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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Anny Kobuszewskiej zatytulowanej
»Mikrosystemy przeplywowe typu Lab-on-a-Chip do badania niedotlenienia komorek
mi¢snia 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, poniewaz takie badania
przyczyniaja si¢ do rozwoju medycyny regeneracyjnej. Cel pracy uwazam za wlasciwy 1 wart
zrealizowania tym bardziej, ze Doktorantka koncentruje si¢ na badaniach dotyczacych
potencjalnego leczenia zmian w mig¢sniu sercowym powstatych na skutek skutkow choréb
dotyczacych tego narzadu. W sytuacji gdy zaburzenia sercowo-naczyniowe s3 pierwsza
przyczyng zgonéw w krajach wysokorozwinietych podejmowanie takich badan jest wysoce
pozadane.
Rozprawa jest starannie przygotowana i zgodnie z ogdlnymi zasadami jest podzielona na
kilka gtéwnych rozdziatow zatytulowanych jak nastgpuje: Wykaz skrotow, Przeglad
Literaturowy, Praca badawcza wraz z opisanymi metodami, Podsumowanie i wnioski,
Literatura, Podzigkowania i Dorobek Naukowy.

Rozprawa zawiera dwa istotne i przenikajace si¢ aspekty. Pierwszy z nich to aspekt
,chemiczno-inzynieryjny” dotyczacy optymalizacji mikroskalowej hodowli komorek w
systemie 3D, a zatem stworzenia warunkow mozliwie blisko oddajacych sytuacje¢ in vivo.
Doktorantka doktadnie opisuje technologi¢ otrzymywania stosownych podlozy z
wykorzystaniem odpowiednich polimeréw oraz opisuje warunki fizyczne jakie musza by¢
uzyskane by zapewni¢ tatwos¢ wymiany gazowej oraz szybko$¢ dyfuzji oraz przedstawia
przebieg doswiadczen z wykorzystaniem stworzonych ukladow. Uwazam, ze zagadnienia te
sg opisane w sposob bardzo szczegdtowy, co swiadczy o kompetencji doktorantki, natomiast
nie jestem ekspertem w dziedzinie inzynierii chemicznej i chemii polimerow, stad jestem
powsciagliwy w ocenie merytorycznej tego watku pracy. Dlatego w dalszej czesci recenzji
skupiam si¢ na biologicznym aspekcie rozprawy.

Uwagi dotyczace biochemicznych aspektéw rozprawy

Do$wiadczenia biochemiczne zostaly wykonane z wykorzystaniem komorek serca w
hodowlach in vitro prowadzonych w omawianych systemach 3D i poréwnywanych do
hodowli 2D stanowigcych punkt odniesienia. Ponadto, Doktorantka wprowadzita do swoich
badan hodowle niejednorodne zawierajace komorki serca oraz mezenchymalne komorki
macierzyste. Celem tych doswiadczen byto poréwnanie odpowiedzi komorek rosngcych w
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roznych systemach hodowlanych na stres spowodowany niedotlenieniem. Takie badania maja
niewatpliwg warto$¢ szczegdlnie w kontekscie niedotlenienia mig¢énia sercowego, co ma
miejsce np. w przypadkach utonie¢ lub zadtawienia.

