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Bydgoszcz, dnia 10 sierpnia 2025 r.

Recenzja
rozprawy doktorskiej mgr inz. Pauliny Stonimskiej

pod tytutem.: ,Pro-regenerative alginate-based formulations of zebularine and retinoic
acid for subcutaneous delivery”

Dominujacym sposobem gojenia sie ran dorostych ssakéw jest widknienie (naprawa),
regeneracja dotyczy wybranych tkanek, niewielkich urazow i nie jest kompleksowa. Gojenie
poprzez widknienie stanowi ogromny problem medyczny wykraczajacy poza estetyke

(bliznowacenie)- prowadzi do dysfunkcji narzadéw, przewlektego bolu i obnizenia jakosci zycia.

Wykorzystanie mechanizmoéw regulacji epigenetycznej jako narzedzia do indukcji regenerac;ji
tkanek jest jednym z najbardziej innowacyjnych, a zarazem interesujacych zagadnier

badawczych wspétczesnej medycyny regeneracyjnej.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Stonimskiej jest kontynuacja
badari prowadzonych pod kierunkiem prof. Pawta Sachadyna dotyczacych mozliwosci
wykorzystania modulatoréw epigenetycznych- w farmakologicznej indukcji regeneraciji
tkanek. We wczesniejszych badaniach dowiedziono, ze wykorzystanie zebularyny (modulator
epigenetyczny) w potaczeniu z kwasem retinowym (aktywator transkrypcji) stymuluje
regeneracje matzowiny usznej u myszy (Sass, Sosnowski, et al. 2019). W recenzowanej
rozprawie doktorskiej skupiono sie na opracowaniu skutecznej metody dostarczania

substancji aktywnych indukujacych regeneracje tj. zebularyny i kwasu retinowego.

Badania majace na celu dobdr odpowiedniego nosnika substancji aktywnej dla modulatorow

epigenetycznych s3 niezwykle cenne nie tylko z punktu widzenia opracowania skutecznej
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metody indukcji regeneracji tkanek poprzez ukierunkowane dostarczenie odpowiedniej ilosci
substancji aktywnej, czy przedtuzone uwalnianie substancji aktywnej w miejscu podania
w czasie, a tym samym zwigkszenie skutecznosci terapeutycznej, ale niosg za sobg réwniez
aspekt praktyczny, taki jak chociazby zmniejszenie krotnosci podar substancji aktywnej. Majac
na wzgledzie powyisze, nalezy z cata mocg podkresli¢, ze wybdr tematu badan recenzowanej

rozprawy doktorskiej jest niezwykle trafny i adekwatny do aktualnych potrzeb badawczych.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska napisana jest w jezyku angielskim,
ma uktad typowy dla pracy doswiadczalnej. Praca zawiera 143 strony wydruku podzielonego
na 7 podrozdziatow. Dodatkowo przedstawiono streszczenia w jezyku polskim i angielskim,
komentarze koricowe, perspektywy na przysztos¢, wykaz stosowanych skrotow,
pismiennictwo, spis tabel i rycin oraz osiggniecia naukowe Autorki. Rozprawa zawiera 14 tabel
i 18 rycin. Spis pismiennictwa zawiera 321 pozycji, w tym pozycje nowe (do 10 lat) stanowig

47%. CzgSC starszych pozycji jest z cata pewnoscig niezbedna do wnikliwej analizy dysertacji.

Wprowadzenie do pracy stanowi bardzo obszerne, liczace 45 stron opracowanie, w ktérym
Autorka zdefiniowata pojecia gojenie ran i regeneracja oraz przedstawita mechanizmy
regeneracji. Opisata réwniez uszkodzenie matzowiny usznej jako model badan nad
regeneracjg. Kolejne podrozdziaty poswigcono farmakologicznie indukowanej regeneraciji,
w tym roli mechanizméw epigenetycznych w procesach regeneracyjnych. Przedstawiono
podstawowe mechanizmy epigenetyczne, w tym role metylacji DNA w regulacji ekspresji
genow oraz przyktady epigenetycznych mechanizméw w regeneracji tkanek. W dalszej czesci
opisano kolejno: epigenetyczne inhibitory i aktywatory regeneracji, oraz synergistyczne
pro-regeneracyjne wiasciwosci zebularyny i kwasu retinowego. W ostatnim podrozdziale

Autorka uzasadnia wybor alginianu sodu jako nosnika substancji aktywne;.

