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Recenzja rozprawy doktorskiej pt. ,,Zastosowanie opatrunkéw biologicznych w leczeniu

ran pelnej grubosci skory”

autorstwa lek. Dawida Grotha

realizowanej w Zakladzie Medycyny Regeneracyjnej i Immunoregulacji
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
pod kierownictwem prof. dr hab. n. med. Marcina Moniuszko

promotor: dr hab. n. med. Andrzej Eljaszewicz

Gojenie sie ran to zlozony i dynamiczny proces zastepowania zdewitalizowanych
i brakujacych struktur komorkowych i warstw tkankowych, wspierany przez liczne zdarzenia
komorkowe, ktore muszg by¢ Scisle skoordynowane, aby skutecznie naprawi¢ uszkodzona
tkanke. Proces gojenia odbywa si¢ w kazdej tkance i narzadzie, ktéry ulegl mechanicznemu
uszkodzeniu lub uszkodzeniu poprzez proces zapalny. Proces gojenia si¢ ran u dorostego
czlowieka mozna podzieli¢ na 3 lub 4 odrebne fazy. Wezesniejsi autorzy odwotywali si¢ do
3 faz: zapalnej, fibroblastycznej i dojrzewania, ktore okreslano rowniez jako faz¢ zapalna, faze
proliferacyjna i faze przebudowy. W koncepcji 4 faz mamy do czynienia z fazg koagulacji
i hemostazy, faza zapalna, fazg proliferacji i faza przebudowy (lub remodelingu). W koncepcji
trojfazowej, faza zapalna jest integralng czgscia fazy hemostazy. Komercyjnie dostgpne
bezkomorkowe matryce skorne roznig si¢ od siebie przede wszystkim pochodzeniem tkanki
decelularyzowanej oraz stopniem przetworzenia i znajduja zastosowanie m.in. w leczeniu ran,

rekonstrukeji piersi, andrologii, chirurgii szczekowo-twarzowej oraz chirurgii ogolnej.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska na stopien doktora nauk medycznych
pt. ,.Zastosowanie opatrunkéw biologicznych w leczeniu ran pelnej grubosei skory” porusza
niezwykle ciekawe merytorycznie i potrzebne w dziedzinie nauk medycznych zagadnienia
dotyczace procesu gojenia si¢ ran pelnej grubosci skory wobec opatrunku biologicznego

pochodzenia ludzkiego ze zdecelularyzowanej skory po abdominoplastyce. Wykorzystanie



W TORUNIU Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy
Wydziat Lekarski ul. Kartowicza 24, 87-092 Bydgoszcz
Collegium Medicum w Bydgoszczy tel. 52 585 37 25

dr hab. n. med. i n. o zdr. Madej Gagat, prof. UMK
® UNIWERSYTET Katedra Histologii i Embriologii
MIKOLAJA KOPERNIKA Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu

odpadu medycznego (skory po procedurze abdominoplastyki) stanowi nowatorskie
rozwiazanie i w dobie epidemii otylosci wydaje sie byé pewnym i niemalze nieskonczonym

zrodlem tkankowym do zastosowan w medycynie regeneracyjnej.

Rozprawa doktorska autorstwa lek. Dawida Grotha ma charakter eksperymentalny
1 obejmuje 79 stron maszynopisu, w tym 3 tabele przedstawiajace dostepne komercyjnie
bezkomorkowe matryce skorne, zastosowane w badaniu protokoly decelularyzacji oraz
charakterystyk¢ wykorzystanych przeciwcial, a takze 7 rycin, ktore stanowia graficzne
przedstawienie uzyskanych wynikéw. Praca ma typowy i wlasciwy uklad dla rozprawy na
stopien doktora nauk medycznych. Podzielona jest na nast¢pujace rozdziaty: ,,Wstep”, ..Cel
pracy”, ,,Materiaty i metody”, ,,Wyniki”, ,,Uwagi”, ,.Finasowanie™ 1 ,,Bibliografia”. Rozprawe
konczy ,.Streszczenie”, a calos¢ zostata poprzedzona ,.Wykazem stosowanych skrotow”. Praca
zostala napisana w sposob przejrzysty, zwigzly i zrozumialy. Skupia si¢ na najwazniejszych
aspektach prowadzacych do konkluzji. Jezyk rozprawy jest poprawny i obejmuje wilasciwg
1 aktualnie uzywana terminologie. Sposob edycji pracy jest prawidlowy do zakresu i przedmiotu

rozprawy.

