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Recenzja

pracy doktorskiej mgr inz. Jerzego Wiatera pt. ,Wieloparametryczna charakterystyka
transgenicznych $win na potrzeby ksenotransplantacji z uwzglednieniem analiz
histochemicznych, molekularnych oraz testéw funkcjonalnych in vitro”, wykonanej w Zaktadzie
Biologii i Obrazowania Komorki, Instytutu Zoologii i Badar Biomedycznych, Wydziatu Biologii

Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie pod kierunkiem dr hab. Marka Romka.

Ksenotransplantacja czyli przeszczep miedzygatunkowy jest od wielu dziesigtkéw lat nadziejg
transplantologii, a badania poszukiwania przyczyny odrzucenia ksenoprzeszczepu przez

organizm cztowieka sg prowadzone przez wiele zespotéw naukowych na catym swiecie.

Swinia domowa (Sus scrofaf. domestica), ze wzgledu na parametry fizjologiczne wielu
narzadow oraz tempo i fatwos¢ rozmnazania, pomimo odrebnosci filogenetycznej, jest uwazana
za potencjalnego, optymalnego dawce dla czfowieka. W Polsce pierwsze prace nad uzyskaniem
swin transgenicznych pod katem przydatnosci do transplantacji, zapoczatkowaty zespoty prof.
Zdzistawa Smoraga i prof. Ryszarda Stomskiego, pracujgce nad uzyskaniem transgenicznych
$win na potrzeby ksenotransplantacji juz od 20 lat, a oceng uzyskanych narzadéw zajmowat sie
od 2015 roku Doktorant, stad problematyka jak i tytut rozprawy doktorskiej nie budzi zdziwienia

w petni uzasadniajgc podjecie, przedstawionego w pracy doktorskiej tematu badawczego.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska mgr inz. Jerzego Wiatera posiada typowy dla
rozpraw doktorskich uktad (w starym stylu) i sktada sie z 8 rozdziatéw: Wprowadzenie (Wstep),
Hipotezy, cele i zadania badawcze, Materiaty i Metody, Wyniki, Dyskusja, Podsumowanie i
whnioski, Streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz Spis literatury. Dysertacja obejmuje

127 stron.



Cata praca jest bogato ilustrowana za pomocg 8 tabel, 4 schematdw i 34 rycin zawierajacych
dobrej jakosci mikrofotografie skrawkow skéry i watroby oraz dokumentacjg analiz badanych

biatek.

W obszernym ,Wprowadzeniu”, Autor definiuje pojecie ksenotransplantacji i opisuje
towarzyszgce  ograniczenia. Przedstawia krotki rys historyczny zagadnienia poszukiwan
optymalnego dawcy, a nastepnie skupia sie na swini domowej (Sus scrofa) jako potencjalnym
dawcy narzadow dla cztowieka. Opisuje bariere immunologiczng w uktadzie swinia-cztowiek i
wyszczegoblnia trzy sposoby aktywowania uktadu dopetniacza oraz przedstawia kolejny problem
w ksenotransplantacji, oprocz epitopu Gala(l, 3)Gal tzn. niezgodnos¢ tkanek swini z tkankami
ludzkimi na poziomie klasy MHC. Autor przedstawia sposoby uzyskania zwierzat
transgenicznych z obnizong lub catkowicie zmieniong ekspresjg epitopu Gala(1,3)Gal oraz
prezentuje mozliwosci uzyskania osobnikéw podwdjnie transgenicznych. Nastepnie
szczegdtowo opisuje organy oraz narzady ludzkiego ciata — skére | watrobe oraz ich znaczenie
kliniczne dla ksenotransplantacji. Rozdziat ten jest doskonatym kompendium aktualnej wiedzy

na temat ksenotransplantacji i moze stanowic¢ materiat na oddzielng publikacje przegladowa.
Cele badawcze pracy, wyprowadzone z przedstawionych hipotez sg nastepujace:

1. Wykluczenie ewentualnego negatywnego wptywu przeprowadzonych modyfikacji
genetycznych swini na budowe skory i watroby oraz na funkcje komorek skory

hodowanych in vitro.

2. Okreslenie, ktore z przeprowadzonych metod modyfikacji genetycznej swini domowe;j,
najwydajniej obniza ekspresje epitopow Galaa(1, 3)Gal na powierzchni komaorek skéry i
watroby.

