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Recenzja rozprawy doktorskiej magister inzynier Anny Mieszkowskiej zatytulowanej
»0cena in vitro wiasciwosci przeciwzapalnych ramnogalakturonanu-I do zastosowania w

modyfikacji powierzchni tytanowych implantéw stomatologicznych”

Przedstawiona do oceny dysertacja zostata wykonana pod kierunkiem promotora pana
prof. dr hab. inz. Korneliusza Mikscha z Politechniki Slaskiej oraz kopromotora pani dr n. med.
Katarzyny Gurzawskiej z Uniwerystetu w Birmingham.

Formalny opis rozprawy

Rozprawa zostata przedstawiona jako zestaw trzech publikacji doswiadczalnych, co jest
zgodne ustawg z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. 2003 Nr 65 poz. 595 z pOzniejszymi zmianami), ktora
stwierdza, ze rozprawa doktorska moze miec forme ,(...) spdjnego tematycznie zbioru artykutéow
opublikowanych lub przyjetych do druku w czasopismach naukowych (...)". Artykuty te, zostaty
przedstawione jako zataczniki rozprawy, a poprzedzaja je: streszczenia w jezyku polskim
i angielskim, wykaz skrotow, wprowadzenie, tezy i cele pracy, materiaty i metody, omdwienie
i dyskusja wynikow oraz wnioski koncowe. Poniewaz zgodnie z w/w ustawa, rozprawe
doktorska moze stanowic ,(...) samodzielna i wyodrebniona czes¢ pracy zbiorowej, jezeli wykazuje
ona indywidualny wktad kandydata przy opracowywaniu koncepcji, wykonywaniu czesci
eksperymentalnej, opracowaniu i interpretacji wynikow tej pracy (..)", stad Doktorantka zebrata
oswiadczenia od wszystkich wspotautorow publikacji, w ktorych oszacowano procentowy
udzial zaangazowania poszczegolnych wykonawcow. Wedtug przedstawionej dokumentacji
udziat Doktorantki miescit sie w zakresie 40-60%. Tu prositabym o szczegotowe wyjasnienie
podczas publicznej obrony, jaka role odgrywata pani Mieszkowska w procesie powstawania
poszczeg6lnych publikacji. Do rozprawy dotaczone zostaty réwniez dwie publikacje
dosSwiadczalne stanowigce uzupetnienie wiodacego tematu pracy, ktorych pani Mieszkowska

jest wspotautorem, a w ktorych jej udziat procentowy wynosit odpowiednio 5% i 15%.

Ocena merytoryczna pracy
Rozprawa doktorska koncentruje sie na badaniach dotyczacych zastosowania

ramnogalakturonanu-I (RG-I) w modyfikacji powierzchni tytanowych implantow
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stomatologicznych. Jak podkreslita Doktorantka, wspétczesna, preznie rozwijajaca sie
implantologia praktycznie nie istnieje bez rozbudowanego zaplecza inzynierii biomateriatow,
ktorej celem jest uzyskanie zwigzkéw o wysokiej biozgodnosci, ktore sprzyjatyby
osteointegracji, dziataly antybakteryjnie, a jednoczes$nie nie prowadzity do nadmiernej
aktywacji uktadu immunologicznego. Prowadzone badania zdecydowanie wpisuja sie wiec

w nurt aktualnych probleméw kliniczno-epidemiologicznych, bowiem wzrastajacej liczbie
pacjentow poddawanych zabiegom implantacji towarzyszy wysoki odsetek odrzutéw tych
materiatow.

