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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Pauliny Stonimskie;j
»~Pro-regenerative alginate-based formulations of zebularine
and retinoic acid for subcutaneous delivery”
wykonanej na Wydziale Chemicznym Politechniki Gdanskiej
pod kierunkiem prof. dr. hab. inz. Pawta Sachadyna

Podstawe formalng wykonania recenzji stanowi uchwata Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Gdanskiej z dnia 20 maja 2025 roku w sprawie wyznaczenia sktadu Komisji do
przeprowadzenia postgpowania w sprawie o nadanie stopnia doktora dla mgr inz. Pauliny

Stonimskie;.

Formalny opis rozprawy

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska przygotowana zostata w jezyku angielskim i
sklada si¢ ze 143 stron. Zawiera 7 rozdzialdéw poprzedzonych streszczeniem rozprawy w jezyku
polskim 1 angielskim, a takze uzupelionych o kilka dodatkowych elementow takich, jak:
podsumowanie, perspektywy, wykaz gtéwnych skrétéw i symboli, spis literatury liczacy 321 pozycji,
wykaz ilustracji, wykaz tabel i informacje o osiagnigciach naukowych Pani mgr inz. Pauliny
Stonimskiej. Zawartos¢ rozprawy doktorskiej i podziat tresci sa w pelni uzasadnione i poprawne.
Merytoryczny opis rozprawy

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Pauliny Stonimskiej dotyczy mozliwosci wykorzystania 2
zwiazkow chemicznych — zebularyny, inhibitora metylotransferazy DNA, a takze kwasu retinowego,
regulatora transkrypcji, podawanych z 2% alginianem sodowym do stymulacji regeneracji tkanek

poprzez indukcje ekspresji gendw o korzystnym wplywie na proces naprawy tkanek. Jako model
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badawczy Pani mgr inz. Paulina Stonimska wykorzystala uszkodzenie malzowiny usznej myszy.
W przeprowadzonych do$wiadczeniach Pani mgr inz. Paulina Stonimska zastosowata autorska
metodg formulacji zebularyny i kwasu retinowego z uzyciem mtyna kulowego. Opisane w rozprawie
doktorskiej wyniki obserwacji mikroskopowych wskazuja na to, iz — zgodnie z przewidywaniami —
hydrofobowy kwas retinowy byl rozproszony w formie drobnych krysztatéw w 2% alginianie
sodowym natomiast hydrofilowa zebularyna utworzyla homogenng formulacje z alginianem
sodowym. Po podaniu w/w mieszaniny, tj. 2% alginianu sodowego (niezelowanego) z dodatkiem
zebularyny i kwasu retinowego Pani mgr inz. Stonimska zaobserwowata — za pomoca przyzyciowej
ultrasonografii - i opisala w swojej rozprawie doktorskiej stopniowa absorpcje alginianu
umozliwiajaca uwolnienie zwigzkéw czynnych w miejscu podania mieszaniny i stopniows
regeneracj¢ matzowiny usznej. Po 10 dniach od pierwszej iniekeji w/w mieszanina zostata powtdrnie
podana w celu podtrzymania dziatania sktadajacych sie na nig substancji. W wariantach kontrolnych
Autorka zastosowata mieszaning alginianu sodowego tylko z zebularyng, alginianu sodowego tylko
z kwasem retinowym lub sam alginian sodowy. Analiza wykonana miedzy 7 a 42 dniem po
uszkodzeniu malzowiny wykazala, ze we wszystkich punktach czasowych najbardziej
zaawansowany, statystycznie lepszy stopien regeneracji malzowiny usznej wystgpil po zastosowaniu
alginianu sodowego z obiema testowanymi substancjami, tj. zebularyng i kwasem retinowym.
Struktura zrekonstruowanej matzowiny usznej zostata przedstawiona w publikacji Stonimska et al.,
2024. Informacje zawarte w recenzowanej rozprawie doktorskiej wskazujg na to, ze podana
mieszanina nie wywotata niepozadanych efektéw po podaniu do biorcéw, a zatem byta dobrze
tolerowana. Towarzyszace w/w przytoczonym wynikom ilustracje sa bardzo dobre choé zdjecia
przedstawione na Rycinie 10B sg malo czytelne ze wzgledu na niewielki rozmiar. Ze wzgledu na
zaobserwowane i opisane w rozprawie i powyzej efekty podania réznych mieszanin lub samego
alginianu w dalszych do$wiadczeniach opisanych w rozprawie doktorskiej zastosowano wariant
eksperymentalny (alginian sodowy z obydwoma substancjami) i wariant kontrolny (sam alginian
sodowy).