Do badan wykorzystano materiat biologiczny (prébki skéry i watroby) $win modyfikowanych
genetycznie az w szesciu wariantach, rdznigcych sie wprowadzonymi konstruktami
genetycznymi lub nokautem genu oraz materiat pobrany od 3$win niemodyfikowanych

genetycznie jako kontroli.

Do badan komérkowych in vitro uzyto keratynocytéow i komdrek ADFCs, przypominajacych
fibroblasty, wyizolowanych ze skéry swini, a ocene morfologiczng i analize poréwnawczg skory i

watroby wykonano rutynowo barwieniami H&E.

Do analiz immunohistochemicznych skoéry i watroby $win modyfikowanych genetycznie i

kontrolnych wykorzystano skrawki mrozeniowe o grubosci 6 um. Wykonano réwniez badania
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immunocytochemiczne, lektyno-histochemiczne, analize ilosciowg skrawkéw i komorek

znakowanych fluorescencyjnie.

Obszerny, bo liczacy ponad 40 stron rozdziat ,Wyniki” zostat podzielony na 3 czesci: Skora-

tkanka, Skora-komérki i Watroba.

Doktorant  szczegétowo  opisuje analize  histologiczng  skéry, immunolokalizacje
rekombinowanych enzyméw al-fruktozylotransferazy (rhal,2-FT), a-galaktozydazy A (rha-Gal
A) oraz ludzkiego leukocytarnego antygenu E (HLA-E) w skdrze na poziomie biatka metodg WB
oraz lokalizacje epitopu Gala(1,3)Gal w skérze. Sygnat pochodzenia rhal,2-FT byt rownomiernie
zlokalizowany w catym przekroju naskérka, natomiast rha-Gal A znajdowat sie w warstwie skory

wiasciwej, podobnie jak HLA-E.

Przedstawiona na Ryc. 4.6 ilosciowa analiza immunofluorescencji, wykonana za pomoca
mikroskopu konfokalnego, wykazata sladowy sygnat rhal,2-FT i rha2-Gal A w tkance grupy

kontrolnej oraz niskg ekspresje HLA-E.

Analiza metodg WB prébek skory od swin TG, 2 x TG i 3 x TG oraz grupy kontrolnej wykazata
obecnos¢ obu enzyméw i HLA-E we wszystkich probkach badanych zwierzat transgenicznych
oraz staby i bardzo staby sygnat rhal,2-FT i rha2-Gal A oraz wyrazne tto HLA-E u kontroli, co
obrazuje zataczona Ryc. 4.7E, a nie jak podano na str. 53 - Ryc. 4.9F. Rowniez analiza ilosciowa

potwierdzajgca powyzsze obserwacje przedstawiona jest na Ryc. 4.8 a nie 4.10.

Lokalizacja epitopu Gala(1,3)Gal w skorze i analiza statystyczna przedstawiona jest na Ryc. 4.9
A-E i 4.10, odpowiednio. Lektyna G5-1B4 silnie wyznakowata cato$¢ skrawkow w grupie
kontrolnej (4.9 A), natomiast w prébkach pochodzacych od $win pojedynczo lub podwdjnie
transgenicznych oraz GTKO ZN obserwowano znacznie stabszy sygnat w poréwnaniu z grupa
kontrolng, a rdinice pomiedzy grupami doswiadczalnymi nie byty istotne statystycznie.
Wykazano ekspresje rhal,2-FT, rha2-Gal A i HLA-E w hodowanych in vitro keratynocytach skory

u wszystkich wariantdw transgenicznych swin.

Sygnat immunofluorescencyjny pochodzacy od rhal,2-FT byt zlokalizowany gtéwnie
okotfojgdrowo w komdrkach pochodzgcych od wszystkich wariantéw transgenicznych, a sygnat
rha2-Gal A byt roztozony mniej rownomiernie w catej cytoplazmie. Natomiast sygnat od HLA-E

zlokalizowany byt w btonie komérkowej oraz cytoplazmie niektdrych komarek.

Analiza Western blot wykazata obecnos$¢ wszystkich trzech poszukiwanych enzyméw we

wszystkich badanach probkach, przy stabym, pozytywnym sygnale dla rhal,2-FT, praktycznie
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niewykrywanym dla rha2-Gal A oraz wyraznym, wiekszym od tta dla HLA-E (Ryc. 4.18F).

