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OCENA
rozprawy doktorskiej mgr Adriany Muchowskiej

pt. , Wplyw wybranych zwiazkow hybrydowych zaadsorbowanych na preparatach
keratynowych”

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska mgr Adriany Muchowskiej zostala
wykonana pod kierunkiem promotora Pani Prof. dr hab. Aleksandry Misickiej-Kesik z
Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej im. M. Mossakowskiego PAN w Warszawie
oraz promotora pomocniczego Dr Piotra Kossona. Tematyka badawcza ocenianej pracy
doktorskiej dotyczy oceny wplywu wytworzonych trzech typdéw opatrunkéw na proces
gojenia sie wyindukowanych ran u szczuréw z wywotang cukrzycg streptozotocynows.

Przedstawiona do recenzji Dysertacja doktorska stanowi opracowanie formatu A4,
obejmujagce 110 stron. Za wiera ona zalecany dla rozpraw doktorskich podzial na czesci:
Streszczenie w jezyku polskim i angielskim, Wykaz wazniejszych skrotow i nazw uzywanych
w pracy, Wstep, Zalozenia i cel pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusje¢, Podsumowanie

1 wnioski, Pismiennictwo.

W czesci wstepnej pracy Doktorantka dokonata przegladu pismiennictwa naukowego
dotyczacego ogdlnej charakterystyki stopy cukrzycowej (w tym epidemiologia, powiklania i
modeli rany cukrzycowej), fizjologii gojenia rany w tym cukrzycowej, leczenia trudno
gojacych si¢ ran, w tym udzial preparatow wspomagajacych leczenie. Wykorzystana
bibliografia obejmuje znaczng ilos¢ cytowan i uwzglednia najnowsze publikacje z obszaru
badawczego Doktorantki. Po analizie bibliograficznej zauwazy¢ mozna, ze badania nad
nowymi preparatami wspomagajacymi gojenie ran s3 prowadzone w wielu osrodkach
naukowych. Jest to tez powigzane z aktualna potrzebg medyczng — zauwazalny jest wzrost
liczby pacjentéw z cukrzyca oraz wzrost powiklan zwigzanych z tg chorobg, w tym ze stopa
cukrzycowa. Owrzodzenia w przypadku wymienionej stopy cukrzycowej stanowig duzy
problem medyczny ze wzgledu na brak skutecznej metody leczenia, infekcje ran oraz czgstos¢
wystepowania. W kontekscie powyzszego, podjecie prac badawczych nad tworzeniem

preparatéw opatrunkowych wspomagajacych leczenie trudno gojacych sie ran u cukrzykow,
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bylo jak najbardziej stuszne, tym bardziej, ze wyniki badawcze moga mie¢ znaczenie
praktyczne. Warto tu zaznaczy¢, ze Autorka we Wstepie wskazala neuropeptydy jako zwiazki
o potencjalnym dziataniu wspomagajacym gojenie ran, wymieniajgc i charakteryzujac
pokrotce  Substancje P (I11-peptyd ~wykazujacy —powinowactwo do receptoréw
neurokininowych) i bifaline — syntetyczny peptyd opioidowy, bgdacy analogiem enkefaliny.
Tu wspomnie¢ nalezy, ze bifalina zostata po raz pierwszy zostala zsyntezowana przez $p.
prof. Andrzeja Lipkowskiego — wieloletniego Dyrektora Instytutu MDiK PAN i Kierownika
Zaktadu Neuropeptydow.

Podsumowujac te czes¢ manuskryptu, nalezy podkresli¢ wiasciwe dobranie tresci
wpisujacych sie w nurt zagadnien zwigzanych z tworzeniem nowej generacji opatrunkow do
leczenia ran. Czes¢ przegladowa dysertacji wskazuje, ze Doktorantka dysponuje aktualng
wiedza z interesujacego Ja zakresu badawczego i oceniam to pozytywnie.