Wstep stanowi bardzo dobre wprowadzenie w problematyke rozprawy. Na uwage
zastuguje szczegdétowy opis mechanizmu procesu osteointegracji, co zostato okraszone
stosownym schematem oraz obecnie stosowanych modyfikacji implantow, w tym wykorzystanie
ramnogalakturonanu-I. Autorka opisuje réwniez najczestsze przyczyny zaburzen procesu
osteointegracji, podkreslajac problematyke generacji biofilmu nazebnego, ktéry kumulowany
w kieszonkach dzigstowych prowadzi do dysbiozy flory bakteryjnej, promujac rozwoj gatunkow
patogennych. Tezy i cele pracy zostaty jasno sprecyzowane i odpowiadaja poszczegdlnym
publikacjom badawczym ujetym w niniejszej rozprawie. Opis metodyki jest pobiezny, co nie
stanowi zarzutu, gdyz kazdorazowo czytelnik rozprawy jest odsytany do zataczonych publikacji.
Omowienie uzyskanych wynikow i ich dyskusja jest najlepsza czeScia tej pracy. Zostata ona
napisana ciekawie, wywod poprowadzono logicznie, a poczynione obserwacje odniesiono do
danych literaturowych. Prace wiencza wnioski koncowe, ktére nie zawsze zostaly wtasciwie
sformutowane. Przyktadowo (wniosek 1), na podstawie wynikow prowadzonych badan nie
mozna wnioskowac, ze zahamowanie stanu zapalnego wplywa na obserwowang aktywnos¢
proliferacyjna, metaboliczng, czy mineralizacje. Podobnie w przypadku wniosku nr 2. Zwigzek
przyczynowo-skutkowy nie zostat bowiem wykazany w zadnej z prac, a mozna jedynie go
rozwazac jako jeden z hipotetycznych mechanizmdéw.

W sktad przedstawionej do oceny rozprawy doktorskiej wchodza trzy wieloautorskie
publikacje, ktéorych Doktorantka jest pierwszym autorem. Prace skonstruowane sa wedtug
podobnego schematu. Przedstawiaja szczegétowo obserwacje zmian patofizjologicznych, jakie
zachodza in vitro w komérkach zainfekowanych Porphyromonas gingivalis w obecnosci
ramnogalakturonanu-I oraz jego enzymatycznie modyfikowanej formy z krotszymi tancuchami
zawierajacymi arabinoze. Uzyskane wyniki stanowia ciekawe obserwacje, jednakze w zadnej
z prac nie podjeto proby wyjasnienia ich mechanizmu molekularnego. Wszystkie publikacje
zostaty oparte na podobnym szablonie polegajacym na ocenie podstawowych parametréw
typowych dla funkcji badanych populacji komodrek, w tym ostoblastow, fibroblastéw i

makrofagéw. Zaleta tego zabiegu jest kompleksowy obraz wptywu badanych pektyn na rézne
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rodzaje komorek o istotnej roli w procesie osteointegracji. Nie zastepuje to wprawdzie badan in
vivo, niemniej jednak przybliza nas do ostatecznego zdefiniowania dziatania tych zwigzkow w
Zywym organizmie. W mojej opinii zastosowano prawidtowa metodologie naukowag, typowa dla
tego typu artykutow. Ponadto biorac pod uwage, ze zostaty one opublikowane w recenzowanych
czasopismach (ang. peer review) i przyjete do druku przez niezaleznych redaktoréw, nie mam
wiekszych zastrzezen do ich tresci.

Pierwsza z publikacji zatytutowana ,Plant-derived pectin nanocoatings to prevent
inflammatory cellular response of osteoblasts following Porphyromonas gingivalis infection.”
opublikowana w [International Journal of Nanomedicine koncentruje sie na osteoblastach.
Badania prowadzone na komdrkach mysich wykazaty, ze stosowane pektyny wzmagajg proces
proliferacji, aktywno$¢ metaboliczng oraz mineralizacje. Jednoczesnie wykazano, ze
zastosowanie szczegolnie modyfikowanego ramnogalakturonanu-I redukuje odpowiedz zapalna
tych komoérek. Druga z prac opublikowana w czasopiSmie Journal of Biomedical Materials
Research Part A nosi tytut ,Pectin nanocoating reduces proinflammatory fibroblast response to
bacteria.” i stanowi kontynuacje badan nad zastosowaniem badanych pektyn. W niniejszej
publikacji wykazano ten sam fenomen, ktéry opisano w pierwszej z prac, ale w tym wypadku
postuzono sie modelem pierwotnych, ludzkich fibroblastéw. Celem trzeciej publikacji pt.: ,Pectin
coating of titanium and polystyrene surfaces modulates the macrophage inflammatory response.”,
ktora ukazata sie w European Journal of Biological Research byta ocena analogicznych jak
poprzednio zmian, ale w modelu pierwotnych ludzkich makrofagow rdéznicowanych
z monocytow krwi obwodowej. Uzyskane wyniki koreluja z tymi, ktore otrzymano w toku
wczesSniejszych  prac, bowiem  potwierdzaja  antyzapalng role  modyfikowanego

ramnogalakturonanu-I.

