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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Jablonskiego ,,Badanie in vi-

fro potencjalu hemolitycznego bakteryjnej nanocelulozy”

Ogromny postep w bioinzynierii jaki dokonat sie¢ w ostatnich dekadach jest
szczegOlnie wazny dla interwencyjnych dyscyplin zabiegowych. W kardiochirur-
gii, neurochirurgii czy ortopedii masowo wykorzystuje si¢ sztuczne implanty w
celu zastgpienia nimi zniszczonych struktur ciata chorego. Wiadomo od dawna, ze
kazde wprowadzenie do tkanek ciata obcego, celowe lub urazowe, prowokuje re-
akcje ustroju o réznym nasileniu. W przypadku terapeutycznego zastosowania im-
plantow, w przewazajacej liczbie przypadkow chodzi o to, by taka reakcja byta jak
najmniej intensywna, jak najmniej szkodliwa dla biorcy i niezmieniajaca funkcji
implantu. Szczegolnie preznie rozwijajg si¢ w ostatnich dekadach kardiologia in-
terwencyjna, stosujaca réznego typu endowaskularne techniki naprawcze naczyn
wiencowych oraz kardiochirurgia, zajmujaca si¢ pomostowaniem aortalno-wienco-
wym oraz wymiang zastawek serca. Uzyte grafty powinny cechowac si¢ jak naj-
wyzsza biokompatybilnoscig. W uktadzie krazenia dodatkowym czynnikiem,

o ktorym nalezy pamietac, sa skutki kontaktu takiego implantu z ptynaca krwia.
Najbardziej oczywistymi niepozadanymi skutkami sa wykrzepianie wewnatrzna-
czyniowe oraz nasilona hemoliza. Oba te procesy zachodzg fizjologicznie w mini-
malnym stopniu w uktadzie krazenia zdrowego cztowieka, lecz ich natezenie jest
bardzo niewielkie i utrzymywane w rownowadze dzieki dziataniu mechanizmow
kontrolnych. Wprowadzenie ciata obcego zaktdca te rownowage. Hemoliza krwi-
nek czerwonych fizjologicznie praktycznie nie zachodzi w krwi krazacej, zawar-

tos¢ wolnej hemoglobiny w osoczu jest bardzo niska. Nasilona hemoliza nie tylko



uposledza zdolnos¢ krwi do transportu tlenu, lecz jest duzym zagrozeniem dla ne-
rek. Poszukiwanie materiatlow, ktére moglyby zmniejszy¢ to prohemolityczne
dziatanie implantdw naczyniowych, jest zatem ze wszech miar uzasadnione.

Taki wlasnie cel przyswiecat Autorowi niniejszej pracy pt. ,,Badanie in vitro
potencjatu hemolitycznego bakteryjnej nanocelulozy”.

Jest to obszerne, ponad stuszesdziesieciostronicowe opracowanie. Pozornie
skonstruowane jest w sposdb typowy dla tego typu opracowan, czyli: streszczenie,
wstep, materiaty 1 metody, wyniki 1 dyskusja. Szczegolnie zaskakujaca jest zawar-
tos¢ rozdziatu WSTEP, ktory liczy 70 stron, czyli prawie potowe objetosci roz-
prawy (wliczajac bibliografi¢). Sktada si¢ on z wielu czesci, z ktorych pierwsza
(strony 13- 21) informuj¢ o problemie badawczym, jaki ma by¢ analizowany wraz
z normami, jakich nalezy przestrzega¢, miejscu wykonania badan oraz o tym, ze sa
one czegscig realizacji projektu ,,Kardio BNC”. W koncowym akapicie zawarta jest
informacja, ktdra budzi moje zdziwienie. Autor oswiadcza, ze rozprawa sktada sie
z czesci teoretycznej i czesci badawczej. Muszg przyznac, ze nie bardzo rozumiem,
bo po raz pierwszy spotykam sie z taka hybryda. Nie wiem rowniez, czy Rada
Dyscypliny zaaprobowata taki sposdb realizacji postepowania o nadanie stopnia
doktora. Odnoszg wrazenie, ze jest to raczej inicjatywa doktoranta, cho¢ nie wyob-
razam sobie, ze nie byla zaaprobowana przez obu promotorow. Okazuje si¢ bo-
wiem wkrotce, ze ta ,,czes¢ teoretyczna” jest po prostu czescia wniosku granto-
wego projektu nazwanego ,,Kardio BNC” pod tytutem: ,,Przedkliniczne badania
mozliwosci zastosowania oryginalnej polskiej bionanocelulozy (BNC) w medycy-
nie regeneracyjnej w aspekcie bioimplantow w kardiochirurgii i chirurgii naczy-
niowej”. Tekst ten liczy 57 stron i zapewne powstat jako zbiorowe dzieto przedsta-
wicieli tych szesciu jednostek badawczych, ktdore aplikowaly o grant. Opracowanie
to jest napisane dobrze i interesujgco, cho¢ raczej w formule popularnonaukowe;j
dedykowanej interdyscyplinarnym ekspertom oceniajacych tego typu aplikacje.
Wyjasnia to rowniez fakt, dlaczego znakomita wiekszo$¢ cytowanych w nim prac