Nastepna, eksperymentalna cze§¢ dysertacji, dotyczyla opisu przeprowadzenia
eksperymentu w szczurzym modelu gojenia ran — wywotania cukrzycy, wyindukowania rany,
obserwacji gojenia rany w kontakcie czasowym z preparatami opatrunkowymi oraz
calosciowej analizy uzyskanych rezultatow pod katem wplywu testowanych preparatow na
proces gojenia ran, w poréwnaniu do przypadkow kontrolnych. Ponadto znalazt si¢ w tej
czesei krotki opis technik barwieniowych i immunochemicznych wykorzystanych do oceny
histopatologicznej i immunohistochemicznej tkanek z obszaru rany. W eksperymentach
wykorzystano 3 grupy kontrolne szczurow: szczury zdrowe z wyindukowang rana bez
opatrunku (kontrola pozytywna), szczury z cukrzyca, z wyindukowana rang bez opatrunku
(kontrola negatywna), oraz szczury z cukrzycg i z wyindukowang rang i aplikacja masci
Iruxol®mono (kontrola dodatkowa). Natomiast grupy badane stanowity szczury z cukrzyca, z
wyindukowang rang: z opatrunkiem w postaci zasypki, ktorg stanowil sproszkowany preparat
keratynowy; z opatrunkiem w postaci masci skladajacej si¢ z prep aratu keratynowego z
zaadsorbowanym peptydem hybrydowym typu opioid-neurokinina (AWL3106) i lanoliny;
oraz opatrunkiem w postaci masdci, skladajacym si¢ z preparatu keratynowego z
zaadsorbowanym dimerycznym peptydem opioidowym (bifalina) i lanoling. Warto
zaznaczy¢, ze Doktorantka wykorzystala do swoich badan preparaty keratynowe uzyskane z

welny alpaki, przygotowane w Laboratorium Syntez Chemicznych Centrum Badan
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Przedklinicznych i Technologii wg opatentowanej procedury opracowanej przez $p. Prof.
Andrzeja Lipkowskiego.

Wyniki badan wilasnych objety ocene przebiegu procesu gojenia modelu rany u
szczuréw zdrowych w pordéwnaniu do oceny procesu gojenia u szczurdw z cukrzyca.
Doktorantka w ocenie opierala si¢ na analizie takich objawow jak: zapalenie, angiogeneza,
proliferacja fibroblastow, wioknienie, naskérkowanie 1 zarastanie ubytkow skory. Na
podstawie obserWacji powierzchni rany, badan histochemicznych materialu pobranego w
trakcie gojenia ran w wyznaczonych odstgpach czasowych, Doktorantka stwierdzila, ze u
szczuréw cukrzycowych zastosowane w materiatach opatrunkowych zwigzki: opioid-
neurokinina (AWL3106) i opioidowy (Bifalina), w istotny sposéb wptywaly pozytywnie na
skrocenie stanu zapalnego, przyspieszenie zarastania rany, ponowne naskorkowanie i
zwiekszyly wytrzymatos$¢ blizny w poréwnaniu do grupy szczurow kontrolnych, u ktérych
zastosowano do leczenia rany mas¢ [ruxol®mono.

Oceniajagc calos¢ dysertacji doktorskiej, warto podkresli¢ opracowanie przez

Doktorantke modelu nasladujgcego owrzodzenie u pacjentéw z cukrzyca. Wybrata do swoich
badan szczury rasy Wistar plci meskiej biorge pod uwage szans¢ na wyindukowanie cukrzycy
streptozotocyna, wolniejszy od samic poziom gojenia ran isposob wywolania oparzenia
skory. Wybor STZ do wywolania cukrzycy zostal oparty na pismiennictwie. Wedlug danych
literaturowych po podaniu STZ zwierzgtom obserwuje si¢ stabilne objawy tej choroby —
hiperglikemig, poliuri¢, mniejsza objetos¢ insuliny i peptydu C, zaburzenia metabolizmu oraz
innych typowych parametrow oraz objawow obserwowanych w dhugoterminowej cukrzycy
(zmiany w pracy serca, za¢ma, zmiany skorne). Ustalony przez Doktorantke cukrzycowy
model szczurzy jest podobny do ludzkiego, powtarzalny i stosunkowo tani. Dodatkowym

atutem pracy jest wykorzystanie w tworzonych opatrunkach zwigzkéw o budowie peptydow

hybrydowych: Bifaliny, bedacej dimeryczng pochodng enkefaliny oraz zwigzku AWL3106,
bedacego pochodng dermorfiny i substancji P — neuropeptydu tachykininowego (11-aa).