Kompleksowa analiza RT-qPCR objeta oceng poziomu transkryptéw 27 czynnikow
opisanych w literaturze przedmiotu jako zaangazowane w regeneracje tkanek i gojenie ran, w tym
markerdw pluripotencji, czynnikéw wzrostu, regulatorow neurogenezy czy elementéw $ciezki
sygnalizacyjnej Wnt. Analiza zostala przeprowadzona w 7,14, 21 i 42 dniu po uszkodzeniu
malzowiny usznej, w 3 obszarach (3 mm — obszar regeneracji, bezposrednio przy miejscu

uszkodzenia, 5 mm — obszar przylegajacy do miejsca uszkodzenia, oraz w miejscu nieuszkodzonym).
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Wyniki tej analizy Autorka przedstawita na Rycinach od 12 do 18, a takze w Tabelach 4-14. W tej
czgsci mam uwagg dotyczgcg wykresow, ktore bytyby bardziej przystepne i czytelne, gdyby skala na
wszystkich wykresach dla tego samego transkryptu byta taka sama (o ile oczywiscie jest to osiggalne,
ale w wigkszosci przypadkow takie ujednolicenie byloby mozliwe). W tej czesci szczegdlnie
wartoSciowym wynikiem jest wykazanie istotnie wyzszego poziomu Egf, czynnika wzrostu
tagodzacego stan zapalny, tworzenie blizn, a takze stymulujacego produkeje kolagenu, po podaniu
do uszkodzonej malzowiny mieszaniny alginianu sodowego z obiema substancjami
w poréwnaniu do samego alginianu (Rycina 13, Tabela 5). Z obowigzku recenzentki zwracam uwage
na to, ze w Tabeli 5 podano wartosci dla Vegf, ale na Rycinie 13 brakuje wykreséw dla tego czynnika.

Analiza poziomu transkryptow czynnikéw zaangazowanych w regulacje neurogenezy
(Renol, Neurogl, Gdnf oraz Tacl) przeprowadzona przez Panig mgr inz. Pauline Slonimskg
pozwolita na stwierdzenie, Ze zaobserwowany przez Autorke efekt pro-regeneracyjny po podaniu
alginianu sodowego zawierajgcego zebularyng i kwas retinowy nie jest zwiazany ze stymulacja
neurogenezy w odbudowywanej matzowinie usznej myszy (Rycina 15, Tabela 6). Z kolei wyrazny
wplyw zastosowania w/w mieszaniny Autorka wykazata dla elementow $ciezki sygnalizacyjnej Wnt
(Rycina 17, Tabela 8), szeroko opisanej w literaturze przedmiotu, a takze w ocenianej rozprawie
doktorskiej jako zaangazowanej m.in. w regulacje regeneracji réznych tkanek i gojenia ran. Wyniki
zaprezentowane w rozprawie doktorskiej wskazujg takze na statystycznie istotnie wyzszy poziom
transkryptow niektérych czynnikéw znanych m.in. jako induktory proliferacji fibroblastow,
wydzielania sktadnikow ECM i gojenia ran, np. Acta2 oraz Cen2 w 42 dniu analizy po zastosowaniu
alginianu z obydwoma substancjami (Rycina 18, Tabela 9).

Przytoczone przeze mnie powyzej wyniki przedstawione zostaly w Rozdziale 7 ocenianej
rozprawy doktorskiej. Ta czg$¢ poprzedzona jest informacjami o materialach i metodach
wykorzystanych w do$wiadczeniach opisanych w rozprawie doktorskiej (Rozdziat 6), a wezesniej
czgscig prezentujgcg cel badan zrealizowanych przez Panig mgr inz. Pauling Stonimskg i Rozdziatami
1-5 skladajgcymi si¢ na znakomite wprowadzenie do rozprawy doktorskiej. Cho¢ cata oceniana
rozprawa doktorska prezentuje wysoki poziom merytoryczny (a takze redakcyjny, co opisatam dalej),
chciatabym podkresli¢, ze lektura rozdziatéw wprowadzajacych odbiorcéw w tematyke rozprawy
doktorskiej Pani mgr inz. Pauliny Stonimskiej byta wyjatkowa przyjemnoscig. W rozdziatach tych
Autorka przedstawita kompleksowe, ale réwnoczesnie starannie wyselekcjonowane informacje
dotyczace rdznych sposobdéw regeneracji tkanek i narzadéw, a takze mechanizmu gojenia ran, ze

