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Mingto juz ponad 100 lat od pojawienia si¢ prac o botuliZmie autorstwa Ernesta C.
Dickson’a, ktory opisywat zatrucia tzw. jadem kietbasianym i wskazowki aby np. ,,w zadnym
wypadku nie powinien by¢ domowym jedzeniem produkt (np. konserwa domowa), ktory
wykazuje oznaki zepsucia, nie nalezy go jes¢ ani nawet smakowac”. Dzisiaj doskonale wiemy,
7e te zatrucia sg wywolywane obecnoscig laseczek jadu kietbasianego - Clostridium botulinum,
ze wzgledu na uwalnianie jednej z najsilniejszych toksyn biologicznych dla czlowieka, znane;
botuling, prowadzace do zwiotczenia miesni szkieletowych, na skutek zahamowania
uwalniania acetylocholiny z zakonczen presynaptycznych wiokien nerwowych w obrebie
uktadu nerwowego, glownie poprzez blokowanie funkcji motorycznej zlacza nerwowo-
mie$niowego. Botulizm jest chorobg kregowcdéw, w tym oczywiscie ludzi, jednakze to
schorzenie jest obecnie jest generalnie stosunkowo rzadkie np. ze wzgledu na ulepszone
techniki przygotowywania i przechowywania zywnosci, ktére zapobiegaja wzrostowi tych
beztlenowcow, chociaz wcigz badania nad tg chorobg trwaja (Cochrane Database of Systematic
Reviews. 4:CD008123,2019 04 17). W latach siedemdziesigtych, dzigki pionierskim badaniom
na malpach, a potem u ludzi, przeprowadzonym przez Scotta i wspotpracownikow, zaczeto
stosowa¢ botuling do leczenia zeza. Te badania staty si¢ wskazoéwka do terapeutycznego
stosowania tej toksyny w szerokim zakresie zaburzen charakteryzujgcych si¢ nadaktywnoscig
zakonczen nerwowych niezaleznie od pochodzenia. Poniewaz botulina nie tylko wplywa na
dziatanie ptytki nerwowo-mie$niowej, ale roéwniez dziala posrednio na unerwienie
autonomiczne, stad pojawito si¢ wiele mozliwosci jej stosowania (Pirazzini i wsp. Pharmacol.
Rev., 2017, 69, 200-235) np. zaburzeniach neurologicznych (spastycznos¢, dystonie z
najbardziej znang formg choroby - kreczem karku), leczeniu bolu w tym neuropatycznego,
zaburzen urologicznych (np. leczenie zespotu nadreaktywnego pecherza moczowego), a nawet

rozwazane jest jej stosowanie w leczeniu depresji. Obecnie wskazan do stosowania tego leku




jest bardzo wiele z tym, ze aktualne szacunki wskazujg na to, iz okoto polowa zuzywanych
preparatdw zawierajacych botuling jest uzywana w medycynie estetycznej. Wiadomo bowiem,
ze tzw. estetyczne dermatologiczne zastosowania neurotoksyny botulinowej byly np.
najczestszymi niechirurgicznymi zabiegami kosmetycznymi w USA w 2017 r. (Kerscher 1i.
wsp. Journal of Drugs in Dermatology, 2019, 18(1), 52-57). Niemniej jednak, botulina ciagle
jest przedmiotem réznych badan, a jej whasciwosci kosmetyczne majg by¢ zwigzane nie tylko
z wplywem na zlgcze nerwowo-migsniowe, ale rowniez na dziatanie skory.

Na tym tle, bedgce przedmiotem ocenianej dysertacji, wykonane przez Autorke badania
nad okreSleniem wplywu preparatow Botox (onabotulinumtoxin A) 1 Bocouture
(incobotulinumtoxin A) na mozliwo$¢ regulacji funkcji fibroblastow skory i tym samym
ewentualnego wspomagania proceséw regeneracji i odmlodzenia skory wydajg si¢ celowe i
merytorycznie uzasadnione.

Badania przeprowadzono z wykorzystaniem dwodch réznych preparatow botuliny tj.
preparatu zawierajgcego biatka kompleksujace (Botox) oraz pozbawionego tych biatek
(Bocouture) w dwoéch dawkach (2 i 4 j.m.), czesto uzywanych klinicznie, na funkcje
fibroblastow skory ludzkiej w zakresie ich przezywalnosci, wplywu na syntez¢ DNA, ste¢zenie
catkowitego biatka, kwasu hialuronowego i moczowego, oceniajac rowniez calkowity status
antyoksydacyjny oraz aktywnos¢ peroksydazy glutationowe;.