Kolejnym elementem podnoszacym wartos¢ pracy jest zastosowanie bialka keratynowego.

jako nosnika wymienionych zwigzkow. Wykorzystanie keratyny — biatka niedegradowalnego
przez enzymy proteolityczne zwierzat i ludzi, nie toksycznego i w zasadzie obojetnego dla
organizmu, jest dobrym posunigciem — nie skutkuje reakcjami immunologicznymi.

Jednoczesnie warto zaznaczy¢, ze na keratynie, dzieki aminokwasowym motywom wigzacym

3



Uniwersytet Medyczny
w Lublinie
Wydziat Farmaceutyczny
Katedra i Zakiad Biochemii i Biotechnologii
ul. Chodzki 1 20-093 Lublin

prof. dr hab. Grazyna Ginalska g.ginalska@umlub.pl tel. 81 448 70 22

takim jak RGD, LDV, EDS mozna immobilizowa¢ rézne peptydy lub biatka, czy to
chemicznie, czy fizycznie, co wykorzystata Doktorantka wigzagc peptydy hybrydowe z
podlozem keratynowym. Warto takze podkresli¢, ze wymienione wyzej substancje opioid-
neurokinina (AWL3106) i opioidowy (Bifalina) zostaly przez Doktorante przetestowane

pozytywnie w kierunku mozliwosci opracowania nowej terapii w leczeniu trudno gojacych

si¢ ran. Opracowany w ramach pracy doktorskiej szczurzy model cukrzycowy nasladujacy
chorobe atakujacg ludzi i doprowadzajaca do powstawania stopy cukrzycowej pozwolil na
zblizenie si¢ do rzeczywistych objawdéw wystepujacych u pacjentow cukrzycowych, a w
szczegdlnosci do cech powstajacych ran przewlektych, ktore pozwolity na testy terapeutyczne
w kierunku ich gojenia. Warto tu podkresli¢ wybranie przez Doktorantke dlugotrwatego
dzialania hiperglikemii na badane szczury (70 dni, od podania STZ do wyindukowania rany),
co imitowalo zmiany metaboliczne w organizmie utrudniajgce gojenie rany cukrzycowe;j.
Zastosowane w masciach substancje peptydowe okazaty si¢ byé czynnikami
przyspieszajacymi zarastanie rany, w pordéwnaniu do modelu kontrolnego. Osiggniete
rezultaty wykazaly wigc, ze wyznaczony cel pracy zostal przez Doktorantke osiggniety.

Podczas zapoznawania si¢ z trescig dysertacji nasunety mi si¢ uwagi. Nie wszystkie
opisy metodyczne 1 wynikowe sa jednoznaczne i doktadne, co wymaga ze strony Czytelnika
poszukiwan danych w pismiennictwie lub w dalszych czesciach dysertacji. Ponizej
zamieszczam Swoje uwagi:

e Wg mojej oceny w Czesci Eksperymentalnej dysertacji nalezatlo zamiesci¢ dane
dotyczace zrédla peptydow zastosowanych w eksperymentalnych opatrunkach. Czy w
Laboratorium Syntez Chemicznych Centrum Badan Przedklinicznych i Technologii oprocz
otrzymania keratyny z welny alpaki, zostala takze przeprowadzona synteza substancji
AWL3106 1 bifaliny? Kto te substancje przygotowat — nalezato to podac.

e Zauwazalny jest brak cytowan pismiennictwa w pkt 1.4 dotyczacym preparatow
leczniczych z udziatem keratyny, mimo podania w tekscie, ze produkty lecznicze oparte na
keratynie sa juz dostepne (str. 44).

e Na str. 53 dysertacji zamieszczone sg etapy zaplanowanych badan. W pkt 1
dotyczacym przeprowadzenia eksperymentu badawczego nie zamieszczono ~etapu
dotyczacego zastosowania w grupie badanej opatrunkéw na wyindukowane rany, od razu

wymieniono dzialanie — obserwacja gojenia rany i pobieranie materiatu do badan.