Jednak Doktorantce nie udato si¢ unikng¢ bledéw, ktére mocno zawazyly na
interpretacji uzyskanych wynikow. Odnosze¢ wrazenie, ze wynikaly one z blednego
rozumienia mechanizmu dzialania zwiazkow rozprzegajacych oksydacyjna fosforylacje,
w tym stosowanego w opisywanych badaniach FCCP. Dobitnie tego dowodzi zdanie jakie
znajduje si¢ na stronie 41 dysertacji. Brzmi ono nast¢pujaco: Mechanizm dziatania tych
zwigzkow (FCCP, dopisek recenzenta) opiera si¢ na przerwaniu tancucha elektronowego na
wewnetrznej blonie mitochondrialnej. Efektem jest zaburzenie... itd”.  To zdanie jest
nieprawdziwe. Pomingwszy fakt, ze termin “lancuch elektronowy” jest niezrozumiaty (chodzi
o tancuch transportu elektrondw, czyli kolejne systemy oksydoredukcyjne znajdujace si¢ w
wewnetrznej blonie mitochondrialnej), to w obecnosci substancji rozprzegajacych tancuch
oddechowy ,pracuje” z maksymalng szybkoscig transportujac elektrony na tlen i
doprowadzajac do czteroelektronowej redukcji czasteczki O, i wytworzenia wody. Nie ma
zatem mowy o warunkach beztlenowych, w ktorych poszczegolne elementy tancucha sg
zredukowane, a stosunck stezeh NADH do NAD" jest bardzo wysoki. W obecnosci FCCP
sytuacja jest catkowicie odwrotna. FCCP znoszac potencjat btonowy nie tylko nie zmniejsza
zuzycia tlenu lecz przeciwnie powoduje spotegowanie tego procesu czasem wielokrotne, az
do szybkosci maksymalnej. To wynika wprost z istoty dziatania substancji rozprzegajacych
oksydacyjng fosforylacje. Pojawiajace si¢ w pracy stwierdzenie ze FCCP to ,,czynnik
niedotleniajacy” prawdopodobnie powstato na podstawie pozycji literaturowej nr 121.“A
myocardial hypoxia environment was created using an oxygen consumption blocking reagent,
carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone”. Prawda jest, ze podanie FCCP w
zbyt duzym stezeniu powoduje niekontrolowane skutki uboczne i spowolnienie (ale czy
catkowite zahamowanie?) oddychania. Mechanizm tego niepozadanego dzialania jest niejasny
i nalezy to traktowa¢ jako niezdefiniowany efekt toksyczny. W dobrze zaplanowanych
doswiadczeniach nie dochodzi do takiej sytuacji. 30 uM FCCP jaki stosowano w cytowanej
pracy jest co najmniej o rzad wielko$ci zbyt stezony. Juz w obecnosci ok. 100 nM FCCP w
wigkszosci komorek dochodzi do spadku potencjalu btony mitochondrialnej nie z powodu
hipoksji tylko na skutek dziatania protonoforowego dodanej substancji. To niewtasciwe
rozumienie dzialania substancji rozprz¢gajacej znalazto tez odzwierciedlenie w tytule pracy
poniewaz w zadnym momencie rozprawy nie ma mowy o niedotlenieniu.

A zatem, w obecnosci FCCP nie tworzy si¢ potencjat protonowy, bo protonofor z
definicji to uniemozliwia, a zatem nie dochodzi do fosforylacji ADP z wytworzeniem ATP, a
energia jest rozpraszana w postaci ciepta. Jak juz wczesniej wspomnialem, w obecnosci
FCCP dochodzi do obnizenia stosunku st¢zen substratow zredukowanych do utlenionych (i
ostatecznie NADH/NAD+) podczas gdy w warunkach rzeczywistego niedotlenienia stopien
zredukowania bardzo zwigksza si¢. Taki efekt mozna by uzyskac stosujac zamiast FCCP
inhibitory transportu elektronow np. rotenon i antymycyne. W ich obecnos$ci podobienstwo
skutkow zarowno ostrych jak i odlegtych do tych wywotanych niedotlenieniem jest znacznie
wieksze, a wynik testu z Almar blue bylby zapewne przeciwny.