Pytania i uwagi
W zwigzku z lektura rozprawy Doktorantki mam dwa pytania:

1. Najciekawszym aspektem badan nad antyzapalna rolg pektyn jest poznanie mechanizmu
ich dziatania. Poniewaz nie podjeto proby tego typu analiz w przedstawionej do oceny
pracy, to prosze o (1) syntetyczne omoOwienie, jakie mechanizmy antyzapalne pektyn
zostaty dotychczas udowodnione, (2) zaprezentowanie na podstawie wtasnych wynikow
badan lub analiz, hipotetycznych $ciezek przekazu sygnatu komorkowego, w ktorych
rzeczony ramnogalakturonan-l i/lub jego pochodne mogtyby bra¢ udziat, (3)
przedstawienie przyktadowego planu badan, ktéry mogtby postuzy¢ identyfikacji tych

mechanizmow.
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2. Prosze o wyjasnienie, dlaczego w publikacji pierwszej i drugiej nie przedstawiono
wynikoéw uzyskanych dla komorek niezainfekowanych, a traktowanych pektynami jako
kontroli? Ramnogalakturonan-l znaczgco wpitywa na fizjologie komérek nie
infekowanych P. gingivalis (publikacja 4), wiec istotnym jest uwzglednienie tego

dziatania w ostatecznej interpretacji wynikow uzyskanych dla komorek zainfekowanych.
Nie zgtaszam uwag wzgledem przedstawionej mi do oceny pracy.

Ocena edytorska

Rozprawa pani magister Mieszkowskiej podzielona jest na podrozdziaty i sktada sie ze:
streszczen w jezyku polskim i angielskim, spisu stosowanych skrotéw, wstepu, tez i celu pracy,
materiatow i metod, omowienia i dyskusji wynikow, wnioskow koncowych oraz spisu literatury.
Posiada takze zatgczniki, jakimi sa: teksty trzech publikacji doswiadczalnych (omowionych
powyzej, stanowigcych podstawe dysertacji) oraz pozostatych dwoch (réwniez wspétautorstwa
Doktorantki, ktore tematycznie nawigzujg do tematu rozprawy). Wspomniane powyzej
oswiadczenia wspoétautoréw prac nie stanowia integralnej czesci rozprawy, ale zostaly
udostepnione Recenzentowi. Praca zostala ztozona z nalezytg starannoscia. Zadbano oprawe

graficzng i stosowne schematy, ktére utatwiaja lekture tematu.

Podsumowanie

Podsumowujac, nalezy zaznaczy¢, Ze badania prezentowane w publikacjach pani
Mieszkowskiej prezentujg poprawny warsztat naukowy. Przeprowadzone przez Doktorantke
badania stanowig logiczny cigg analiz i sa spojne tematycznie. Uzyskane wyniki pogtebity wiedze
dotyczaca wptywu ramnogalakturonanu-I i jego modyfikowanych form na fizjologie komérek
obecnych w przyzebiu (osteoblasty, fibroblasty 1 makrofagi), zakazonych najczesciej
identyfikowanym w tej chorobowo zmienionej tkance gatunkiem bakterii, jakim jest P.
gingivalis. Pragne na zakonczenie podkresli¢ znaczaca aktywnos¢ naukowa Doktorantki, ktdrej
wymiernym efektem sg nie tylko publikacje wchodzgce w sktad niniejszej dysertacji, ale réwniez
pozostate dwa artykuly, co jest znaczacym dorobkiem naukowym. Przedstawiona rozprawa
doktorska spetnia wszelkie wymogi stawiane tego typu rozprawom i wnosze do Rady Wydziatu
Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Slaskiej o dopuszczenie mgr Anny Mieszkowskiej

do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Dr hab. Joanna Koziet
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