Wzgledna ekspresja biatek (Ryc. 4.18 G-I) potwierdzita te obserwacje

Lokalizacja i analiza ekspresji epitopu Gala(1,3)Gal wykazata statystycznie istotne réznice

pomiedzy grupa kontrolng, a badanymi prébkami.

Pozytywny immunofluroscencyjny sygnat w skrawkach watroby od rhal,2-FT byt zlokalizowany
w analizowanych skrawkach pochodzacych od wszystkich wariantow transgenicznych. W
przypadku a-galaktozydazy znakowano pojedyncze grupy hepatocytéow i przestrzenie
miedzyzrebowe. Natomiast antygen HLA-E zlokalizowany zostat gtownie w zrazikach watroby
swini.

Analiza pofilosciowa biatek wykazata réznice ekspresji rhal,2-FT pomiedzy skrawkami od swini
podwodjnie (hFUT2 x hGLA) a pojedynczo (hFUT2) a potrdjnie (FuTx x hGLA x HLA-E)
transgenicznych. W odniesieniu do ekspresji rha- GAL A stwierdzono istotne réznice pomiedzy
grupa kontrolng (CTR nTG) a wszystkimi wariantami transgenicznymi, miedzy ktérymi nie byto
réznic.

Analiza lokalizacji rhal,2-FT wykazata jej ko-lokalizacje z aparatem Golgiego, co potwierdza
fukolyzacje struktur GlcNac-R i w konsekwencji hamowanie powstania epitopu
Gala(1,3)GalB(1,4)Glc (NAc-R). Potwierdza to réwniez funkcjonalnos¢ tego biatka z nokautem

al,3-galaktozylotylotransferazy GTKO (ZFN) nukleazy z motywem ,palca cynkowego”.

Analiza Western blot potwierdzita ekspresje badanych wynikéw na poziomie biatka , a
reprezentacyjne prazki rhal,2-FT, rha- GAL A i HLA-E (Ryc. 4.30) i ich poétilosciowa analiza
wzglednej ekspresji wobec B-aktyny jako biatka referencyjnego (Ryc.4.31) wykazata istotnie
wyiszg ekspresje analizowanych biatek u wszystkich wariantéw transgenicznych w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Lektyna GS-IB4 silnie wyznakowata catos¢ skrawkéw w grupie kontrolnej,

a stabiej w pojedynczo (hFUT2 i hGLA) i podwdjnie transgenicznych (hFUT2 x hGLA).

Analiza ekspresji epitopu Gala(1,3)Gal na poziomie biatka wykonana przy uzyciu lektyny
wykazata jego obecnos¢ we wszystkich analizowanych prébkach biatkowych (Ryc. 4.34), a
analiza wzglednej ekspresji wykazata statystycznie istotne réznice pomiedzy grupa kontrolng a

poszczegolnymi grupami swin transgenicznych.

Wyniki badan sg bardzo dobrze udokumentowane i przedstawione w niezwykle przejrzysty i
staranny sposob. Rowniez wykorzystane w pracy metody oraz opracowanie statystyczne

wynikéw nie budzg moich zastrzezen.
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Na podstawie przeprowadzonych badan mgr inz. Jerzy Wiater wykazat, ze:

1. Zastosowane metody modyfikacji genetycznych istotnie obnizajg ekspresje komodrkowa
epitopu Gala (1,3)Gal w komadrkach skdry i watroby $win a wykorzystanie ko-ekspresji
genow hFUT2 oraz hGLA moze by¢ skuteczng metoda usuwania epitopu Gala (1,3)Gal z

powierzchni komadrek skory jak i watroby swin.

2. Ekspresja wszystkich produktow biatkowych dla wprowadzonych gendw jest petna w
tkankach skory i watroby oraz hodowanych in vitro komérkach skory swin

transgenicznych.

3. Przeprowadzone modyfikacje genetyczne nie maja negatywnego wptywu na budowe
skory i watroby transgenicznych $win oraz na zywotnosé komorek skéry hodowanych in

vitro, a takze na zdolnos$¢ do syntezy kluczowych cytokeratyn przez keratynocyty.

