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Recenzja rozprawy doktorskiej,

autorstwa Pani mgr Pauliny Katarzyny Rusek-Wala pt: "Angiogenne i
proregeneracyjne wlasciwosci cholesterolu oraz osteogenne dzialanie
biokompozytu modyfikowanego cholesterolem". Praca wykonana pod
kierunkiem Pani dr hab. Agnieszki Krupy prof. UL oraz promotora
pomocniczego Pana dr hab. Przemyslawa Plocinskiego, prof. UL. Praca
realizowana byla w Katedrze Immunologii i Biologii Infekeyjnej Wydzialu

Biologii i Ochrony Srodowiska, Uniwersytetu Lédzkiego .

Ztamanie kosci prowadzi do uruchomienia procesow regeneracji odpowiedzialnych za
odtworzenie jej struktury i wlasciwosci biomechanicznych. Regeneracja ztaman koéci
obejmuje aktywacj¢ wielu czynnikow migjscowych i og6lnoustrojowych. Obok proceséw
powstawania chrzastki i jej kostnienia przebiega rownolegle intensywna angiogeneza
odpowiedzialna za odtworzenie unaczynienia miejsca zlamania. Wzrost liczby naczyn
krwionosnych wigze si¢ ze zwickszeniem przeptywu krwi przez kallus. Proces ten jest bardzo
istotny dla prawidlowego rozwoju fazy anabolicznej regeneracii. Kontynuacja angiogenezy
obserwowana jest rowniez podczas zastepowania tkanki chrzgstnej tkankg kostna. Dopiero w
koficowym okresie regeneracji na skutek przebudowy naczyn krwionos$nych obserwuje sie
zmniejszenie przeptywu krwi w miejscu zlamania. Procesy te podlegaja regulacji przez

zjawiska miejscowe (zapalenie) i ogllnoustrojowe. W swojej rozprawie, Pani mgr Paulina



Katarzyna Rusek-Wala podejmuje si¢ konstrukcji biomateriatu przydatnego do uzupelniania
ubytkow kostnych dotyczacych zwlaszcza zlaman, w ktorych odtworzenie kosci jest
upoSledzone. Zlamania takie stanowig nawet 10% ogolnej liczby  przypadkow.
Skonstruowany kompozyt bedzie nie tylko pokrywal miejsce ubytku, ale Jjednoczesnie dzieki

zawartosci cholesterolu pobudzat angiogenezg oraz procesy regeneracji.

Doktorantka jest wspotautorka 5 prac  oryginalnych opublikowanych w
recenzowanych czasopismach rangi mig¢dzynarodowej. Catkowity IF = 26.956 oraz 700
punkéw MNiSW. Dorobek doktorantki jest bardzo wysoki. Dyzertacja ma charakter
monografii i jest efektem realizacji projektu "Wielofunkcyjne kompozyty aktywne
biologicznie do zastosowan w medycynie regeneracyjnej ukladu kostnego™ (POIR.04.04.00-
00-16D7/18) przeprowadzonego w ramach programu TEAM-NET Fundacji na rzecz Nauki
Polskiej i dotowanego z Europej skiego Funduszu Rozwoju Regionalnego (Unia Europejska).
Ponadto, wyniki doktoratu s3 przedmiotem zgloszenia patentowego pt. “Porowate kompozyty
polimerowo-ceramiczne modyfikowane cholesterolem do zastosowania do wypelnien i
regeneracji tkanki kostnej oraz sposob otrzymywania porowatych kompozytéw polimerowo-

ceramicznych modyfikowanych cholesterolem” (zgtoszenie nr P.447908, z dnia 1.03.2024).

Dyzertacja obejmuje 135 stron i sklada si¢ ze streszczen w jezyku polskim i
angielskim, wstepu (28 stron), rozdziatu Materialy i Metody (23 strony), Wynikéw (40
stron), Dyskusji (14 stron), Podsumowania Wynikéw (1 strona), Wnioskow (1 strona) oraz
literatury (167 pozycji). Struktura i uklad pracy sa prawidtowe. Nalezy podkresli¢ ze
rozprawa zawiera bogate liczace 167 pozycji  pismiennictwo. Dominujg publikacje
anglojezyczne. Wigkszos¢ prac opublikowana byla po roku 2000. Prace cytowane sg

prawidlowo, a ich tematyka jest zbiezna z tematem doktoratu.