Wstep do pracy jest oparty o poprawnie dobrane i aktualne piSmiennictwo z zakresu
tematyki badawczej. Rozdzial ten jest zrozumialy i daje solidne podstawy do lektury dalszych
czesci rozprawy. Wskazuje na ogromna wiedz¢ Doktoranta w zakresie obranej tematyki
badawcze] 1 uwzglednia leczenie ran w ujgciu historycznym, mechanizm gojenia si¢ rany,
sposoby decelularyzacji tkanek i narzadow oraz charakterystyke bezkomérkowych matryc

skornych w kontekscie ich zastosowania w réznych dziedzinach medycyny.

Cel badawczy zostal poprawnie sformutowany i obejmowal stworzenie nowego
opatrunku biologicznego pochodzenia ludzkiego, ktéry bedzie mogl by¢ wykorzystywany
w leczeniu ran peinej grubosci skory (oparzenia, urazy, owrzodzenia). Jako cele szczegolowe
Doktorant wskazal: (a) optymalizacj¢ protokotu decelularyzacji skory ludzkiej pobieranej od
dawcow zywych podczas zabiegu abdominoplastyki, (b) oceng wplywu roznych metod
decelularyzacji na struktur¢ kolagenowa acelularnej matrycy skornej powstalej ze skory
ludzkiej pobranej od dawcow zywych podczas zabiegu abdominoplastyki, (¢) oceng potencjatu
terapeutycznego nowych matryc biologicznych powstalych ze skory ludzkiej pobranej od
dawcow zywych podczas zabiegu abdominoplastyki, (d) ocene roznic w profilu ekspresji

genow zwigzanych z procesem gojenia w ranie zaopatrzonej nowymi acelularnymi matrycami



dr hab. n, med. i n, o zdr. Maciej Gagat, prof. UMK
@® UNIWERSYTET Katedra Histologii i Embriologii
MIKOLAJA KOPERNIKA Uniwersytet Mikotaja Kopernika w Toruniu
W TORUNIU Collegium Medicum im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy

Wydziat Lekarski ul. Kartowicza 24, 87-092 Bydgoszcz
Collegium Medicum w Bydgoszczy tel. 52 585 37 25

skornymi wytworzonymi ze skory ludzkiej pobranej od dawcow zywych podczas zabiegu

abdominoplastyki.

Rozprawa doktorska zostata bardzo dobrze zaplanowana, a dobrane przez Doktoranta
techniki badawcze, opisane w rozdziale ,Material i metody”, pozwolily na zrealizowanie

wszystkich zalozonych celéw badawezych.

Fragmenty skory wykorzystane do produkcji bezkomoérkowych matryc skérnych
zostaly pobrane o pacjentow bariatrycznych, ktorzy po znacznej utracie masy ciala zostali
zakwalifikowani do operacji abdominoplastyki. Fragmenty skory zostaly pobrane po
otrzymaniu zgody Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Bialymstoku
(nr zgody: R-1-002/634/2018 z dnia 20.02.2019 r.). Uczestnicy badania udzielili pisemne;j
zgody na wykonanie procedury, a badanie zostalo przeprowadzone zgodnie z zasadami
Deklaracji Helsinskiej Swiatowego Stowarzyszenia Lekarzy. W celu okreslenia najbardzie;]
efektywnej metody produkcji bezkomorkowej matrycy skornej, Doktorant zaproponowatl
i zweryfikowal trzy protokoly decelularyzacji, oznaczonej w pracy odpowiednio ADMI,
ADM2 i ADM3. Pierwsza metoda obejmowata 1 molowy roztwor chlorku sodu oraz 0,5%
roztwor siarczanu dodecylu sodu, druga — 2 molowy roztwor chlorku sodu oraz 0,5% roztwor
siarczanu dodecylu sodu, natomiast trzecia — rekombinowana trypsyna oraz 3% roztwor Triton
X-100. Inkubacje przeprowadzono w obecnosci antybiotykdéw. Naskorek usunigty zostal na
koniec pierwszej fazy inkubacji z roztworem chlorku sodu (mechanicznie) albo trypsyny
(samoistnie). Tak przygotowane matryce ptukano w podwdjnie destylowanej wodzie przez
5 dni. W koncowym etapie, matryce zostaly poddane liofilizacji i wysterylizowane radiacyjnie
w Instytucie Chemii i Techniki jadrowej w Warszawie i zamrozono w temperaturze -80°C.
Obecnos¢ komorek i struktur kolagenowych zweryfikowano po rutynowym barwieniu
histologicznym hematoksyling i eozyna oraz barwieniu trdjbarwnym wg Massona. Natomiast
szczegblowej charakterystyki matryc dokonano po barwieniu immunohistochemicznym wobec
kolagenu typu I, kolagenu typu III, kolagenu typu IV, kolagenu typu VII, witronektyny,
HLA klasy I, taliny 1 i 2 oraz NG2. Wyniki barwienia immunohistochemicznego uj¢to
ilosciowo metodami komputerowej analizy obrazu. Oceniono réwniez immunogennos¢
wytworzonych matryc za pomoca testu proliferacji limfocytow T barwionych estrem
sukcynoimidylokarboksyfluoresceiny. Do testu wykorzystano s$wiezo wyizolowane od