Rozdziat ,Dyskusja” jest bardzo szeroki i dotyczy nie tylko oceny i znaczenia uzyskanych
wynikow wtasnych badan ale np. mechanizmow odrzucania ksenoprzeszczepu, co jest
czesciowym powtdrzeniem informacji przedstawionych we wstepie. To samo dotyczy analizy
histologicznej skory i watroby swin modyfikowanych genetycznie, a podane informacje sa
rowniez zbyt szczegdtowym powtdrzeniem wynikow. Ciekawg czescig ,,Dyskusji” jest fragment
dotyczacy nadekspresji HLA-E w probie kontrolnej w stosunku do prob pochodzacych od
wszystkich wariantéw transgenicznych. Autor sugeruje, ze ten wynik moze byé spowodowany
podobnymi strukturami biatek ludzkiego HLA-E i $winskiego SLA-1, na podstawie poréwnania
sekwencji ludzkiego HLA-E oraz trzech sekwencji swinskiego SLA-1, co sugeruje, ze przeciwciafa

HLA-E moga wykrywac réwniez SLA-1 dajgc tym samym wynik reakcji w prébie kontrolne;j.

Dobrze przedyskutowana jest rowniez kwestia rozpoznania epitopu Gala(1,3)Gal u zwierzat
podwdjnie transgenicznych (hFUT2 x hGLA) jakkolwiek nie udato sie usuniecia tego epitopu z

powierzchni komérek.

Najciekawszym dla Recenzenta jest podrozdziat ,Lokalizacja i analiza ekspresji ludzkiej
rekombinowanej al,2-fukozylotransferazy, a-galaktozydazy A oraz HLA-E, dotyczacy badan
funkcjonalnych in vitro. Doktorant sugeruje ze swinskie keratynocyty mogtyby w przysztosci
stanowi¢ narzedzie terapeutyczne i uzupetnia¢ dotychczasowg pule rozwigzan w
transplantologii, ale gtéwnym ograniczeniem jest niestabilnos¢ transgendw, spadajgca w

nastepnych pokoleniach zwierzat transgenicznych, az do catkowitego wyginiecia.



Drugim problemem jest réwniez brak jednoznacznego adekwatnego dziatania hFUT2 i hGLA na
obnizenie ekspresji epitopu Gala(1,3)Gal w keratynocytach, prawdopodobnie na skutek ich

heterogennego pochodzenia.

Dysertacje korczy ,podsumowanie” i cztery wnioski odpowiadajace na postawione cele

badawcze.

Pismiennictwo, gtéwnie anglojezyczne zostato prawidtowo dobrane, liczy 133 pozycji i jest

bardzo aktualne.

Pomijajgc nieliczne uchybienia edytorskie i nadmierne ,przetadowanie” rozdziatu , Dyskusja”,
fragmentami rozdziatow , Wstep” i , Wyniki”, nie dopatrzytem sie btedéw merytorycznych i
metodycznych , a powyzsze uwagi nie umniejszajg wartosci pracy, ktéra pod wzgledem

metodycznym i merytorycznym jest bardzo cenna.

Petna realizacja postawionego celu, oparta o wszechstronng analize materiatu badawczego,
poprawne zastosowanie metod badawczych i testow statystycznych, swobodne poruszanie sie
w zakresie realizowanego tematu wskazuja, ze Doktorant potrafi zaplanowaé i przeprowadzic¢
badania naukowe i sformutowac wnioski. Mgr inz. Jerzy Wiater spetnia kryteria stawiane
kandydatom w Ustawie o stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach w zakresie sztuki (Dz.U.

z 2016 r. poz. 882).

Na podkreslenie zastuguje niezwykle sumienne, wrecz wzorowe, przedstawienie wynikéw
badan histochemicznych, immunofluorescencyjnych, analizy Western blot i lektynoblotingu.

Musze tez podkresli¢ uderzajgcg starannos$¢ w przygotowaniu catej monografii i szaty graficznej.

Rozprawa odpowiada aktualnym warunkom okreslonym w Ustawie o stopniach naukowych i
tytule naukowym oraz o stopniach naukowych w zakresie sztuki (okreslona w artykule 13,
Ustep, 1 Ustawy z dnia 14.03.2003, z pézniejszymi zmianami). Mam wiec zaszczyt przedtozyé
Wysokiej Radzie Wydziatu Biologii i Nauk o Ziemi Uniwersytetu Jagielloriskiego w Krakowie
pozytywng ocene pracy doktorskiej i przedstawi¢ wniosek do dopuszczenie mgr inz. Jerzego

Wiatera do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

A Zopt

prof. dr hab. Adam Ziecik