Skoro jednak Doktorantka zdecydowata si¢ na rozprz¢ganie oksydacyjnej fosforylacji
jako sposobu na uzyskanie efektu zblizonego do niedotlenienia to nie jest dla mnie jasne jaki
byt cel stosowania FCCP w tak duzych stezeniach. FCCP jest bardzo silnym czynnikiem
rozprzggajacym, a dobor jego stezenia powinien by¢ przeprowadzony dla kazdej linii
komorkowej, tak by stosowac te substancje w stezeniu jak najmniejszym ale maksymalnie
stymulujgcym oddychanie. Skoro w przypadku hodowli w makroskali efekty wyrazone
spadkiem potencjatu byly takie same dla kazdego ze stosowanych stgzen (poczawszy od 10
uM jako najmniejszego testowanego) to nalezato przetestowac 1 i 0,1 uM FCCP zamiast 70
uM. Tak sie post¢puje, by zminimalizowaé ryzyko powstawania artefaktoéw na skutek
nieprzewidywalnego  dziatania  substancji w  niepotrzebnie = wysokim  stezeniu.
Doktorantka oceniata stopien energizacji mitochondriow przy pomocy sondy JC-1 i w
zasadzie nie jest jasne jakiego innego efektu mogla si¢ spodziewaé poza szybkim i
calkowitym zniesieniu potencjatu. I nie bylo to ani skutkiem apoptozy ani dowodem na jej
rozwo0j, a jedynie nastepstwem uprzepuszczalnienia wewnetrznej btony mitochondrialnej dla
protondw. A brak potencjatlu oznacza znaczny spadek wytwarzania ATP w komorkach
(pozostaje glikoliza). Co wigcej, przy braku potencjatu mitochondrialna ATPaza katalizuje
hydrolize ATP powstatego w czasie glikolizy. Nie jest to miarg zywotno$ci komorek czy tez
apoptozy, ale prosta konsekwencja zniesienia potencjatu btony mitochondrialnej. To samo
dotyczy wzrostu stezenia Ca”* w cytosolu. Brak potencjatu, w efekcie brak ATP a zatem brak
energii do usuwania Ca** z komoérek wbrew gradientowi stezenia. Nawiasem moéwiac, w celu
wykrywania jondw wapnia stosowano sonde Fluo-4 (tak jest w rozprawie). Mam nadzieje, ze
w istocie komdérkom podawano Fluo-4 AM, czyli ester, ktory przenika przez btong
plazmatyczng i we wnetrzu komorek ulega hydrolizie.

Doktorantka nie wykonata ani jednego testu na apoptoze, wigc interpretacja wynikow
w oparciu o ten proces byta catkowicie nieuzasadniona. Owszem, FCCP bywa niekiedy
wykorzystywane w celu wywotania apoptozy (i to w stezeniu wyzszym niz konieczne do
rozprzggania oksydacyjnej fosforylacji), ale to wymaga znacznie dtuzszej np. 24-godzinnej
inkubacji komorek. Wtedy dysfunkcja mitochondriéw inicjuje apoptozg ale spadek potencjatu
jest tu bodZcem, a nie skutkiem i dowodem na apoptozg. Spadek potencjatu btony
mitochondrialnej pojawia si¢ w przebiegu apoptozy wywotanej wieloma innymi czynnikami
np. H,O, ale w przypadku substancji rozprzegajacej spadek potencjatu jest natychmiastowy
poprzedzajac inne efekty, bo taki jest mechanizm dziatania protonoforéw. I w tym celu sg te
substancje stosowane. Co wigcej, w badaniach nad apoptoza FCCP stosuje si¢ zazwyczaj jako
pozytywna kontrolg¢ w celu pokazania jak w konkretnych komodrkach i1 przy konkretnym
protokole doswiadczalnym ,$wieca” komorki =z catkowicie zdeenergizowanymi
mitochondriami (bez potencjalu btonowego) dla porownania ze skutkami dzialania innych,
testowanych  substancji. W przypadku doswiadczen, w ktorych stosowano komorki
mezenchymalne, brakuje mi odpowiednich doswiadczen kontrolnych lub informacji jak
odrozniano zmiany w kardiomiocytach od tego, co zostalo wprowadzone wraz z komorkami
macierzystymi.



Interpretacja uzyskanych wynikéw w kontek$cie chordb sercowo-naczyniowych
wymaga wyjasnienia, ze zatrzymanie przeptywu krwi w naczyniach wiencowych jest
zwigzane nie tylko z brakiem tlenu ale takze brakiem glukozy, co ogranicza glikolityczne
wytwarzanie ATP. Ponadto, przyczyna uszkodzen kardiomiocytéw w nastepstwie udaru i
przywrocenia ukrwienia (ischemia/reperfuzja) nie jest niedotlenienie jako takie ale
nastepujace po nim przywrocenie krazenia. W takich warunkach dochodzi do wzmozonego
wytwarzania reaktywnych form tlenu, co w efekcie inicjuje apoptoze. W obecnosci
prawidlowo stosowanego FCCP powstawanie ROS jest bardzo ograniczone. Dlatego
substancje rozprzegajace mogg raczej tagodzi¢ skutki ischemii i reperfuzji niz wywotywac
zblizone skutki. W recenzowanej pracy brakuje mi glgbszej analizy obserwowanych zjawisk,
a przede wszystkim precyzyjnego z biologicznego punktu widzenia przedstawienia zatozen
pracy uzasadniajacych przyjety protokét doswiadczalny.

