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Ocena rozprawy doktorskiej lek. dent. Agnieszki Ewy Stempniewicz, pt.:
” Leczniczy wplyw obestatyny na gojenie do§wiadczalnych uszkodzen

blony $luzowej jamy ustnej”

Obestatyna jest peptydem obecnym w surowicy krwi, gtéwnie produkowanym w
blonie $luzowej zolgdka. Powstaje w ramach wewngtrzkomérkowych przemian
potranslacyjnych z preprogreliny. Uwaza si¢, Ze obestatyna wpltywa miedzy innymi na
hamowanie pragnienia, hamowanie uwalniania wazopresyny, zmnie¢jszanie leku i
poprawe¢ pamigci oraz poglebienie snu. W obrebie przewodu pokarmowego wykazano
pobudzajacy wplyw obestatyny na czynno$é zewnatrzwydzielnicza trzustki. Ponadto
wplywa na oproznianie Zoladkowe i motoryke jelit, a takze czynno$¢ parakrynng i
endokrynna trzustki. Prowadzone w ostatnich latach badania wykazujg takze, ochronne
i lecznicze dzialanie obestatyny w uszkodzeniach przewodu pokarmowego. Obestatyna
jest kodowana przez ten sam gen co grelina, sklada si¢ z 23 aminokwasoéw, jej
konformacja jest stabilizowana przez grupe amidowa na koncu C-terminalnym.
Obestatyna, wykazuje dziatanie przeciwzapalne i antyoksydacyjne w roznych
narzadach ludzkiego ciata. W zwiazku z tym, wplyw obestatyny na zapobieganie 1
leczenie réznych chor6b stanowi istotny temat badan od kilku lat. Prewencyjny i
leczniczy efekt obestatyny zaobserwowano m.in. w  sercu, nerce czy mig¢sniach

szkieletowych. Badania wykazaly takZe, ze obestatyna w cytowanych wykazuje



dzialanie ochronne i lecznicze, polegajace migdzy innymi na poprawie lokalnego
przepltywu krwi, zwickszeniu proliferacji komorek, redukcji prozapalnych czynnikéw
tj. IL1-B i TNF-a, redukcji leukocytozy i aktywnosci tkankowej mieloperoksydazy,
redukcji stezenia dialdehydu malonowego (MDA), a zwigkszenie aktywnosci
dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w tkankach. Obestatyna wykazuje takze dziatanie
antyapoptotyczne, ktdre polega na aktywaciji okreslonych szlakéw sygnatowych.
Reaktywne formy tlenu (ROS) to silnie reaktywne chemiczne molekuty
zawierajace tlen. Powstaja w warunkach fizjologicznych, jako produkt uboczny
metabolizmu komoérkowego 1 odgrywajg bardzo istotng role w procesach
biologicznych, takich jak sygnalizacja komoérkowa, czy obrona immunologiczna.
Jednak, produkowane w nadmiarze moga uszkodzi¢ komérki, ingerujac w procesy
przemian weglowodanow, lipidow, biatek i DNA. W warunkach fizjologicznych
organizm posiada naturalne mechanizmy obronne utrzymywania homeostazy w
organizmie. ROS uszkadzaja komorki na wielu plaszczyznach w wyniku procesu
peroksydacji lipidow, a takze biatek i kwasdéw nukleinowych. Peroksydacja lipidow
blony komoérkowej prowadzi do zmian w jej strukturze i funkcji. Modyfikacja
aminokwas6w w biatkach wywoluje zmiany w strukturze i funkcji tych bialek.
Uszkodzone biatka akumuluja si¢ zaburzajac funkcjonowanie komoérek. W wyniku
uszkodzenia DNA powstaja mutacje, co prowadzi do $mierci komoérek lub innych
zaburzen. Wérdd organelli komérkowych szczegdlnie podatne na ROS sg mitochondria
z uwagi na ich aktywno$¢ metaboliczng. ROS wuszkadzaja DNA 1 biatka
mitochondrialne, zaburzajac funkcje tych organelli, w tym przede wszystkim produkcje
energii. Ponadto, ROS pelnig funkcje czynnikow sygnalizacyjnych, aktywuja szlaki
sygnalizacyjne, zawiadujgce procesem apoptozy komorek. Nie mniej, organizm
posiada mechanizmy obronne, w postaci czynnikéw przeciwutleniajgcych. Dzigki temu
mozliwe jest utrzymanie rownowagi w komorce 1 zapobieganie uszkodzeniom w razie
jej zaburzenia. Mechanizmy antyutleniajgce mozna podzieli¢ na enzymatyczne 1
nieenzymatyczne. Systemy enzymatyczne, obejmujg dysmutaz¢ ponadtlenkows,
katalaze i peroksydaz¢ glutationowg. Natomiast do systemow nieenzymatycznych
nalezg przeciwutleniacze o niskiej masie czasteczkowej, takie jak: witamina E,
witamina C i beta-karoten, glutation, flawonoidy i koenzym Q10. Te antyoksydanty
dzialajg przez usuwanie wolnych rodnikéw lub poprzez wzmacnianie aktywnosci
enzymOw antyutleniajgcych. Ponadto organizm posiada mechanizmy naprawy, takie
jak enzymy naprawiajagce DNA, ktore moga naprawi¢ uszkodzenia oksydacyjne