pochodzi sprzed roku 2013, czyli roku decyzji o przyznaniu finansowania. Musze



tutaj jednak dodac, ze Autor ulepszyl ten tekst, wplatajgc w kilku miejscach odnie-
sienia do nowszych pozycji literaturowych. Nie zmienia to jednak wrazenia czyta-
jacego, ze zastosowano tu metode kopiuj-wklej. Swiadczy o tym dobitnie podroz-
dziat ,,Kardiochirurgia w Polsce”, niezwykle luzno, jesli w ogole, zwiazany z ce-
lem pracy.

Po tym bardzo dtugim i dos¢ kontrowersyjnym wstepie jest jednostronicowy
rozdziat 8: ,,Cele doswiadczalne i hipoteza badawcza”, w ktorym podsumowano
zadania badawcze, jakie majg by¢ zrealizowane.

Jak mozna sie byto spodziewac, kolejnym rozdziatem to: ,Materiaty i me-
tody”. I tutaj rowniez Autor odbiega od powszechnie przyjetych zasad w tym za-
kresie. Materiatem, ktory jest przedmiotem badan, jest krew swinska i od szczego-
towego opisu jej pozyskania, przechowywania itd. powinien zaczgc si¢ ten roz-
dzial. Niestety przez 5 podrozdzialow dane te pozostajg dla osoby czytajacej ta-
jemnica i dopiero w podrozdziale 9.6 zamieszczona jest informacja na ten temat.
Pozwole sobie na kilka uwag z tym zwigzanych przedstawi¢ w tym momencie re-
cenzji, gdyz jakos$¢ materiatu badanego odgrywa podstawowa role w kazdym bada-
niu. Z opisu wynika, Ze po przecieciu tetnicy szyjnej zbierano wyptywajaca krew
do zlewki z heparyna. W jaki sposob krew byta nastepnie umieszczana w workach
na krew? Co wigcej, worki te zawieraty cytrynian, czyli heparyna nie byta jedy-
nym antykoagulantem stosowanym w tym eksperymencie. Na stronie 145 w dys-
kusji Autor powotuje sie na norme ISO 10993-4, ktora zaleca pobieranie krwi do
badan nad biomateriatami bezposrednio przez kaniule wewngtrznaczyniowa. Tu
rowniez uzywa eufemizmu, ze materiat ,,byt transferowany” (prosze¢ zatem o wyja-
snienie, co robiono z krwia, zeby znalazta sie w worku?) do worka z antykoagulan-
tem 1 sam przyznaje, ze powodowato to dodatkowg traumatyzacje krwi. Szkoda, ze
nie pozyskano krwi do badan od $win (ewentualnie owiec) hodowanych w zwie-
rzetarniach, co jak stwierdza sam autor pozwolitoby na uzyskanie bardziej rzetel-
nych i precyzyjnych wynikow, poza tym mozna zatozyc¢, ze zwierze mogtoby by¢

wielokrotnym dawca. W koncowym akapicie podrozdziatu 9.6 jest informacja, ze



parametry krwi (wymienione) byty badane kazdorazowo przed rozpoczeciem eks-
perymentu. Czyli kiedy? Przed nacigciem tetnicy, po zebraniu krwi w zlewce, po
»przetransferowaniu do worka”, po przetransportowaniu do laboratorium? Z opisu
wynika, ze dawcami krwi byly wytacznie samice i chciatam zapytaé, czy byto to
celowe, a jesli tak, to co bylo powodem takiego wyboru. Na ogét w wigkszosci ba-
dan na zwierzgtach preferowane sa samce dla unikniecia wptywu cyklu rujowego.