szczegblnym uwzglednieniem modelu uszkodzenia matzowiny usznej. Zamieszczone informacije sa
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uzupetnione bardzo dobrej jakosci ilustracjami (np. Fig. 2, str. 23, przedstawiajgca strukture
histologiczng matzowiny usznej). W Rozdziale 3 Autorka w przystepny i warto$ciowy merytorycznie
sposdb przedstawita sposoby stymulacji regeneracji tkanek za pomocg réznych zwigzkow
chemicznych, w tym substancji leczniczych, a nastgpnie w Rozdziale 4 opisata regulacje regeneracji
tkanek na poziomie epigenetycznym ze szczegélnym uwzglednieniem roli oraz mechanizméw
dziatania zebularyny i kwasu retinowego. W Rozdziale 5 zamykajacym cze$é wprowadzajaca do
rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Paulina Stonimska przedstawita informacje dotyczace hydrozeli
iich roli jako no$nikéw substancji leczniczych, w tym hydrozeli alginianowych scharakteryzowanych
pod wzgledem toksycznosci, biozgodnosci, sposobu zelowania, kinetyki uwalniania zawieszonych w
nich substancji i degradacji po wprowadzeniu do organizmu, a takze podata przyktady zastosowania
takich hydrozeli w medycynie i badaniach biomedycznych. Nie mam zadnych uwag merytorycznych
do informacji zawartych w Rozdziatach 1-5, a takze Rozdziatu 6 opisujacego metodologie badawcza.

W nawigzaniu do informacji zawartych w Rozdziatach 1-5 (np., na stronie 14), a takze
wynikéw opisanych w Rozdziale 7 chciatabym jednak odniesé¢ sie do informacji dotyczacych roli
markeréw pluripotencji, takich jak Nanog czy PouSf] w regulacji regeneracji tkanek i gojenia ran.
Jestem $wiadoma, ze w réznych publikacjach dotyczacych tej tematyki pojawiajg si¢ informacje o
udziale markeréw pluripotencji, ale zagadnienie to pozostaje kontrowersyjne. Publikacje takie nie
prezentuja przekonujgcych wynikow pokazujacych np. obecno$¢ w/w markeréw na poziomie biatka,
a wykrywanie ich w analizie RT-qPCR moze by¢ zwigzane z wystepowaniem pseudogenéw tych
czynnikéw (np. Liedtke i wsp., 2007). W odniesieniu do ocenianej rozprawy doktorskiej, z informacji
zamieszczonych na Rycinie 12 i w Tabeli 4 trudno jest — bez podania wartosci delt CT -
wywnioskowag, jaki byl rzeczywisty poziom transkryptéw markerow pluripotencji (a takze innych
czynnikéw opisanych w rozprawie doktorskiej, cho¢ ich rola w regulacji regeneracji tkanek nie jest
tak kontrowersyjnym zagadnieniem, jak w przypadku markeréw pluripotencji). W przypadku
wysokich wartosci delt CT poziom ten mogt by¢ §ladowy/zaniedbywalny.
Poprawnos¢ redakeyjna rozprawy

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska Pani mgr inz. Pauliny Stonimskiej zostata
przygotowana niezwykle starannie pod wzgledem redakcyjnym. Z obowigzku recenzentki
zaznaczam, ze w publikacji Bouhadir, Lee et al., cytowanej na stronie 39 nie podano roku publikacji;
w spisie literatury ta informacja jest uzupelniona (publikacja nr 29). W calej rozprawie doktorskiej
mozna znalez¢ pojedyncze usterki edytorskie (np. brak indeksu gérnego przy symbolu jonéw wapnia,

str. 88), co nie zmienia faktu, Zze rozprawa doktorska wyr6znia sie pod wzgledem dbatosci o warstwe
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Podsumowanie

