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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr inz. Justyny Folkert

»Wplyw ramnogalakturonanu-I na proces osteointegracji. Badania in vitro”

W przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej jej autorka, mgr inz. Justyna Folkert
podejmuje zadanie ewaluacji dwodch typéw ramnogalakturonanu-I w kierunku ich
zastosowania jako warstw modyfikujgcych powierzchni¢ wszczepow srodkostnych.

Do gléwnych czynnikéw majacych wplyw na proces osteointegracji, czyli
bezposredniego polaczenia strukturalnego i czynnosciowego implantu z tkankg kostna,
zalicza si¢ przede wszystkim rodzaj warstwy wierzchniej wszczepu. Z tego wzgledu
powierzchnie wszczepéw poddawane sg réznorodnym modyfikacjom zwigkszajgcym
trwalos¢ potgczenia implant-kos¢ oraz wplywajacych pozytywnie na sam proces gojenia sig
tkanek na styku z powierzchnig implantu. Chociaz sukces w leczeniu implantoprotetycznym
jest wynikiem wielu opracowanych juz procedur, niestety, w niektérych przypadkach proces
gojenia nie zachodzi prawidlowo. Co wigcej, cho¢ tylko w kilkuprocentowym wymiarze,
implantologiczne niepowodzenia mogg nawet prowadzi¢ do usunigcia wszczepu z organizmu.
Nowg strategig rozwiazania tego problemu moze si¢ sta¢ pokrycie implantu biomaterialem
stanowigcym dodatkowe rusztowanie, ulatwiajace komoérkom zasiedlanie i prawidlowe
funkcjonowanie.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska Pani mgr inz. Justyny Folkert,
doskonale wpisuje si¢ w ten nurt badan i jest poswigcona analizom wlasciwosci
biologicznych niemodyfikowanego (PU) oraz modyfikowanego (PA) ramnogalakturonanu-I
(RG-I) wyizolowanego z ziemniaka. Niemodyfikowany RG-I jest polimerem zbudowanym z

naprzemiennie polgczonych reszt kwasu D-galakturonowego i L-ramnozy, gdzie w tancuchu
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PI,_ECWL znym ramnozy wystepuja polaczone w sposob liniowy lub rozgateziony reszty L-

EIESNbinozy i/lub D-galaktozy. Zastosowana w przedstawionej dysertacji enzymatyczna
modyfikacja RG-I miala na celu usunigcie podstawnikéw arabinozylowych, co wplyneto na
zwigkszenie dostgpnosci reszt galaktozylowych.

Praca zostala wykonana pod kierunkiem prof. dr. hab. Korneliusza Mikscha oraz
kopromotora dr Katarzyny Gurzawskiej. Dr Gurzawska od kilku lat prowadzi z sukcesem
badania nad osteointegacja w implantologii jamy ustnej oraz modyfikacjami powierzchni
tytanowych implantéw dentystycznych. Rozprawa doktorska mgr inz. Justyny Folkert wpisuje
si¢ w ten niezwykle interesujacy nurt badan. Badania przedstawione w dysertacji byly
prowadzone wieloosrodkowo (na Wydziale Periodontologii Uniwersytetu Medycznego
Charite w Berlinie (Niemcy), w Centrum Biotechnologii Politechniki Slaskiej w Gliwicach
oraz w Szkole Stomatologii Uniwersytetu w Birmingham w Wielkiej Brytanii), co nalezy
podkresli¢ jako niezwykle wazny czynnik dla rozwoju mtodej kadry naukowe;j.

Rozprawa doktorska zostala napisana w oparciu o cykl trzech powigzanych
tematycznie publikacji, w ktérych Pani mgr inz. Justyna Folkert jest pierwszym autorem.
Uwzgledniajgc zalaczone do recenzowanej pracy oswiadczenia wspolautoréw stwierdzam
bezsprzecznie, ze Doktorantka pelnila w tych badaniach kluczowg role. Material zawarty w
oryginalnych publikacjach zostal opublikowany w angloj¢zycznych czasopismach
International Journal of Nanomedicine, Starch i Engineering of Biomaterials. Komentarz do
rozprawy obejmuje lgcznie 48 stron maszynopisu i zawiera przedmowg, streszczenie w
jezyku polskim i angielskim, indeks skrétow, wprowadzenie, wyraznie zaznaczony cel pracy,
materiaty i metody, wyniki i ich dyskusje, podsumowanie oraz wykaz stosowanej bibliografii.
Na koncu zostaly dolaczone trzy publikacje, bedace podstawa o ubieganie si¢ o stopien
doktora, a takze dwie publikacje wspotautorstwa Pani Folkert, bedace uzupelnieniem
merytorycznym przedstawionego tematu.