pacjentéw jednojadrzaste komorki krwi obwodowej. Pobranie i wykorzystanie komorek odbylo
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si¢ za zgodg Komisji Bioetycznej przy Uniwersytecie Medycznym w Bialymstoku (nr zgody:
R-1-002/634/2018 z dnia 20.02.2019 r.). Po 7-dniowej inkubacji tak przygotowanych komorek
Z otrzymanymi matrycami skornymi, wybarwiono je przy uzyciu przeciwcial skierowanych
przeciwko CD4  skoniugowanych z PerCP. Intensywnos¢ proliferacji limfocytoéw
pomocniczych CD4" oceniono przy uzyciu cytometru przeplywowego. Skutecznos$é dzialania
bezkomérkowych matryc skornych oceniono na mysim modelu gojenia sie rany. Pomiaréw ran
dokonywano poprzez dokumentacje fotograficzna i komputerowa analize obrazow cyfrowych.
Czternascie dni po przykryciu rany bezkomorkowa matryca skérng, zwierzeta usmiercono,
a blizny wycigto sztanca o srednicy 4 mm. W tak uzyskanym materiale oceniono poziom
ekspresji 88 genéw zwigzanych z procesem gojenia si¢ ran. Badanie zostalo zaakceptowane
przez Lokalnag Komisj¢ Etycznag w Olsztynie (uchwala nr 59/2018 z dnia 31.07.2018 r.).
Podsumowujac, sposob opisu eksperymentu jest wystarczajacy, aby go odtworzyé. Jednakze,
z obowigzku recenzenta wskazuj¢, ze w opisie procedury decelularyzacji skory nie podano
zastosowanego stezenia komercyjnej trypsyny, a na stronie 33 rozprawy blednie przypisano
numer tabeli przedstawiajacej charakterystyke przeciweial wykorzystanych do barwien
immunohistochemicznych. W rozdziale tym, nalezaloby réwniez przedstawié krotka
charakterystyke analizowanych 88 genéw zwigzanych z procesem gojenia si¢ rany. Jednakze
kluczowe geny kodujace komponenty strukturalne macierzy zewnatrzkomorkowej i enzymy
remodelujace macierz zewnatrzkomorkowa, a wige najistotniejsze z punktu widzenia kierunku

badan, wskazane zostaly w kolejnym rozdziale.

Wyniki przeprowadzonych przez Doktoranta badan zostaly opisane w rozdziale
»Wyniki”, ktérego struktura rozdzialowa jest bardzo przemyslana i typowa dla oryginalnych
publikacji naukowych. Rozdzial ten w sposob zwigzly przedstawia wyniki prowadzace do
poprawnie sformutowanej konkluzji. W zakresie niescistosci, w podrozdziale 1 pt. ,.Skora
usunigta podczas zabiegu abdominoplastyki umozliwia wytworzenie acelularnej matrycy
skornej” blednie odniesiono si¢ do tabeli 1, ktora zgodnie z numeracjg przedstawia dostepne
komercyjnie bezkomdérkowe matryce skdrne, a nie procedury decelularyzacji wykorzystane
w niniejszym badaniu, ktére zawarte zostaly w tabeli 2. Jednakze pomylka ta ma charakter
drobnego biedu edytorskiego i nie wplywa na merytorycznosé oraz jakosé opisu uzyskanych
wynikow. Wyniki wskazuja, ze pierwszy zaproponowany protokol decelularyzacji skory

(oznaczony w pracy jako ADMI1), wydaje si¢ mie¢ najwiekszy potencjal do wykorzystania
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w praktyce klinicznej, a analiza matryc skornych dowiodta bezpieczenstwa stosowania skory

z abdominoplastyki w wykorzystanym modelu przedklinicznym.