Ztamania kosci sa istotnym problemem dla polskiej medycyny regeneracyjnej. Dane
epidemiologiczne z 2022 r. wskazujg na liczbe 146 tys ztaman w Polsce w wiekszosci
zwigzanych z osteoporozg. Koszty ich leczenia siegaja prawie 800 min zlotych/rocznie.
Obszar badan wybrany przez Doktorantke jest aktualny i stanowi odpowiedz na wyzwania

wspdlczesnej medycyny w Polsce.

Cel pracy przedstawiony jest jasno i klarownie. Poprzedzony on jest prezentacja
trzech hipotez badawczych. Zakladaja one wplyw steroli na regeneracje Srodblonka
naczyniowego, podatnosé kompozytu poli laktydowego z dodatkiem wlékien apatytowych do
modyfikacji wybranym sterolem oraz pozytywny wplyw tak uzyskanego materiatu na
regeneracj¢  komorek kostnych i srodblonkowych. Glownym celem dyzertacji jest
wyselekcjonowanie sterolu o najefektywniejszym wplywie na regeneracje naczyn,
biologiczna, fizykochemiczna charakterystyka kompozytu polilaktydowego z dodatkiem
wiokien apatytowych, a nastepnie Jego modyfikacja wybranym sterolem. W koncowe;j czesci
pracy planowana jest ocena bezpieczenstwa i efektywnosci otrzymanego biomateriatu. Tak
sformutowany cel pozwala zaliczy¢ rozprawe jako interdyscyplinarng poniewaz Jjej tematyka
obejmuje nie tylko medycyng regeneracyijna, biologie regeneracji ztaman ale rowniez fizyke i

chemi¢ biomateriatow.

Ocena zastosowanych metod badawczych. Nalezy zaznaczy¢, ze metody stosowane
przez Doktorante byly bardzo zroznicowane i obejmowaty nie tylko procedury in vitro ale
rowniez in vivo. Taki uklad cksperymentalny pozwalat na sprawdzenie efektow uzyskanych
na hodowlach komérkowych, na modelu calego organizmu, zwigkszajagc tym warto$é i
wiarygodno$é otrzymanych wynikdw. Prace in vitro przeprowadzono na roznych modelach

komodrkowych, mysich, szczurzych i ludzkich, adherentnych i nieadherentnych - zapewniajgc



prawidtowe warunki hodowlane i otrzymujgc poprawne wyniki. W badaniach zastosowano
szerokg game nowoczesnych i wiarygodnych metod Fakt ten swiadczy o duzych
umiejetnoéciach laboratoryjnych Autorki dyzertacji. W badaniach stosowano metody oceny
aktywno$ci metabolicznej komoérek (MTT), migracji (test gojenia rany), badania ekspresji
receptorow typu 2 dla VEGF, zawartosci kolagenu (test immunoenzymatyczny), okres$lenie
stresu oksydacyjnego, oceniano tworzenie tubul przez komorki srodblonka. Na uwage
zastuguja metody molekularne pozwalajagce na okreslenie zmian transkryptomicznych
zachodzacych w komorkach pozwalajace przyblizy¢ mechanizm dziatania badanego sterolu
na komorki srodbtonka. W eksperymentach przeprowadzonych na zwierzgtach badane byty
bezpieczefstwo stosowania  otrzymanego biokompozytu oraz jego bioefektywnosc.
Doktoranta uczestniczyla w procedurach badah na zwierzetach dzieki otrzymanemu
wyznaczeniu do pracy na zwierzgtach nr 268W/2021. W czesci metodyczne] przedstawiono
0gllny zarys stosowanych obliczen statystycznych. Doktadne informacje statystyczne opisane
byty pod wykresami w rozdziale Wyniki.

1. W ocenie mozliwego dziatania cytotoksycznego badanych steroli w rozprawie uzyto
test MTT. Jakie inne testy okreslajace cytotoksyczno$é moga réwniez zostad
zastosowane i na czym polega zasada ich przeprowadzania?

2. Badane kompozyty przed eksperymentem zostaly poddane sterylizacji radiacyjnej (str
62 1 65). Prosz¢ Autorke rozprawy o przedyskutowanie problemu czy taki sposob
sterylizacji moze zmieni¢ strukture biomaterialu? Czy chemiczna sterylizacja (mimo
Jej wad) moglaby stanowi¢ lepsze rozwigzanie?

3. Celem oceny ekspresji receptoréw typu 2 na powierzchni komérki zastosowano 0.2%
roztwor Triton X 100 celem rozszezelnienia komorek. Jak wplynat ten etap procedury

na interpretacje otrzymanych wynikow.