Kolejny podrozdziat 9.7 dotyczy bakteryjnej celulozy. Opisany sposdb wy-
twarzania bakteryjnej nanocelulozy nie byt celem pracy i caly ten podrozdziat po-
winien by¢ zastapiony informacja, ze BNC uzyta w niniejszy badaniu pochodzita
od firmy Bowil Biotech sp.z 0.0., wspdtwykonawcy projektu i wtasciciela licznych
patentow dotyczacych wytwarzania BNC, w tym patentu, ktoérego wspotwlascicie-
lami sa wykonawcy projektu ,,Kardio BNC”, czyli rowniez Uniwersytet Gdanski.
Doktorant nie uczestniczyt przeciez w wytwarzaniu BNC, ktorej uzywat w swojej
pracy, zatem nie jest zobowiazany do uwzglednienia tych szczegétow w opisie ba-
dan. Nawiasem mowigc, w tym podrozdziale nie ma konkretnych informacji doty-
czacych wytwarzania BNC (jak rozumiem sa chronione patentem), a jedynie
ogolny opis, bedacy zreszta w znacznej mierze powtdrzeniem informacji dotycza-
cych BNC, ktére zostaty juz kilkakrotnie podane we wczesniejszych fragmentach
dysertacji.

Teraz nalezy si¢ cofnac¢ do analizy metod wykorzystanych do oceny poten-
cjatu hemolitycznego badanej BNC, czyli podrozdziatow 9.1 1 9.2. Uzyto w tym
celu dwu modeli z wymuszonym przeptywem krwi, a mianowicie systemu do po-
zaustrojowej symulacji krazenia firmy Chalice podtaczonego do pompy LVAD
oraz petli Chandlera. W pierwszym przypadku Autor przedstawit na rycinie 24
czytelny schemat uktadu doswiadczalnego, na ktorym zaznaczono miejsce umiesz-
czenia probki BNC. W latach 2014-2015 zostato przeprowadzonych tgcznie 12 do-
swiadczen, z ktorych polowe stanowily badani eksperymentalne, a potowe kon-
trolne. Na potrzeby niniejszej pracy probki krwi do badan byty pobierane przez
specjalny port w instalacji, lecz nie wiadomo jaka byta ich objetos¢. W badanych

probkach oznaczano cztery parametry, a mianowicie stezenie hemoglobiny (Hb),



stezenie wolnej hemoglobiny (fHb), hematokryt i aktywowany czas krzepnigcia
(ACT). Analizy dokonano klasycznymi, powszechnie stosowanymi od lat meto-
dami jak cho¢by metoda Drabkina dla oznaczania hemoglobiny wolnej i catkowi-
tej. Dlatego tez podawanie szczegdtowego opisu metody w tym przypadku, moim
zdaniem, nie ma sensu, tym bardziej, ze nie opisano metod pozostatych oznaczen
(hematokryt i ACT).

Druga czes$¢ eksperymentu zostata przeprowadzona w okresie od maja do
sierpnia 2017, czyli dwa lata po pierwszym etapie i przeprowadzono tacznie 10
prob (10 kontrolnych i 10 eksperymentalnych). Nie bardzo rozumiem stwierdzenie,
ze to zasoby zadecydowaty o liczbie wykonanych serii. Autor wspomnial, ze petle
Chandlera konstruowane byty z nadmiarowych drenéw z firmy Chalice, ale jest to
duze ograniczenie autorow w planowaniu eksperymentow. Moje zastrzezenie nie
jest bezzasadne, gdyz na stronie 129 w dyskusji Autor ujawnia, ze w niektorych
petlach wytworzyla sie piana i doszto do przeptywu burzliwego, ktory skutkowat
zwiekszeniem hemolizy prowadzacym do wzrostu fHb. Czyli w tych prébkach wa-
runki eksperymentu (prawdopodobnie na skutek zbyt grubego skrawka BNC) oka-
zaty sig¢ inne, bo zaistnial nowy czynnik prohemolityczny. Tego typu niespodzia-
nek mozna unikna¢, wykonujac eksperymenty pilotowe, co nie mialo miejsca. Do-
swiadczony badacz wie, ze rzadko eksperyment przebiega catkowicie bez zaklocen
1 zgodnie z danymi literaturowymi. W przypadku probek krwi z petli Chandlera,
mimo ze w metodyce zaktadano zbadanie stezenia Hb, stezenia fHb i hematokryt,
finalnie analizowano tylko fHb. Szkoda, ze nie pokuszono sie o analize wielo-
czynnikowa, cho¢ bytoby to utrudnione ze wzgledu na matg liczbe badan.