Uktad pracy jest typowy dla prac eksperymentalnych. Material recenzowanej pracy
doktorskiej Autorka zamiescita w 12 rozdziatach na 194 stronach numerowanych. W rozdziale
pierwszym (str. 4-10) przedstawiono bardzo obszerny wykaz uzytych w pracy skrotow,
nastepnie przedstawiono wstep (str. 11-24), w ktérym opisano budowe toksyny botulinowe;j,
jej mechanizm dziatania, zastosowanie tego leku w medycynie ze szczegélnym
uwzglednieniem stosowania w dermatologii i medycynie estetycznej. Opisano rowniez w tym
miejscu znane preparaty zawierajagce te toksyne oraz szerzej omowiono wplyw toksyny
botulinowej na skor¢. W kolejnych rozdziatach przedstawiono cel pracy (str. 25), szczegélowo
omawiajgc metodyke badan wraz ze stosowanymi metodami (str. 26-38), ktore znalazly
zastosowanie w przeprowadzonych eksperymentach tj. opis hodowli fibroblastéw, podziat na
grupy badawcze wraz z informacjami dotyczgcymi uzytych metod analitycznych oznaczania
biatka catkowitego, catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej (TAS), kwasu moczowego (UA),
kwasu hialuronowego (HA), aktywnosci specyficznej peroksydazy (GPx), przezywalnosci
fibroblastow (test MTT) oraz proliferacji fibroblastow (na podstawie syntezy DNA z uzyciem

znakowanej tymidyny).



Rezultaty przeprowadzonych doswiadczen umieszczono na 85 rycinach (Ryciny 7-92)
i w 85 tabelach (Tabele 2-87), zamieszczajgc je wraz z ich szczegétowa analizg w rozdziale
zatytutowanym ,,Wyniki” (str. 39-149). Otrzymane dane doglebnie przedyskutowano w
rozdziale zatytutowanym ,,Dyskusja” (str. 150-162).

Spis cytowanych prac (str. 168-177) obejmuje 134 pozycje piSmiennictwa
opublikowane w latach 1918 (jedna z prac o botulinizmie opublikowana przez Ernest C.
Dickson’a) - 2019, w tym 54 w ostatnich 10 latach, gléwnie pochodzace z czasopism
specjalistycznych, 12 podrecznikow i monografii oraz 10 wejs¢ do stron internetowych, ktore
Scisle sq zwigzane z tematyka przedstawiang tak we wstepie, jak i umiejetnie wykorzystywane
w dyskusji.

Na podstawie otrzymanych wynikow Autorka sformutowata pig¢ wnioskow (str. 163),
stwierdzajgc m.in., iz ,,Preparat Bocouture i Botox roznig si¢ wplywem na przezywalnosc
fibroblastéw i syntez¢ DNA zaleznym gtéwnie od czasu ekspozycji” oraz ,,(...) majg podobng
dynamike wptywu na przezywalnos$¢ i syntez¢ DNA poréwnywalng dla obu stosowanych
dawek”, ze ,,Stezenie kwasu hialuronowego w fibroblastach zwicksza (zapewne tu winno by¢
dodane stowo ,,podawanie”) Bocouture (...)”, a ,,Antyoksydacyjng mobilizacj¢ fibroblastow
odnotowano po Bocouture, a ostabiong po zastosowaniu Botox (...). Ostatni pigty wniosek
stanowi pewne podsumowanie otrzymanych wynikow.

W pracy zamieszczono roéwniez streszczenie w jezyku polskim (str. 164-165) i
angielskim (str. 166-167) oraz spis rycin (str. 178-186) i tabel (str. 187-194)..

Dysertacja ta wyrdznia si¢ nie tylko dobrze opracowanym, opartym na aktualnym,
$wiatowym piSmiennictwie wstepie, ale réwniez odniesieniem otrzymanych wynikéw do
wplywu na przezywalno$é czy proliferacje fibroblastéw otrzymywanych przez innych autoréw.
Autorka m.in. stwierdzita wystepowanie wzglednie krotko trwajacego, ale znamiennego
dzialania preparatu Bocouture (2 j.m.) powodujgcego zmniejszenie przezywalnosci
fibroblastow skory, a nasilenie w nich syntezy DNA zwigzane z nasileniem proliferacji, co
moze mie¢ znaczenie jako, ze jak sama Autorka pisze ,,(...) nasilenie proliferacji fibroblastow
moze powodowac efekt odmtadzajgcy” (str. 150). Stad spostrzezenia zawarte w pracy na temat
przezywalno$ci tych komodrek pod wpltywem dwoch réznych badanych preparatow
zawierajgcych botuling, wplywu na stezenie kwasu hialuronowego, powigzanego z
ewentualnym hipotetycznym nawodnieniem macierzy zewnatrzkomoérkowej oraz regulacji
procesébw metabolicznych fibroblastow wydaja si¢ by¢ ciekawe, chociaz nietatwe w
interpretacji wzgledem zaréwno réznic otrzymanych dla obu r6znych preparatow, stosowanej

