowadzonvch przez siebie badaniach wykonal ocen¢
specyficznosdci reakeji PCR na podstawie analizy krzywych temperatury topnienia oraz
alternatywng metodg elektroforezy. Wykorzystal rowniez nowoczesng metod¢ analizy profilu
ekspresji genéw technikg mikromacierzy oligonukleotydowych. Wszystkie metody badawcze
zostaly wiasciwie dobrane. gwarantujgc rzeteinosé uzyskanych wynikow.

Wyniki badan autor zestawil w 13 tabelach i na 9 rycinach omawiajac je w nast¢pujgce]
kolejnosci:

- Ocena infekeyjnosci retrowirusow — ilosciowa detekcja retrowirusow PERV w komorkach
NHDF

- Analiza transkryptoméw komoérek NHDF - analiza ekspresji genéw uczesiniczgcych w
naturalnej odpowiedzi komoérek NHDF przed zakazeniem retrowirusammi PERV, zaréwno w
obecnosci jak i braku dodatkowego czynnika zapalnego I.PS.

Warto zaznaczy¢, ze zastosowany podzial powoduje, ze omdwienie wynikdw jest przejrzyste 1
zachowuje logiczny cigg myslowy. Analizujgc uzyskane wyniki Doktorant zauwaza, ze
infekcyjnos¢ PERV w stosunku do komoérek NHDF jest zalezna od warunkéw hodowli,
Podkresla rowniez, ze hodowla komoérek w obecnosci LPS zmienia aklywnosé transkrypeyjng
gendw, co moze wskazywaé na uruchamianie naturalnych mechanizimow obronnych przed
zakazeniem retorowirusem PERV w wyniku indukcji LPS. Wyniki zostaly omoéwione przez
autora w sposob zwigzly i wyczerpujacy, a umieszczone w tekscie tabele i ryciny sg pomocne
w analizie danych.

W rozdziale Dyskusja Autor podejmuje udang, tmoim zdaniem. probe interpretacji otrzymanych
rezultatéw w odniesieniv do danych literatury swiatowej. Jednoczesnie Doktorant stawia.
zwlaszeza w pierwsze) czesci rozdzialu, ciekawe i inspirujace pytania, jak chociazby 1o
dotyczace realnego zaprozenia wynikajacego z transmisji retrowirusow PLERV in vivo.
Dyskutuje problem mozliwosci bezpiecznej eliminacji PERV z genomu dawcey oraz ewentualne



konsekwencje takich zabiegow. Wreszcie najwazniejsze pylanie dotyczy tego czy w przypadku
braku mozliwosci catkowitego usunigcia PERV z komorek, tkanek i narzgdow dawcy, poznanie
mechanizméw obronnych pozwoli skutecznie zablokowac¢ mozliwos¢ transntisji retrowiruséw
I vmozliwi jednoczesnic poszerzenie warszialu nowoczesne] diagnostyki dla oceny
infekcyjnosci i inwazyjnosci oddzialywania PERV. W dyskusji Doktorant umiej¢tnie zestawia
argumenty z otrzymanymij wynikami. podejmujac prébe ich interpretacji w oparciu zaréwno o
dodwiadezenia wlasne jak i w odniesieniu do dostgpnych danych literaturowych. Podobnie jak
cele pracy réwniez czes¢ dyskusyjna podzielona zostala na dwie czgsci. W jednej Autor
omawia zagadnienia dotyczace infekcyjnosci retrowirusow PERV, a w drugiej dyskutuje
mozliwosci oceny akiywnosci transkrypeyjne) gendw uczesiniczgcych w naturalne) obronie
przed PERV. Dzigki takiemu podzialowi zachowany zostaje jednolity uklad calej rozprawy, a
sama dyskusja jest czytelna.

Doktorant przedstawia trzy szczegolowe wnioski koncowe, dobrze udokumentowane
rezullatami badan. Autor stwierdza, ze infekcyjnosé PERV w stosunku do komoérek NHDF jest
zalezna od warunkow hodowli. Wnioskuje ponadto, ze LPS zmienia aktywno$é transkrypcyjng
gendw uczestniczacych w naturalnej obronie przeciwko retrowirusont PERV, wiaczajae
komorkowe mechanizmy obronne. Wysuwa réwniez praklyczny wniosek wskazujacy, ze
nadekspresja TRIM22 oraz TRIM 2 mogg by¢ przydatnym markerem w diagnostyce zakazenia
retrowjrusami PERV. Wnioski jakie Doklorant prezentuje w swojej rozprawie s adekwatne do
zalozonych celdw pracy jak rowniez sa spojne z otrzymanymi wynikamni.

Na podkreslenia zastuguje bardzo szerokie pismiennictwo prezentowane w rozprawie. Dobor
piSmiennictwa jest prawidlowy i obejmuje najnowsze pozycje literaturowe dotyczace
omawianego obszaru badan.

Uwagi:

I. Tematyka badan jaka zostala zaprezentowana przez Dokloranta jest bardzo istoina ze
wzgledow poznawczych oraz praktycznych. Chociaz Doktorant we wstepie nakresla
praktyczne znaczenia jakie mogg mie¢ 1tego rodzaju badania wobec wyzwan
ksenotransplantacji, sugerowalbym jednak silniejsze zaznaczenie tego aspektu dla podkreslenia
jak istotne znaczenie kliniczne moga mie¢ badania prowadzone przez Autora.

2. Sugerowalbym, zeby schemat przebiegu eksperymentu (Ryc. 14) umieszczony zostal w
sekcji material 1 metody tak zeby byl jego integralna czgscia. W chwili obecnej jest on
umieszczony na stronie poprzedzajacej sekcje material 1 metody.

3. W oméwientu wynikéw w Tab. 11 i 1V sugerowalbym umieszczenie wyniku negatywnego
dotyczgcego PERV-C w powyzszych tabelach, zostalo to wprawdzie omdwione w tekscie
jednak dla przejrzystosci warto by rowniez umiescic ten wynik w tabelach.

Podsumowujac cheialbym stwierdzié, ze przedstawiong mi do recenzji prace oceniam bardzo
wysoko. Rozprawa stanowi oryginalne rozwigzanie problemu badawczego 1 moze znalezé
réwniez zastosowanie praktyczne. Przedstawione z obowigzku recenzenta drobne uwagi majg
bardziej charakter sugestii i w niczym nie umniejszajg wysokiej wartosci recenzowanej



rozprawy na stopien doktora nauk medycznych. Dlatego z pelnym przekonaniem uznaje, ze
rozprawa doktorska mgr. Krzysztofa Lopaty pt.: ,,Profil ekspresji gendéw uczesmiczacych w
naturalnej obronie komorek NHDF przed zakazeniem endogennymi wirusami $wini” speinia
wszelkie wymogi rozprawy na stopieni doktora nauk medycznych zgodnie z art. 13 Ustawy z dnia
t4 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 ). Zwracam si¢ wobec tego do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej w Sosnowcu Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach o dopuszczenia Pana mgr. Krzysziofa Lopaty do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Zwracam si¢ ponadto do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddzialem Medycyny Laboratoryjnej w Sosnoweu Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach o wyrdznienie rozprawy doktorskiej mgr. Krzysztofa
Lopaty ze wzgl¢du na jej istotny walor poznawezy oraz praktyczny.
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