Wracajac do materiatéw i metodyki rozdziat ten napisany jest, jak wspo-
mniafam, w sposob chaotyczny i sprawia wrazenie, jakby Autor nie wzorowat sie
na rozprawach sporzadzonych zgodnie z zasadami. Moze to zresztg $wiadczy¢ na
Jjego korzys¢, bedac dowodem niezaleznosci. Wida¢ Panowie Promotorzy byli po-
dobnego zdania. W rozdziale tym znajduja sie fotografie, z ktorych jedne, jak 23,
25. 31132 maja swoje uzasadnienie, bo prezentuja bardzo specyficzne systemy ba-

dawcze, lecz pozostate to zdjecia powszechnie uzywanej aparatury, jak wiréwka



hematokrytowa, spektrofotometr czy worek na krew, co uwazam za niepotrzebne,
bo kazdy student medycyny ma z nimi kontakt w czasie studiow i nalezy zatozy¢,
ze recenzent tez je widzial. W koncowej czgsci metodyki przedstawiono sposoby
obliczania Indeksu Hemolizy, Znormalizowanego Indeksu Hemolizy oraz Zmody-
fikowanego Indeksu Hemolizy mogacych, zdaniem Doktoranta, usprawnié analize
wynikow pomiaréw rzeczywistych. Przedstawiono takze uzyte narzedzia staty-
styczne.

Rozdziat 10 ,,Wyniki” przedstawia w podrozdziale 10.1 wyniki otrzymane
w trakcie badan z wykorzystaniem pompy LVAD. Zostaty one pokazane w jedne;
tabeli oraz 12 rycinach dobrej jakosci. Poza parametrami sygnalizowanymi w me-
todyce pod koniec omawiania wynikow nagle pojawia si¢ nowa wartos¢, a miano-
wicie czas trwania badania. Analiza ta jest jak najbardziej zasadna, bo kryterium
przerwania badania byt ACT powyzej 200 s. Czyli spadek do wartosci ACT poni-
zej tej wartosci konczyt eksperyment, swiadczac o duzej tendencji do wykrzepia-
nia. Okazato si¢ jednak, ze podobnie jak w przypadku innych parametroéw nie wy-
kazano statystycznie istotnych roznic pomiedzy grupa kontrolng i badang. Nalezy
jednak pamigtac o potencjalnych wtasnosciach trombogennych BNC. Moim zda-
niem jest to bardzo wazna obserwacja, zwlaszcza w zwiazku z planami endowa-
skularnego jej zastosowania. W metodyce powinno by¢ wskazane, ze czas trwania
badania rowniez byt oceniany. Przeciez Autor, mam nadzieje, byl tego swiadomy
przed przystapieniem do redagowania dysertacji.

W podrozdziale 10.2 w tabeli 8 przedstawiono wyniki fHb w testach opar-
tych na petli Chandlera. W konkluzji napisano, ze w tym modelu BNC nasila he-
molize, co moim zdaniem jest stwierdzeniem obarczonym btedem zwazywszy pro-
blemy metodyczne. Chyba podobne jest zdanie Autora, gdyz nie odnidst si¢ do
tych wynikow we wnioskach, natomiast poswigcit in sporo uwagi w dyskusji.
Moim zdaniem celowe bytoby powtdrzenie tej serii badan ze zwrdceniem szcze-
golnej uwagi na morfologie badanej probki BNC.