Przedstawiong do recenzji rozprawe doktorska uwazam za wartosciows, potwierdzajgca
ogélng wiedzg teoretyczng Pani mgr inz. Pauliny Slonimskiej, a takze zawierajaca cenne
merytorycznie wyniki badan i ptynace z nich wnioski. W zwigzku z tym oceniam rozprawe doktorska
jednoznacznie pozytywnie. Atutem rozprawy jest podjeta oryginalna tematyka badawcza, a takze
analizy laboratoryjne, ktére Autorka przeprowadzila i zinterpretowata w rzetelny sposob. Plyngce
z nich wnioski stanowig doskonaty punkt wyjscia do dalszych badan. Biorac pod uwage catoksztalt
rozprawy stwierdzam, ze Pani mgr inz. Paulina Stonimska bez watpienia wykazata si¢ umiejetnoscia
planowania i prowadzenia eksperymentéw naukowych, a takze opracowania i krytycznej dyskusji
uzyskanych wynikéw. Pani mgr inz. Paulina Stonimska potrafi wigc samodzielnie prowadzi¢ prace
naukows, na co wskazuje osiggniccie celu badawczego za pomoca adekwatnych metod i
sformutowanie wnioskéw konicowych, a takze wspétautorstwo 5 publikacii naukowych i 3 patentow,
udziat w 7 konferencjach naukowych i 5 projektach badawezych.

W mojej opinii przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi oryginalne rozwigzanie
problemu naukowego, a zatem ma niezaprzeczalna wartosé naukowg i tym samym spetnia wszystkie
warunki okreslone w art. 13 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych 1 tytule
naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003 r. Nr 65, poz. 595 z pdzn. zm.)
w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 roku Przepisy wprowadzajace ustawe - Prawo
o szkolnictwie wyzszym i nauce. W zwiazku z tym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Chemiczne
Politechniki Gdarnskiej o dopuszczenie Pani mgr inz. Pauliny Stonimskiej do dalszych etapow
przewodu doktorskiego.

Whiosek o wyroznienie

Wnosze réwniez o wyrdznienie rozprawy doktorskiej Pani mgr inz. Pauliny Stonimskie;j.
Whiosek ten uzasadniam tym, ze w recenzowanej rozprawie Pani mgr inz. Paulina Stonimska
szczegdlowo opisata autorskg metodg przygotowania mieszaniny alginianu sodowego z inhibitorem
metylotransferazy DNA (zebularyng) oraz aktywatorem transkrypcji (kwasem retinowym).
Innowacyjnym elementem jest zastosowanie miyna kulowego do wydajnego polaczenia w/w
substancji, co pozwala na pominigcie szkodliwych zwigzkéw chemicznych takich, jak DMSO.
Ponadto, w/w mieszanina zostata przygotowana w spos6b umozliwiajacy jej wstrzykniecie, co jest
korzystne pod wzgledem jej potencjalnego klinicznego zastosowania. Autorka precyzyjnie opisala
wplyw tak przygotowanego materiatu na profil ekspresji genéw istotnych w regulacji regeneracji

tkanek na przyktadzie modelu uszkodzenia matzowiny usznej myszy.
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Opracowana przez Panig mgr inz. Pauling Stonimska metoda jest znaczaco lepsza niz poprzednio
opisane rozwigzania ze wzgledu na mozliwos¢ synergistycznego dziatania obu substancji
zawieszonych w alginianie sodowym, bez koniecznosci wielokrotnego podawania w/w zwigzkdw
chemicznych w celu osiagnigcia efektu regeneracyjnego. Potgczenie obu substancji z alginianem
sodowym pozwolitlo na ich stopniowe uwalnianie po wprowadzeniu mieszaniny do organizmu
myszy, precyzyjne dostarczenie materialu do miejsca uszkodzenia, a w konsekwencji — dalo
mozliwos¢ uproszczenia protokotu stymulacji regeneracji tkanek za pomocg w/w substancji. Warto
rowniez podkresli¢, ze nie stwierdzono skutkéw ubocznych takiej procedury. Ponadto, Pani mgr inz.
Paulina Stonimska po raz pierwszy wykazata, ze zebularyna tworzy homogenng formulacje w 2%
alginianie sodowym nawet w iloéci 240 mg na 1 ml nosnika, co 5-krotnie przekracza opisane
wezesniej stezenie tej substancji w wodnym roztworze, a takze, ze 2% alginian sodowy jest
odpowiedni zardbwno w przypadku stosowania zebularyny, jak i kwasu retinowego, i jest istotnie
lepszy niz chitosan, rowniez badany i precyzyjnie scharakteryzowany przez Autorke w rozprawie

doktorskiej, ktéry moze wywota¢ odpowiedz immunologiczng in vivo.

Kaolie Mclrecly
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