Podsumowujac, tematyka przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej jest bardzo
interesujaca i wazna. Jednakze, jako biochemik nie mog¢ zaakceptowac btedow dotyczacych
zatlozen pracy, czesci do$wiadczalnej, a przede wszystkim powaznej nadinterpretacji
uzyskanych wynikéw. Uwazam, ze doktorantka w swoich badaniach wykazala jedynie, ze
hodowane w testowanych ukladach komérki zyja i sa wrazliwe na czynnik
rozprzegajacy. Dla udowodnienia przydatno$ci modelu hodowli 3D by¢ moze jest to
wynik wystarczajacy (i dysponujac przedstawionymi danymi na tym bym poprzestal) i w
tym sensie cel pracy doktorskiej zostal osiagniety. Natomiast uzyskane wyniki z pewnoscia
nie pozwalaja na glgbsza interpretacje dotyczacg biologicznych aspektow pracy, do ktorej
Doktorantka posunela si¢ popetniajac przy tym istotne btedy. Kazdy z przedstawionych na
rysunkach wynikow byt oczekiwany i tatwo wytlumaczalny w oparciu o proste dziatanie
rozprzegajace protonofora. Niestety przedstawiona mi do recenzji praca zawiera wiele
nieprawdziwych informacji i wnioskéw, przez co w tej postaci nie spetnia oczekiwan
stawianym rozprawom doktorskim i wymaga istotnego poprawienia przed przedstawieniem
jej do ponownej recenzji. Jest to wazne takze z tego wzgledu, ze rozprawy doktorskie sg
dostgpne dla szerokiego grona osob, w tym studentéw i1 doktorantow, wigc powinny byc
wolne od razacych btedéw. Natomiast doceniam warto$¢ poznawcza podjetych badan i
dlatego uwazam, ze odpowiednia korekta rozprawy sprawi, uzyska ona pozytywna oceng.

Ponizej znajduje sie lista przvkladowych mniej istotnych bleddéw i potknie¢ wnikajacych

zarOwno z nieuwagi jak i braku precvyzji.

Spis skrotéw: PCR to reakcja tancuchowa polimerazy a nie ,,fancuchowej polimerazy™.

str.17. ,,Miejsce martwicy tkanki sercowej”. Nie ma czegos$ takiego jak ,,tkanka sercowa” a
niedotlenienie dotyczy narzadu i kardiomiocytow.

str. 19. ,.Scinanie cieczy” Co$ nie brzmi

str. 20. 5-Azacytydyna a nie : ,,5-azacydyna”

str. 29. EA-hy926 to hybrydowe komorki srodbtonka, a nie nabtonka
str. 33. ,regulacja mikrosrodowiska” co to oznacza?



str. 34 Rys. ,,Szklane szkietko”.

str. 38. ,Bicie komorek Moze raczej kurczenie si¢?

str. 41. ,,synteza czasteczek ATP” chyba lepiej synteza ATP a najlepiej fosforylacja ADP
str. 44. Wydzielanie ,,si¢” czynnika wzrostu. Raczej bez ,,si¢”

str. 44. MitoTracker Red nie jest markerem wczesnej apoptozy, a FCCP nie

jest czynnikiem niedotleniajacym

str. 53. Nie jest jasne dlaczego ,,0ddziatywanie FCCP z btong komorkowa (rozumiem, ze
chodzi o plazmatyczng) ma powodowaé zwigkszong przepuszczalnos¢ dla protonéow i w
zwiazku z tym wptywac na tancuch oddechowy.

str. 56  Test z Almar blue pozwala oceni¢ stopien zredukowania metabolitow (warto$¢
NADH/NAD-+ ostatecznie) ale nie aktywno$¢ metaboliczng komorek.
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