Uniwersytet Medyczny
w Lublinie
Wydziat Farmaceutyczny
Katedra i Zakiad Biochemii i Biotechnologii
ul. Chodzki 1 20-093 Lublin

prof. dr hab. Grazyna Ginalska g.ginalska@umlub.pl tel. 81 448 70 22

® Doktorantka czasami uzywa niefortunnych zwrotow np. —,nowsze innowacje” (pkt
1.4), a przeciez innowacja sama w sobie jest nowoscia; ,,zwierzeta usmiercano” (pkt 3.5) —
lepiej uzywaé zwrotu zwierzeta poddano eutanazji; — ,,Mikroglej odpowiada za niszczenie
mikroorganizméw takich jak wirusy” (str. 49) — wirusy sa klasyfikowane poza grupg
organizméw zywych, wiec nie powinno si¢ uzywac¢ sformutowania ,,mikroorganizmy”; —
»Keratyna jest biodegradowalna, a jej zachowanie w tkance zalezy od pH keratyny” (str. 50-
51) — tu nalezy wyjasni¢, ze biodegradacje definiuje si¢ jako proces chemiczny, w ktérym
wszczepione biomateriaty ulegaja hydrolitycznemu lub enzymatycznemu rozkladowi w
ukladzie biologicznym. W przypadku keratyny to wiadomo, ze jest podatna na rozklad
proteolityczny przez enzymy nalezace do serynowych proteaz: proteinaza K, keratynaza.
Jednak keratynaza nie ulega ekspresji u ludzi, co skutkuje wyzszg stabilno$cig in vivo niz inne
bialka, takie jak kolagen, ktore sa tatwo rozkladane przez wysoce selektywne enzymy np.
kolagenazy. Dlatego nie powinno si¢ mowi¢ o biodegradacji keratyny. Natomiast materiaty
pochodzace z keratyn moga by¢ tworzone chemicznie z przestrajalng degradacjg np. przez
wykorzystanie poziomdw usieciowania dwusiarczkow.

e Umieszczone w dysertacji zdjecia mikroskopowe preparatow histologicznych sg
matych wymiardw i przez to sg trudne do ocenienia przez czytelnika

e Doktorantka czgsto uzywa skrotow takich jak: ... w N-DM .... w poréwnaniu do
DM; ich liczba w CO ... w poréwnaniu do DM ...; rany w CO zarastaly si¢ podobnie do
DM ...; w3106 w 7 i 14 dniu gojenia zarastaty one ... w porownaniu do DM; w przekroju
poprzecznym obserwowano w 3106 bardziej owalne/okragle naczynia krwionosne ..... w
poréwnaniu z DM; W 4 dniu w BIF powierzchnia nieznacznie zwigkszyta sie o .....; Badanie
to w BIF pokazato ....; rany z ALP .... itp. — Podobnych skrétow myslowych w calej pracy
jest bardzo duzo. Wedlug mnie powinno si¢ unika¢ takich sformutowan w dysertacji.

o W czgsci dysertacji pkt 6 Podsumowanie i wnioski Doktorantka podsumowala,
uzyskane w trakcie pracy, swoje wyniki eksperymentalne, bez wnioskow. Mozna je odnalezé

w Streszczeniu pracy na strl10-11.