Ocena omowienia wynikéw badan. Wyniki zostaty zaprezentowane w rozdziale Wyniki, a
nastgpnie przedyskutowane w czgsei Dyskusja. W tej czgSci rozprawa zawiera klarowne
wykresy z podpisami i szczegolowymi wyjasnieniami, zdjecia biomateriatéw oraz wydruki z
aparatury badawczej. Omawiane rozdzialy sa zaprezentowane w bardzo uporzadkowany
logiczny i klarowny sposob. Wnioski sformutowany sg prawidtowo. Jednakze proponuje aby
w podpisach pod rycinami precyzyjniej okreslié zaleznosci statystyczne, wskazujac konkretne
grupy migdzy ktorymi wyliczono réznice.

Rozprawa ma bardzo wazny aspekt praktyczny. Rezultatem badan jest stworzenie
kompozytu PLA z dodatkiem wiékien apatytowych i modyfikacja ich cholesterolem. Jest on
przeznaczony do leczenia ubytkéw kostnych u pacjentéw ze zlamaniami. Istotnym
problemem, rozwigzanym w wyniku przeprowadzonych badafi, jest wyselekcjonowanie
cholesterolu z posréd innych badanych steroli Jako czynnika korzystnie wplywajacego na
angiogenez¢ (promowanie regeneracji  srodblonka i tworzenia tubul przez komorki
srodblonka). Cholesterol jest skutecznie uzywany do modyfikacji kompozytu. Ponadto
otrzymany kompozyt moze by¢ zasiedlany przez osteoblasty.

W pracy nie stwierdzitem zadnych istotnych nieprawidlowosci. 7 obowigzku recenzenta
chciatbym wskaza¢ nieliczne bledy o charakterze edytorskim lub Jezykowym:
nieujednolicony zapis skrotu TNF a (str 19) lub TNF « (str 30), proponuj¢ unika¢ wyrazow
obcojezycznych np: remodelowanie (str 22), reagent (str 57) oraz sformutowan
nieprawidtowych, takich jak powielane w niektorych publikacjach wyrazenie, “tkanka

plucna”. Wskazane drobne bledy nie umniejszaja mojej wysokiej oceny rozprawy.

Rozprawa doktorska jest oryginalnym rozwigzaniem problemu naukowego. Jest to praca o

duzym poziomie nowatorstwa i potencjalnie istotnym wplywie na rozwoj dyscypliny



naukowej. Autorka przedstawita dowody naukowe korzystnego wplywu cholesterolu jako
sktadnika kompozytu PLA z dodatkiem widkien apatytowych i wykazata przydatnosé
otrzymanego biomateriatu do zaopatrzenia ubytkéw kostnych. Najbardziej nowatorska
czg$cig pracy sg badania transkryptomiczne, ktore pokazujg mechanizm wplywu cholesterolu
na komorki srodblonka.

Ze wzgledu na wysoka jako$¢ badan, walory aplikacyjne oraz innowacyjno$é wnioskuje o
wyrdznienie rozprawy. Praca doktorska przygotowana przez Panig mgr Rusek-Wala dowodzi
dojrzatosci naukowej Autorki, zdolnosci do logicznego myslenia, prawidtowego
formufowania wnioskéw, posiadania duzej wiedzy teoretycznej oraz wskazuje na duze
dos$wiadczenie w postugiwaniu sig roznymi technikami eksperymentalnymi.

Wstep do pracy jest wyczerpujgcym opisem procesow zapalenia i regeneraciji $rodblonka,
» zastosowania kompozytow biologicznie aktywnych w regeneracji oraz dyskutuje role steroli
W procesie regeneracji. Prosze Autorke rozprawy o zaprezentowanie swojej opinii dotyczacej

regulacyjnej roli zapalenia w procesie regeneracji kosci.

Podsumowanie i opinia konicowa.

Rozprawa doktorska autorstwa Pani mgr Pauliny Katarzyny Rusek-Wala jest
interdyscyplinarng monografiag o duzym stopniu nowatorstwa. Praca ta jest oryginalnym
rozwigzaniem problemu badawczego. Techniki badawcze stosowane przez Autorke sa
wiarygodne i nowoczesne. Przedlozona do oceny praca doktorska spetnia warunki stawiane
pracom doktorskim w Ustawie art. 187, ust. 1-2 z dnia 20 lipca 2020 r. - Prawo o
Szkolnictwie Wyzszym i Nauce (Dz.U. 2022, poz574). Uprzejmie prosze Komisje
Uniwersytetu Lddzkiego ds. Stopni Naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o
dopuszczenie Pani mgr Pauliny Katarzyny Rusek-Wala do dalszych etapéw postepowania

doktorskiego.

/ whe Dhob