dawko-zalezno$ci oraz czasu trwania otrzymanych efektow. Podobnie wazne bylo przebadanie
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wplywu obu preparatow na parametry zwigzane ze stresem oksydacyjnym, o czym stusznie
sama Autorka pisze, iz ,,Jest on odpowiedzialny za starzenie skory, a takze promocj¢ proceséw
patologicznych” (str.156). Niemniej znalezienie przyczyn uzyskanej odmiennej odpowiedzi
fibroblastow w czasie w zakresie catkowitej zdolnosci antyoksydacyjnej na podanie preparatow
Bocouture i Botox niewatpliwie nie jest tatwe i wymaga dalszych badan. Nalezy jednak
wyraznie wspomnie¢, ze badania nad dziataniem botuliny przeprowadzone przez Autorke byty
prowadzone w obszarach, w ktorej tego typu badania sa naprawde nieliczne, co znalazto
réwniez wyraz w dyskusji (np. str. 153).

Stad przeprowadzone badania, otrzymane wyniki i wyciagni¢te na ich podstawie
wnioski stanowig oryginalny udzial Autorki w lepszym zrozumieniu skomplikowanego
dzialania botuliny w zakresie mozliwosci regulacji funkcji fibroblastéw i1 ewentualnego
przysztosciowego wspomagania przez nig procesoOw regeneracji i odmtodzenia skory.

Mimo bardzo dobrej tresci jak i formy tej pracy, nie uniknigto tez pewnych, acz
nielicznych, niescistosci bagdz uchybien w wigkszosci o charakterze redakcyjnym.

Analize wynikéw zamiescita Autorka z podziatlem na badanie dawko-zaleznosci (Tabele
2-32 , Ryciny 7-37,), wptywu czasu trwania doswiadczenia (Tabela 33-56, Ryciny 38-61) oraz
oceny efektow dziatania preparatow (Tabele 57-87, Ryciny 62-92). Taki uktad pozwala $ledzi¢
kolejno wptyw tych trzech czynnikdw, chociaz niewatpliwie liczbe tabel i rycin mozna by
ograniczy¢, bowiem dane dotyczgce dawko-zaleznosci jak i oceny dzialania preparatow sg tozsame
i zawierajg te same dane np. ,,Tabela 2. Catkowita zawarto$¢ biatka (mg/mL) w medium hodowli
fibroblastow poddanych przez 24 godziny dziataniu réznych dawek preparatow toksyny
botulinowej” w poréwnaniu do np. ,,.Tabela 57. Catkowita zawarto$¢ biatka (mg/mL) w medium
hodowli fibroblastow poddanych dziataniu réznych dawek preparatéw toksyny botulinowej po 24
godzinach eksperymentu”. A wiec Tabele 2-32 czy Ryciny 7-37 kolejno przedstawiane zawierajg
te same dane co wyniki zamieszczane sukcesywnie w Tabelach 57-87 czy Rycinach 62-92. Zawarte
w nich dane r6znig sie tylko kolejno$cig umieszczania poszczegolnych grup w tabeli czy na rycinie.
Niewatpliwie wiec, mozna by przeprowadzi¢ analize wptywu grupy (dziatanie danego preparatu)
oraz dawki na podstawie danych zamieszczonych w jednej z tych tabel czy rycin np. Tabeli 2 czy
Ryciny 7, bez koniecznosci przedstawiania np. Tabeli 57 i Ryciny 62, wprowadzajac np.
odpowiednie indeksy zaznaczajace tzw. znamienno$¢ wzgledem odpowiedniej grupy kontrolnej
(badajgc efekt grupy — okreslone przez Autorke jako ,,Poréwnanie wartosci badanych parametrow
pomiedzy preparatami toksyny botulinowej” (tabele 57-87, ryciny 62-92)) czy danej dawki,
pozwalajgc tym samym bardziej sumarycznie przedstawia¢ rezultaty wynikajagce z

przeprowadzonej analizy statystyczne;j.