Dyskusja liczaca 24 strony konfrontuje uzyskane wyniki z danymi literaturo-

wymi, niekiedy bardzo krytycznie jak to miato miejsce w odniesieniu do petli



Chandlera. Niestety w wielu przypadkach znajduja si¢ w niej informacje, ktore
byly juz nie raz przedstawione w niniejszej rozprawie. Autor ma bowiem skton-
nos¢ do wielokrotnego prezentowania tych samych informacji, czgsto w dos¢ nieo-
czekiwanych miejscach. Sprawia to wrazenie sktadania tekstu metoda patchwork,
czyli wykorzystania fragmentow juz wczesniej napisanych na inng okazje.

Odnoszac sie do danych literaturowych (Rocha i wsp.2018), w niektorych
przypadkach niepotrzebnie opisuje wykonane eksperymenty ze szczegétami, a na-
wet przedstawia ryciny z cytowanej pracy. Najwyrazniej ma trudnos¢ ze zwieztym
posumowaniem analizowanej pracy. Natomiast nie waha si¢ dokona¢ bardzo pozy-
tywnej samooceny piszac na stronie 135 o swojej rozprawie doktorskiej: ,,Cenna
wartos¢ dodana stanowi natomiast analiza obecnego stanu badan hematologicz-
nych in vitro oraz przedstawienie przyktadow nowatorskiego podejscia do tema-
tyki” a na stronie 149 : ,,Wartoscig dodang do badan nad celuloza byto zaprezento-
wanie dwdch innowacyjnych metod prowadzenia inkubacji dynamicznej”. Wtasci-
wie recenzent jest juz niepotrzebny.

Prace konczy podsumowanie i 6 wnioskow. Wniosek pierwszy jest pozy-
tywna odpowiedzig na cel pracy, czyli wlasciwie zamyka sprawg. Autor korzysta
Jednak z doswiadczenia wynikajacego z opracowania i zastosowania oryginalne;j
metodyki i formutuje prawidlowo wnioski 2, 3, 4 i ewentualnie 6. Natomiast wnio-
sek 5 dotyczacy sugestii uzycia urzadzenia Hemobile w zadnym razie nie moze
by¢ uznany za wynikajacy z przeprowadzonych badan.

Autor swobodnie porusza si¢ w zagadnieniach zwigzanych z przeprowadzo-
nymi badaniami, co nie jest tatwe, bo oprécz wiedzy biologiczno-medycznej wy-
kazuje si¢ znajomoscia skomplikowanych zagadnien biotechnologicznych i nie
tvlko.

Pismiennictwo liczy 123 pozycje, z ktérych tylko 13 pochodzi z ostatnich
5 lat, a zadna praca nie powstata w latach dwudziestych 21. wieku. Doktorant wy-
kazal sie umiejetnoscia zaplanowania ztozonego cyklu eksperymentow i wykorzy-
stania adekwatnych metod do zweryfikowania hipotezy badawczej. Praca ma nie-

watpliwa warto$¢ potencjalnie aplikacyjng i jak stwierdzono w podsumowaniu:



,»,stanowi element badan przedklinicznych przed dopuszczeniem do testow klinicz-
nych celulozy produkowanej przez G. xylinus E»s”, z czym zgadzam sie w calej
rozciggtosci. Podsumowujgc pragne stwierdzi¢, ze mimo kilku uwag krytycznych
uwazam, ze Magister Jablonski wykazal si¢ umiejetnoscia postawienia interesuja-
cych hipotez badawczych o znacznym potencjale aplikacyjnym oraz zorganizowa-
nia i wykonania badan pozwalajacych na ich weryfikacje¢. Potrafi takze w sposdb
wilasciwy oceniac i interpretowac uzyskane przez swoj zespot badawczy wyniki

oraz wyciagac 1 formutowacé adekwatne wnioski.

Stwierdzam zatem, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa mgr Grzegorza Ja-

btoriskiego pod tytutem ,,Badanie in vitro potencjalu hemolitycznego bakteryj-

nej nanocelulozy ” spetnia warunki okreslone w art.13 Ustawy z dnia 14marca

2003 r.o stopniach i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki
(Dz.U. nr65. poz. 595 z pdzn. zm. w zw .z art. 179. Ustawy z dnia 3 lipca 2018)

i zwracam si¢ do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Gdanskiego

o dopuszczenie Pana mgr Grzegorza Jablonskiego do dalszych etapéw przewodu

doktorskiego.

Prof. dr hab. n. med.
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