komorek.



Blona S$luzowa dzigsel zbudowana jest z nablonka wiclowarstwowego

plaskiego, blony wiasciwej i przyzgbia. W warstwie tej wystgpujg rowniez komorki
plazmatyczne, ktore produkujg przeciwciala. Blona wlasciwa zawiera tkanke¢ aczng i
naczynia krwionoéne, a przyzgbie to tkanka lgczna i wildkna kolagenowe, ktore tacza
dziasto z koscia. Oprécz tych trzech glownych warstw, blona §luzowa dzigsta zawiera
rowniez wiele komoérek immunologicznych, ktore chronig przed infekcjami i stanami
zapalnymi. gléwng funkcjg jest ochrona zgboéw oraz tkanki kostnej. W okolicy warg i
policzkéw rowniez znajduje si¢ nablonek wielowarstwowy plaski a btona sluzowa
zawiera liczne gruczoly lojowe. Z kolei podniebienie twarde i jezyk to grubsza i
bardziej elastyczna struktura, co ulatwia ruchy jezyka i potykanie. W tych obszarach
wystepuje nablonek jednowarstwowy plaski lub nablonek jednowarstwowy walcowaty.
Struktura blony S$luzowej jamy ustnej rézni sie w zaleznosci od lokalizacji.
Poszczegdlne obszary jamy ustnej réznia si¢ rodzajem i grubo$cig warstw nabtonka co
wynika z ich odmiennych funkcji. Nabtonek, ktéry wysciela blong sluzowa jamy ustnej
mozemy ogolnie podzieli¢ na nierogowaciejacy i rogowaciejacy. Komoérki budujace
nablonek rogowaciejacy, inaczej skeratynizowany, zawieraja keratyne, ktora
odpowiada za odporno§¢ na uszkodzenia mechaniczne. Wystepuje na dzigstach i
podniebieniu twardym.
W Katedrze Fizjologii Wydzialu Lekarskiego Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego, od wielu lat prowadzone sg badania nad ochronng rola réznorodnych
czynnikOw w do$wiadczalnych uszkodzeniach narzadéw ukladu pokarmowego.
Obejmujg one zagadnienia dotyczace miedzy innymi: wplywu obestatyny na rozwoj
eksperymentalnych wrzodéw blony s$luzowej zoladka i dwunastnicy, gojenie
owrzodzen jamy ustnej, przebieg ostrego doswiadczalnego zapalenia trzustki.

W tym $wietle temat podjety przez Doktorantke, ktorego celem byla ocena czy
podawanie obestatyny po uprzednim wywotaniu owrzodzeni btony $luzowej dzigset i
jezyka ma wplyw na proces gojenia tych zmian, jest, w opinii Recenzenta, bardzo
interesujacy 1 aktualny. Stanowi réwniez konsekwentna kontynuacj¢ 1 rozwini¢cie
waznego nurtu badawczego.

Pod wzgledem formalnym praca obejmuje 98 stron edycji komputerowej z
podzialem na typowe rozdziaty.

We Wstegpie, majacym wszelkie zalety pracy pogladowej, Doktorantka w sposéb
zwiezly 1 tresciwy przedstawila zagadnienia dotyczace blony sluzowej jamy ustnej, jej
budowe, unaczynienie, a takze informacje dotyczace ochronnego i leczniczego
dzialania obestatyny oraz mechanizm dziatania Reaktywnych Form Tlenu. Znaczenie,

dzialanie i wlasno$ci enzymatycznych i nieenzymatycznych antyoksydantow. Duzo



miejsca Doktorantka po$wigca omoéwieniu mozliwosciom zapobiegania i leczenia
zapalenia blony §luzowej jamy ustne;.