Tak przygotowany wstep teoretyczny zawierajgcy logicznie usystematyzowany tok narracji
doskonale wprowadza czytelnika w tematyke rozprawy i uzasadnia podjecie przedmiotu
badan. Z recenzenckiego obowigzku zwracam uwage na drobne potkniecia, ktére zauwazytam

przeczytawszy rozdziaty 1-5.
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1. Autorka rozprawy definiuje gojenie sig ran i regeneracje jako dwa odrebne procesy.
Tymczasem gojenie sie ran moze przebiega¢ poprzez naprawe (reparacje)
albo regeneracje. Innymi stowy regeneracja jest jednym ze sposobéw gojenia sie

tkanek.

2. Opisujagc  role makrofagbw w procesie gojenia warto bytoby podkresli¢
pro-regeneracyjne wtasciwosci spolaryzowanych alternatywnie magrofagéw M2
oraz znaczenie przejscia makrofagéw z fenotypu M1 do M2, ktére jest kluczowe

dla efektywnej regeneracji.

3. Analiza toksycznosci (badanie toksycznosci uktadowej) jest jednym z badan
biokompatybilnosci biomateriatu. Toksycznos¢ alginianu (podrozdziat 5.1.4) powinna
by¢ zatem opisana razem z biokompatybilnoscig alginianu (podrozdziat 5.1.5),

a nie jako osobny podrozdziat.

Celem rozprawy doktorskiej byto opracowanie skutecznej metody dostarczania substancji
aktywnych o dziataniu pro- regeneracyjnym: zebularyny i kwasu retinowego do miejsca
gojenia si¢ rany oraz ocena molekularna procesu regeneracji. Badanie obejmowato

opracowanie formulacji alginianowych jako no$nikéw zebularyny i kwasu retinowego.

Eksperyment badawczy przeprowadzono za zgodga Lokalnej Komisji Etycznej ds. Doswiadczen
na Zwierzetach w Bydgoszczy na myszach BALB/c. W rozdziale ,Materiaty i Metody”.
Doktorantka przedstawita metodyke opisujac kolejno: przygotowanie formulacji alginianu
sodu oraz chitozanu wraz z substancjami aktywnymi, model uszkodzenia matzowiny usznej
oraz grupy badawcze, badania ultrasonograficzne i molekularne oraz metody statystyczne
uzyte do oceny uzyskanych wynikéw. W mojej ocenie cato$¢ badania zostata zaplanowana
prawidtowo, ale brakuje tu oceny histologicznej regenerowanej matzowiny usznej, chociazby

w koncowym okresie obserwacji, ktdra dostarczytaby cennych informacji co do struktury
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regenerowanych tkanek czy tez biokompatybilnosci no$nikéw alginianowych/chitozanowych

badanych substancji aktywnych.

Pytaniami, ktore nasuwajg sie po przeczytaniu tej czesci dysertacji, a na ktére odpowiedzi

nie znalaztam w jej kolejnych czesciach s3a:

1. W jaki sposob dobrano stezenia alginianu sodu jako nosnika substancji aktywnych?

2. Na jakiej podstawie zdecydowano, czy i kiedy podaé druga dawke? Czy pojedyncza
dawka byta niewystarczajaca do uzyskania pozadanego efektu regeneracyjnego?

3. Czy oceniano kinetyke uwalniania zebularyny i kwasu retinowego z nos$nikow

alginianowego/chitozanowego?

Wyniki badania przedstawiono w bardzo przejrzysty sposdb z wykorzystaniem starannie
opracowanych 11 tabel i 13 rycin. Jedyna uwagg krytyczng jest tutaj wielko$¢ zdjec
dokumentujacych makroskopowo proces zamykania ran matzowiny usznej po podaniu
badanych zwigzkéw. Potgczenie wynikéw z elementami dyskusji pozwala na bezposrednia

konfrontacje uzyskanych danych z danymi z pismiennictwa.

Przeprowadzane badania wykazaty, ze 2% alginian sodu jest skutecznym nosnikiem zaréwno
dla hydrofilowej zebularyny jak i hydrofobowego kwasu retinowego. Skojarzone podanie
zebularyny i kwasu retinowego w alginianie sodu prowadzito do ~73% zamkniecia rany
matzowiny usznej w 42 dniu obserwacji. Pytanie jak uzyskane wyniki wypadaja
na tle wczesniejszych badan, w ktéorych podawano substancje aktywne bez no$nikow.
Czy potaczenie zebularyny i kwasu retinowego z nosnikiem alginianowym pozwolito

na uzyskanie lepszego efektu pro-regeneracyjnego?