Catkowity wspotczynnik wpltywu Impact Factor dla cyklu publikacji bedacych
podstawa do ubiegania si¢ o stopien doktora wynosi 6,543 (67 pkt MNiSW), a sumaryczny /F
wszystkich publikacji, w ktorych Doktorantka jest wpolautorem to 14,286 (137 pkt MNiSW),
co jest wynikiem bardzo dobrym, jak na ten etap kariery naukowej. Uzyskane wyniki zostaly

otrzymane w oparciu o realizacje dwoch projektow finansowanych ze srodkoéw Unii
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opejskiej w ramach dziatan Maria Sktodowska-Curie oraz przez Politechnike Slaska w
wicach.

Zadania badawcze zaplanowane przez Doktorantkg zostaly w pelni zrealizowane. Do
osiggnigcia zalozonych celow Doktorantka zastosowala podejscie oparte na wykorzystaniu
hodowli homorek in vitro, analizy mikroskopowe, klasyczne techniki biologii molekularnej
t.j. reakcja tancuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym z odwrotng transkrypcja i z
analizg pomiaru ilosci produktu w czasie rzeczywistym oraz testy funkcjonalne. Jako modele
komodrkowe Pani Folkert wykorzystala zarowno komorki pierwotne (mysie osteoblasty
izolowane z  koSci  czaszki, fibroblasty  dzigsta ludzkiego  oraz  ludzkie
polimorfonuklearne leukocyty krwi obwodowej), jak roéwniez ustalong lini¢ komodrkowa
MC3T3-E1 (mysie, prawidlowe osteoblasty). Dobdr w/w modeli jest niezwykle trafny biorac
pod uwage ich udzial w procesie osteointegracji. Osteoblasty znajdujace si¢ na zewngtrznej
powierzchni blaszek kostnych sa odpowiedzialne za syntezg, a nastgpnie mineralizacj¢
macierzy kostnej. Z kolei sposrod roznych typow komorek, jakie wystgpuja w blonie
§luzowej dzigsta najliczniej reprezentowane sg fibroblasty, ale spotyka sie rowniez inne typy
komorek, w tym charakterystycznych dla tkanki lgcznej komorki tuczne, makrofagi, komorki
plazmatyczne czy granulocyty. Czes$¢ eksperymentalna pracy koncentruje si¢ wokol pigciu
glownych zagadnien t.j. 1) okreslenia wplywu niemodyfikowanego oraz modyfikowanego
ramnogalakturonanu-I na aktywnos¢ proliferacyjng i metaboliczng modeli komdrkowych, 2)
obrazowania morfologii komodrek za pomoca mikroskopii $wietlnej i skaningowego
mikroskopu  elektronowego, 3) analizy cyklu komoérkowego za  pomocy
sortowania heterogennej mieszaniny komorek aktywowanych fluorescencja (FACS), 4) oceny
stopnia mineralizacji oraz 5) ilosciowego okreslenie relatywnej ekspresji wybranych genow.
Z niezwykle cennych z mojego punktu widzenia obserwacji wynikajacych z prowadzonych
prac nalezy wymieni¢ m.in. wykazanie, ze w odpowiedzi na obecno$¢ niemodyfikowanego
(PU), a zwlaszcza modyfikowanego (PA) RG-I komorki wykazujg zwigkszong aktywnosé
proliferacyjna i metaboliczng oraz moduluja przebudowg mikrosrodowiska na drodze
proteolizy skladnikéw substancji migdzykomoérkowej z zaangazowaniem receptorow i
cytokin.

W pracy nie znajduj¢ powazniejszych bledow edytorskich czy tez istotnych

niedociggnie¢. Sposrod tych pierwszych mozna zwroci¢ uwage na blad w schemacie
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edstawiajgcym kolejne etapy badan in vitro (pomiar proliferacji BrdV zamiast BrdU oraz
genow mysich pisane wielkg literg)

Wymienig¢ natomiast kilka uwag merytorycznych dotyczacych tresci polskojezycznego
komentarza:

1. Doktorantka konsekwentnie uzywa sformutowan wskazujacych na to, ze arabinoza ma
struktur¢ fancuchowg, a nie jest monosacharydem, np. ,modyfikowany RG-1 o
krétszych lancuchach arabinozy” lub ,w lancuchu bocznym ramnozy mogg
wystepowa¢ liniowe lub rozgal¢zione reszty D-galaktozy, L-arabinozy Iub
arabinogalaktany” lub ,enzymatycznie modyfikowany RG-I, charakteryzujacy sig¢
krétszymi tancuchami bocznymi arabinozy”

2. Pani Folkert uzywa nazewnictwa ,szczep E. coli”, nie podajgc jednak konkretnej
nazwy tego szczepu. E. coli to nazwa gatunkowa, a nie identyfikacja konkretnego
szczepu. W tym punkcie mam tez pytanie, czy w ogdle powinna by¢ uzyta nazwa
»szcezep”. W oryginalnym artykule w sekcji Materialy i Metody umieszczona jest
informacja ,,PMN were treated with. E. coli serotype O26:B6 LPS”. Prosz¢ wobec
tego o ustosunkowanie si¢ do tej uwagi.