Analiza obecnego stanu wiedzy wykazala sprzeczne dane dotyczace roli
obestatyny w gojeniu doswiadczalnych uszkodzen blony §$luzowej jamy ustne;.
Dlatego, Doktorantka sformulowala 6 zadan szczegofowych, uwzgledniajac, migdzy
innym odpowiedzi na pytania:

1. Czy podawanie obestatyny wptywa na gojenie uszkodzen btony §luzowe;j jamy
ustnej?

2. Jaki jest wplyw obestatyny na rozw(j stresu oksydacyjnego w trakcie
powstawania i gojenia uszkodzen jamy ustnej?

3. Czy podawanie obestatyny wplywa na przebieg uszkodzenia blony $luzowe;j
jamy ustnej?

4. Czy podawanie obestatyny ma wplyw na przebieg stresu oksydacyjnego w
przebiegu uszkodzenia blony §luzowej jamy ustnej?

5. Jakie mechanizmy odpowiadajg za obserwowane zmiany?

6. Czy istniejg dziatania niepozadane lub przeciwwskazania do stosowania

obestatyny w uszkodzeniach btony $§luzowej jamy ustnej?

Rozprawa doktorska powstata w trakcie realizacji Srodowiskowych Studiéw
Doktoranckich w ramach Projektu nr POWR.03.02.00-00-1013/16,
"Interdyscyplinarno$¢ dla medycyny innowacyjnej" InterDokMed, realizowanych w
ramach Programu Operacyjnego Wiedza Edukacja Rozwdj 2014-2020,
wspotfinansowanego ze srodkéw Europejskiego Funduszu Spotecznego.

Badania zostaty przeprowadzone zgodnie z protokotem zatwicrdzonym przez I Lokalng
Komisje Etyczna do Spraw Do$wiadczefi na Zwierzgtach w Krakowie (uchwata NR
655/2022 z dnia 27 wrze$nia 2022) oraz zatwierdzonym przez Uniwersytet Jagiellonski
Collegium Medicum projekcie badawczym (nr SAP N41/DBS/000397).

Badania przeprowadzono na 256 szczurach pici mgskiej rasy Wistar, o masie
ciala wynoszacej ok. 200-250 g. W trakcie badan zwierzgta byly umieszczane w
metalowych klatkach z drucianym dnem, aby zapobiec koprofagii. W pomieszczeniu
utrzymywano temperature 22°C i wilgotno§¢ wzglgdng 50 £ 10% z 12-godzinnym
cyklem §wiatto-ciemnos$¢.

W dniu poprzedzajgcym operacj¢ pozorowang lub wywotanie uszkodzefi btony
$luzowej jamy ustnej, jak i przez 12 godzin w okresie pooperacyjnym, zwierzgta byty

glodzone z zachowanym statym dostgpem do wody. W pozostatych okresach mialy



staly dostep do wody i pokarmu. Karmione byly standardowym granulatem
zawierajgcym wszystkie niezbgdne skladniki pokarmowe.

Uszkodzenia btony Sluzowej jezyka i dzigsta zostaly wywolane za pomocy
kwasu octowego. Przez kolejne 6 dni zwierzeta otrzymywaly dwa razy dziennie sél
fizjologiczng lub obestatyne w dawce 4, 8 lub 16 nmol/g/dawke. Zwierzgta, u ktérych
nie wywotlywano owrzodzen, zostaly poddane operacji pozorowanej a nastgpnie przez
6 dni otrzymywatly sél fizjologiczng. Pomiar przeptywu krwi przez blong¢ Sluzows i
ocene makroskopowg przeprowadzano przez 6 kolejnych dni. Efekt przyspieszenia
gojenia wrzodow osiagnal znamiennosé statystyczng, dla wszystkich zastosowanych
dawek obestatyny, ale dawki 8 i l6nmol/kg/dawke wywotlaty podobny znacznie
silniejszy efekt.