Otrzymane wyniki zostaly omoéwione przez Doktoranta w kontekscie doniesien
literaturowych w rozdziale .,Dyskusja”. Rozdzial ten jest napisany rzeczowo i merytorycznie.
Przedyskutowane zostaly wszystkie niezbedne aspekty zwiazane z zakresem merytorycznym

roZprawy.

Czes$¢ merytoryczng pracy konczy 7 wnioskow: (1) Skéra ludzka pobrana od dawcow
zywych podczas zabiegu abdominoplastyki moze stuzy¢ do wytwarzania acelularnych matryc
skornych; (2) Wszystkie zaproponowane protokoly przetwarzania skory ludzkiej pobranej od
dawcow zywych podczas zabiegu abdominoplastyki pozwalajg na wytworzenie acelularnej
matrycy skornej; (3) Protokdt ADMI1 oraz ADM3 pozwalaly na wytworzenie matryc skornych
o niskiej immunogennosci; (4) Wykorzystane protokoty decelularyzacji pozwalaja na
zachowanie struktury macierzy zewnatrzkomorkowej charakterystycznej dla skory ludzkiej:
(5) Protokot ADMI1 jest najbardziej efektywny w zachowaniu struktury kolagenow typu Il oraz
1V, a takze witronektyny, w poréwnaniu do protokotdéw ADM2 oraz ADM3; (6) Acelularna
matryca skorna wytworzona z wykorzystaniem protokotu ADMI przyspiesza proces gojenia
w fazie proliferacji w eksperymentalnym modelu gojenia ran; (7) Zastosowanie nowych matryc
skornych wytworzonych ze skory ludzkiej pobranej od dawcow zywych podczas zabiegu
abdominoplastyki w eksperymentalnym modelu gojenia ran powoduje zmiany w profilu
ekspresji gendéw zwigzanych z procesem gojenia w zakresie komponentow macierzy
zewnatrzkomorkowej, enzymow przebudowy macierzy zewnatrzkomorkowej, molekut

adhezyjnych oraz mediatorow stanu zapalnego (cytokin i chemokin).

Warto zwrocié¢ uwage, ze wyniki ujete w rozprawie zostaly opublikowane na tamach
czasopisma Pharmaceutics (IF = 6.321), a lek. Dawid Groth jest pierwszym autorem niniejszej
publikacji. Godny podkreslenia jest rowniez fakt, ze badanie zostalo sfinansowane ze srodkow
z Narodowego Centrum Badan i Rozwoju oraz ministerialnego projektu Inkubator

Innowacyjnosci+.

W podsumowaniu recenzji jednoznacznie stwierdzam, ze wyniki ujgte w rozprawie
doktorskiej lek. Dawida Grotha sg spdjne i niezwykle przydatne z punktu widzenia podjete)

problematyki badawczej. Co wigcej, maja one duzy potencjal komercjalizacyjny. Doktorant
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pokazal, Zze potrafi samodzielnie sformulowac¢ i rozwigza¢ problem naukowy, a takze
wykorzysta¢ szeroki warsztat badawczy prowadzacy do badan przedklinicznych. Wykazat sie
réwniez umiejetnoscia przeprowadzenia dyskusji swoich wynikow z wynikami innych grup
badawczych. Wskazane przeze mnie drobne bledy stanowiag jedynie element kosmetyczny
pracy i nie majg wyplywu na jako$¢ merytoryczna rozprawy. Stad stwierdzam, Ze rozprawa
doktorska lek. Dawida Grotha pt. ,.Zastosowanie opatrunkéw biologicznych w leczeniu ran
petnej grubosci skory™ spetnia wymagania okreslone w art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych 1 tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U.
nr 65, poz. 595 z pézn. zm.) oraz art. 179 ust. 1 ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. Przepisy
wprowadzajace ustawe — Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018 r. poz. 1669
z pézn. zm.). Dlatego wnioskuje do Wysokiego Senatu Uniwersytetu Medycznego
w Bialymstoku o dopuszczenie lek. Dawida Grotha do dalszych etapéw postepowania

doktorskiego.
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