3. Na str. 11 widnieje wniosek, iz ,,zastosowanie RG-I moze wplywa¢ na stabilnosc

implantow”. W jaki sposob? Poprosz¢ o odpowiedni komentarz

Poza tym lektura zalgczonych artykuléw stanowigcych podstawe do ubiegania si¢ o

stopien doktora rowniez nasunefa mi pewne watpliwosci:
A. Artykul “Nanocoating with plant-derived pectins activates osteoblast response in
vitro”.

1. Detekcja RG-I na powierzchni plytek do hodowli komérek

“After 21 days of cell culture, the results still showed presence of PU and PA, but with lower
amount than before the in vitro test” oraz “The proliferation of WT cells at PA was higher
than at PU, and proliferation at PU was higher than at the control TCPS surface in each period
of time, 12, 24, 48, and 72 hours.”
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-.‘ @y roznice w ilosci PU I PA sg znamienne statystycznie, gdyz spadek w stosunku do

rtosci wyjsciowych jest niewielki?

2. W artykule znajduja si¢ sprzeczne informacje dotyczace wptywu RG-I na procesy

proliferacji i mineralizacji

Na str 243 znajdujemy informacj¢ “RG-I coating did not influence the proliferation of
MC3T3-El and primary osteoblasts as compared to the uncoated controls after 12, 24, 48, and
72 hours (Figure 3)”. Z kolei na str 247 czytamy “The highest proliferation (BrdU) of
MC3T3-E1l and WT cells at different end points was reported on PA-coated surface with high
content of galactose” .

Podobne niescistosci dotycza pomiaru stopnia mineralizacji (str 243 “The mineralization
assay showed no significant increase in matrix deposition for cells cultured on surfaces coated
with PU and PA compared to control TCPS for MC3T3-E1 and WT after 3, 7, 14, and 21
days”, a na str 247 “In this study, we proved that high content of galactose, present in PA and
PU, promoted osteoblasts to produce mineralized matrix”. Podobna niesécislo§é¢ widnieje w
opisie wynikow dla analizy cyklu komorkowego metodg FACS. Prosze wigc o przygotowanie

odpowiedniego komentarza.

B. Artykut ,Plant-derived rhamnogalacturonan-I’s modulate proinflammatory cytokine

gene expression in neutrophils stimulated by E. coli LPS and P. gingivalis bacteria”

Jako model komorkowy Pani mgr inz. Justyna Folkert zastosowala ludzkie
polimorfonuklearne leukocyty krwi obwodowej (ang. polymorphonuclear leukocytes, PMN).
W komentarzu polskim Doktorantka uzywa terminu pierwotne ludzkie neutrofile na

okreslenie tych komorek. Proszg o wyjasnienie definicji komorek PMN.

Podsumowujac, przedstawiong do recenzji dysertacj¢ oceniam bardzo wysoko, a
powyzsze uwagi majg na celu jedynie korektg pracy. Cele zostaly jasno okreslone, a cykl
eksperymentalny dobrze przemyslany. Dlatego stwierdzam, ze rozprawa mgr inz. Justyny
Folkert spetnia wszystkie warunki stawiane rozprawom doktorskim. Z pelnym przekonaniem

wnioskuje wigc do Rady Wydzialu Inzynierii Srodowiska i Energetyki Politechniki Slgskiej o
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jecie rozprawy i dopuszczenie mgr inz. Justyny Folkert do dalszych etapow przewodu
torskiego.

Jednoczesnie chciatabym podkresli¢, iz dorobek naukowy Pani mgr inz. Justyny Folkert
jest wysoki, jak na ten etap rozwoju kariery naukowej. Jest ona wspotautorem szesciu prac
naukowych, w tym czterech opublikowanych w czasopismach ujetych w zbiorach Journal
Citation Report (dwie prace w [nternational Journal of Nanomedicine, jedna praca w Starch
oraz jedna w Journal of Biomedical Materials Research Part A). Pozostale dwa artykuly
ukazaly si¢ w Engineering of Biomaterials i Archives Of Environmental Protection. Z tego
wzgledu oraz z uwagi na znaczacy wkiad w poszerzenie i weryfikacje dotychczasowej
wiedzy naukowej, wnioskuj¢ by wyrézni¢ recenzowana pracg doktorska, jezeli oczywiscie
zostang spelnione wszystkie kryteria wymagane przez Rade Wydzialu Inzynierii Srodowiska
i Energetyki Politechniki Slaskie;j.
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