W rozdziale Wyniki badan, Doktorantka zamie$cita omoéwienie kolejnych etapow
swojej pracy. Na podstawie rycin przedstawiono wyniki wptywu podawania obestatyny
na gojenie przewlekltych wrzodéw blony $luzowej jamy ustnej, na przeptyw krwi w
blonie $luzowej jamy ustnej. Wplyw obestatyny na parametry stresu oksydacyjnego, na
stezenie pro-zapalnej interleukiny-1B oraz oceng makroskopows i histologiczng.
Efektom terapeutycznym towarzyszyly zmiany parametréw w blonie §luzowej dzigsta i
jezyka: spadek poziomu interleukiny 1B, zwigkszenie przeptywu krwi, zmniejszenie
aktywno$¢ MPO, zwickszenie aktywnoséci SOD oraz spadek stgzenia MDA.

Uzyskane, przez Doktorantke wyniki §wiadcza o ochronnym i leczniczym wplywie
peptydéw kodowanych przez gen greliny na rozwdj i przebieg zapalenia blony
$luzowej jamy ustnej, w zastosowanym modelu badawczym. Obserwacje te wskazujg
na potencjalng mozliwo$¢ zastosowania obestatyny w leczeniu zapalenia btony
§luzowej jamy ustnej w warunkach klinicznych.

W Dyskusji Doktorantka analizuje wyniki wtasnych badan i konfrontuje je z
danymi zawartymi w pi$miennictwie, w sposob wskazujacy na znajomos¢ przedmiotu i

krytyczne podejécie do obu zrodel informacii.

Na podstawie przeprowadzonych badan wyciagnigto 8 Wnioskéw, znajdujgcych
podstawe w przedstawionych wynikach znacznie, wzbogacajgc nasza wiedzg¢ na
badany temat. Doktorantka wyciagniete przez siebie wnioski ujmuje w streszczeniu w
sposob bardziej syntetyczny, co moim zdaniem jest korzystniejsze. Autorka stwierdza,
ze obestatyna wykazuje efekt leczniczy, tagodzi przebieg i przyspiesza gojenie
owrzodzen blony $luzowej jamy ustnej. Efekt ten jest zwiazany z przeciwzapalnym
dzialaniem obestatyny w mechanizmie §luzowkowego zmniejszenia stgzenia
interleukiny 1B, zmniejszenia aktywno$é mieloperodsydazy oraz zwigkszenia

aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w btonie §luzowej jamy ustne;.



Czytelnik nie ma watpliwosci jaki byt zakres badan i zastosowane przez Doktorantkg

metody analizy statystyczne;.

Tre$é przedstawionego rozdziatu potwierdza bardzo dobre i doktadne przygotowanie
Doktorantki do podjecia pracy naukowej. Jest odpowiedzialna i §wiadoma wartosci
swojej pracy.

Cytowane Pismiennictwo jest starannie dobrane i pochodzi gtéwnie z ostatnich lat.

Po gruntownym zapoznaniu si¢ z cato$cig. pracy, mog¢ z pelnym przekonaniem
stwierdzi¢, ze nie mam zadnych istotnych uwag krytycznych mogacych podwazy¢ jej
wartosc.

7 obowiazku Recenzenta zglaszam drobne uwagi dotyczace bledow literowych,
stylistycznych lub wynikajagcych z automatycznej korekty przez program
komputerowy. Praca jest napisana przejrzyscie, a samo opracowanie wykonane bardzo
estetycznie. Dobrze oceniam zaréwno koncepcje badan, ich wykonanie, jak i

interpretacje uzyskanych wynikow.

Podsumowujgc stwierdzam, ze przediozona mi do oceny rozprawa doktorska
lek. dent. Agnieszki Ewy Stempniewicz pt.: ,,Leczniczy wptyw obestatyny na gojenie
do$wiadczalnych uszkodzeh blony §luzowej jamy ustnej” speinia wszystkie wymogi
okreélone w ustawie o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i
tytule w zakresie sztuki, stawiane rozprawom doktorskim. Mam przyjemnos¢
wnioskowaé do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki medyczne Uniwersytetu
Jagiellofiskiego, o dopuszczenie lek. dent. Agnieszki E. Stempniewicz do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Ponadto uwazam, ze przedstawiona mi do oceny
dysertacja doktorska stanowi wkiad Doktorantki w zagadnienia zwigzane z
poszukiwaniem rozwigzan dotyczacych ochronnego i leczniczego dzialania obestatyny
w eksperymentalnych modelach uszkodzenia blony $luzowej jamy ustnej, dlatego

Wnosz¢ 0 wyrdZnienie pracy.

0
W/

dr hab. n. med, Renata Polaniak