Co do przeprowadzonej dyskusji i wyciggnietych wnioskéw, to o ile mozna zgodzic¢ si¢ z
wnioskiem 1, bowiem preparat Bocouture w dawce mniejszej zmniejszal przezywalnosé po 6 i 48
godzinach (efektu tego jednak nie zaobserwowano dla dawki 4 j.m.), podczas gdy dla Botox nie
stwierdzono tego efektu, to sentencja zawarta we wniosku 2 nie jest jednoznaczna. Jesli bowiem
Autorka miata na mysli efekty okre$lajgce przezywalnos¢ wzgledem czasu, to dzialanie obu
preparatéw w nizszej dawce przedstawione w Tabeli 53 i odpowiadajacej jej Rycinie 58 oraz dla
dawki wyzszej (Tabela 54 i Rycina 59) jest praktycznie wynikiem obserwowanych zmian w grupie
kontrolnej. Podobng uwage mozna odnies¢ do wplywu obu preparatow w obu stosowanych
dawkach na syntez¢ DNA w fibroblastach w zaleznosci od czasu (Tabele 55, 56 i odpowiadajace
im Ryciny 60 9 61), gdzie obraz zmian jest praktycznie tozsamy ze zmianami obserwowanymi w
grupie kontrolnej, a otrzymane réznice stanowily przestanke na podstawie ktorej sformutowano
wniosek 1. Natomiast do wniosku 3 proponowatbym dodaé, ze preparat Botox obniza st¢zenie
kwasu hialuronowego w fibroblastach. We wniosku 5, ktory jak juz wspomniatem stanowi pewne
podsumowanie otrzymanych wynikéw, mam wrazenie, na podstawie tresci zawartych we wniosku
3 oraz przedstawionych danych, ze zamiast HA (kwas hialuronowy), chodzito o wpltyw kwasu
moczowego (UA).

W pracy nie uniknigto tez pewnych sformutowan, ktére maja wydzwiek nieco
humorystyczny, bowiem niekoniecznie mozna zgodzi¢ si¢ z sformulowaniem ,,W badaniach

przeprowadzonych na skorze szczura, ktora jest bardzo podobna do skory ludzkiej (...),” (str. 23,

wiersz 6-7 od dotu).

Ponadto znaleziono w tek$cie pracy pewne dziwne wyrazy wynikajace zapewne z
uchybien redakcyjnych np. ,,nadosodowy” zapewne miato by¢ “nadosadowy” (str. 26, wiersz 9
od gory), ,,fibroblasach” zapewne miato by¢ “fibroblastach” (Tabela 35, Rycina 40) czy ,,dawi”
zapewne miato by¢ ,,dawki” (str. 116, wiersz 2 od gory), ,.hialrunonowy” zapewne miato by¢
Lhialuronowy” (str. 154, wiersz 1 od gory).

W zdaniu ,,Inna koncepcja wskazuje na dziatanie HA zalezne od stezenia - w stezeniach
fizjologicznych dziatanie antyoksydacyjne, w podwyzszonych prooksydacyjne [118] Iub od
lokalizacji - przeciwoksydacyjne w s$rodowisku zewnatrzkomérkowym, w komoérkach
uszkadzajace [119, 120]” (str. 158-159, wiersze - dwa ostatnie — str. 158 i dwa pierwsze — str.
159) zapewne zamiast HA (kwas hialuronowy) chodzito o kwas moczowy (UA), na co
wskazujg uzyte pozycje z cytowanego pismiennictwa. .

Przedstawione wyzej uwagi sg jednak nieliczne, stad nie umniejszajg wartosci

przedstawionej do recenzji pracy, ktorg oceniam bardzo wysoko, a uzyskane wyniki,



stanowigce oryginalne osiggniecia Autorki, mogg przyczyni¢ si¢ do lepszego zrozumienia
dziatania botuliny na aktywnos¢ fibroblastow zawartych w skérze cztowieka.

Podsumowujgc, przedstawiona do oceny praca odpowiada wymogom stawianym
rozprawom doktorskim (Dz. U. Nr 65, poz. 595, z pdzn. zm.: Dz.U. Nr 84 poz. 455 oraz Dz.U.
2014 poz. 1383, 1852, Dz.U. z 2015 poz. 249, 1767), stanowi oryginalne rozwigzanie problemu
naukowego oraz wykazuje ogdlng wiedz¢ teoretyczng kandydata w dyscyplinie naukowej —
medycyna, jak i umiej¢tnos¢ samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, dlatego wnosz¢ do
Wysokiej Rady Wydzialu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o
dopuszczenie Pani lek. Marleny Jamiotkowskiej-Stawowskiej do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Ponadto, biorgc pod uwagg obszerny zakres badan opisanych w rozprawie oraz duzy
wktad pracy Doktorantki w przeprowadzenie do§wiadczen wymagajacych stosowania ré6znych
technik badawczych w obszarze, w ktorym podobnych prac praktycznie nie ma, uwazam, ze

dysertacja przedstawiona przez Panig lek. Marlene Jamiotkowska-Stawowska zashuguje na

wyrdznienie.
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