Co ciekawe, zastawanie jako nosnika zebularyny i kwasu retinowego 0,75% chitozanu
prowadzito az do ~84% zamkniecia rany matzowiny usznej w 42 dniu obserwaciji.

Niezrozumiatym pozostaje tutaj fakt, dlaczego pomimo tak dobrych wynikéw dla chitozanu
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odstgpiono od przeprowadzenia dalszych analiz z wykorzystaniem tego no$nika? Argumenty,
ktore przytacza Doktorantka, dotyczace gorszych wtasciwosci chitozanu w poréwnaniu
do alginianu sodu w zakresie wyzszego ryzyka odpowiedzi immunologicznej, gorszej
stabilnosci czy tez rozpuszczalnosci w kwasie/ nasycenia dwutlenkiem wegla, znane byty przed

rozpoczeciem eksperymentu.

Niezwykle warto$ciowq czescia pracy jest analiza molekularna procesu regeneracji matzowiny
usznej. Badaniom poddano az 27 markeréw molekularnych pluripotencji, neurogenezy, szlaku
Wnt, aktywnosci pro-fibrotycznej oraz czynniki wzrostowe biorgce udziat w gojeniu sie tkanek.
Warty podkreslenia jest fakt, iz analize ekspresji genow prowadzono w 3 obszarach matzowiny
usznej: obszarze regeneracji, obszarze bezposrednio przylegajagcym do miejsca regeneraciji
oraz obszarze niepoddanym weczesniejszej ingerencji, oraz w 4 okresach obserwacji,
co pozwala na dynamiczng ocene zmian zachodzacych w czasie poszczegéinych faz gojenia sie
rany.

Wykazano istotne zmiany w ekspresji szeregu genéw w tym markeréw pluripotencji,
neurogenezy, szlaku Wnt, czy czynnikdw wzrostu zaréwno w okresie obserwacji jak i pomiedzy
grupami badawczymi. Istotne statystyczne roznice pomiedzy grupg badang, a kontrolg
obserwowano najczesciej w 42 dniu obserwaciji, gdzie ekspresja genéw pluripotencji (Nanog,
Pou5f1, Kif4) czynnikéw wzrostu (Egf), markeréw neurogenezy (Reno), $ciezki Wnt (Lrp6,
Wnt10a) czy wtdknienia (Acta2, Ccn2) byta istotnie statystycznie wyisza u zwierzat, ktérym
podano zebularyne i kwas retinowy w nosnikach alginianowych. Bardzo ciekawym
nieopisanym wczesniej zjawiskiem jest wzrost ekspresji genu Fbxol5 w regenerujacej
matzowinie usznej zwierzat, ktérym podano zebularyne z kwasem retinowym w nos$nikach
alginianowych w poréwnaniu do kontroli. Wczesniejsze badania wskazywaty gtéwnie na role

tego genu w pluripotencji i rozwoju embrionalnym, a nie w czasie gojenia sie ran.

W rozdziale ,Uwagi koricowe” Doktorantka przedstawia najwazniejsze wyniki pracy. Brakuje
tu, jednakze zwigztego przedstawienia (wypunktowania) najwazniejszych wnioskéw ptynacych
z przeprowadzonych badan, o ktérych przedstawienie prosze Doktorantke w czasie publicznej

obrony rozprawy doktorskie;j.
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Podsumowujac, wysoko oceniam istotnos$¢ i aktualno$é podjetej tematyki badawczej
oraz trud pracy wilozony w jej wykonanie. Wszelkie zawarte w recenzji uwagi,
ktére musiatam z obowigzku poczyni¢ w najmniejszym stopniu nie umniejszajg naukowej
I poznawczej wartosci pracy. Dlatego podsumowujac, z wielka satysfakcjg stwierdzam,
ze rozprawa doktorska mgr inz. Pauliny Stonimskiej pt.: ,Pro-regenerative alginate-based
formulations of zebularine and retinoic acid for subcutaneous delivery” odpowiada
wymogom stawianym rozprawom doktorskim, co upowaznia mnie do przediozenia
Wysokiej Radzie Dyscypling Nauki Chemiczne Politechniki Gdanskiej wniosku

o dopuszczenie Doktorantki do dalszych etap6w przewodu doktorskiego.
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UNIWERSYTET MIKOLAJA KOPERNIKA W TORUNIU Collegium Medicum w Bydgoszczy, 6
ul. Jagielloriska 13-15, 85-067 Bydgoszcz, Polska, tel. +48 52 585 33 06, fax +48 52 585 36 92,
NIP 8790177291, Regon: 000001324-00037, e-mail: sekretariat@cm.umk.pl!
www.cm.umk.pl