W ocenie ogolnej pracy niewatpliwie mozna podkresli¢, ze praca jest koncepcyjnie
interesujaca i wykonawczo dobra. Uzyskane rezultaty majg wartosci aplikacyjne, zwlaszcza w
zakresie wykorzystywania substancji peptydowych, bedacych pochodnymi opioidowymi,
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jako sktadniki masci na trudno gojgce si¢ rany, zwlaszcza w przypadku stopy cukrzycowej.
Doktorantka wykazala, ze oba zwigzki hybrydowe skracaja czas trwania zapalenia i
wspomagaja proces gojenia rany. Warto w tym miejscu podkresli¢, ze wymienione substancje
byly adsorbowane na keratynie z welny alpak, bialka biologicznie bezpiecznego, juz
wezes$niej badanego przez zespot naukowy Zaktadu Neuropeptydow pod kierunkiem $p. Prof.
A. Lipkowskiego. A wiec badania w ramach pracy doktorskiej sa kontynuacjg wezesniejszych
eksperymentow.

Zaproponowany przez Doktorantke dobdr substancji aktywnych jako skladnikow
masci, pozwolit na otrzymanie dwu typoéw opatrunkéw (masci) o korzystnych wiasciwosciach
dotyczacych regeneracji trudno gojacych sie ran. Aby spetni¢ wymagania, co do zastosowania
nowego typu opatrunkow w zabiegach terapeutycznych dotyczacych gojenia ran
przewlektych, warto bytoby w przysztosci przeprowadzi¢ szereg badan biologicznych in vitro
oraz in vivo zgodnie z normami ISO, co by¢ moze potwierdzitoby wartos¢ aplikacyjng masci
opartych na hybrydowych peptydach oddziatujacych na receptory opioidowe.

Wymienione przeze mnie w recenzji uwagi dotyczace niefortunnych sformutowan
i bledow stylistycznych, ktore wkradly si¢ do manuskryptu, s3 bez znaczenia dla
merytorycznej warto$ci rozprawy. Sa raczej z grupy edytorskich i nie zmieniajg mojej dobre;j
opinii o pracy doktorskiej mgr A. Muchowskiej. Autorka z pewnoscig wykorzysta moje
uwagi przy pisaniu innych prac.

Podsumowujgc: stwierdzam, 2ze Pani mgr Adriana Muchowska posiada
doswiadczenie i umiejetnosci prowadzenia eksperymentow naukowych na dobrym poziomie.
Praca wpisuje si¢ w aktualny nurt badawczy dotyczacy poszukiwania sposobu leczenia ran
przewlektych, szczeg6lnie powstajacych przy zaawansowanej cukrzycy i zawiera istotne
elementy nowosci naukowej. Przedstawiona do oceny praca doktorska (biorac pod uwage
warto$ci poznawcze i praktyczne pracy) wykazuje, ze mgr Adriana Muchowska zrealizowata
cel badawczy dotyczacy opracowania nowych formulacji opatrunkowych o potencjale
medycznym. Ponadto nalezy wymieni¢ wkiad publikacyjny z zakresu tematyki doktoratu
mgr. A. Muchowskiej. Jest Ona wspotautorka 1 publikacji w czasopismie Wound Repair and
Regeneration o punktacji ministerialnej 100 pkt i wspotczynniku IF=3,617, wydanej w 2020
r, w ktorej jest pierwszym autorem. Doda¢ tez nalezy, ze badania naukowe dotyczace pracy

doktorskiej A. Muchowskiej byly finansowane z projektu MMRC-KNOW 2013-2017.
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Po analizie catej dokumentacji z przekonaniem stwierdzam, ze Rozprawa doktorska
Pani mgr biol. Adriany Muchowskej spelnia, wedlug mojej opinii, wymogi ustawy z dnia
14 marca 2003 r (dz. U. Nr. 65, poz. 595 z 16 kwietnia 2003 r z péZniejszymi zmianami)
,»O stopniach i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki” i w zwigzku
z tym wnioskuj¢ do Rady Naukowej Instytutu Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej
im. M. Mossakowskiego PAN o dopuszczenie Doktorantki Adriany Muchowskiej do

dalszych etapow przewodu doktorskiego.
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