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Recenzja rozprawy doktorskiej Pani mgr Pauliny Rusek-Wali

pt. ,,Angiogenne i proregeneracyjne wlasciwosci cholesterolu oraz osteogenne dzialanie

biokompozytu modyfikowanego cholesterolem”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska pt. ,,Angiogenne i proregeneracyjne wlasciwosci
cholesterolu oraz osteogenne dzialanie biokompozytu modyfikowanego cholesterolem” zostata
wykonana przez Panig mgr Pauling Rusek -Wale pod opieka Pani dr hab. Agnieszki Krupy prof. UL
oraz promotora pomocniczego Pana dr hab. Przemystawa Plocinskiego, prof. UL. Praca stanowi
spojng tematycznie monografig, opracowang zgodnie z wytycznymi okre$lonymi dla oryginalnych

prac naukowych.

Przedmiotem rozprawy byly badania dotyczace oceny potencjalnej roli cholesterolu w
procesach regeneracji $rodblonka naczyniowego i tkanki kostnej. Tematyka badan podjetych przez
Panig mgr Rusek-Walg jest uzasadniona. Poszukiwanie substancji aktywnych biologiczne celem
modyfikacji kompozytéw o zastosowaniu terapeutycznym u pacjentéw z dysfunkcjg tkanki kostnej
stanowi jeden z gtéwnych celdow medycyny regeneracyjnej. Dziatanie materiatow polimerowych
stosowanych w celu regeneracji tkanek jest czgsto zwiazane z kierowaniem aktywno$cig komorek

celem odbudowy uszkodzonej struktury tkanki oraz aby przywrocic jej funkcjonalnose.
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Szczegolowe cele pracy obejmowaly: selekcje zwigzku biologicznie aktywnego spo$rod
grupy steroli o najwigkszym potencjale promujacym proces regeneracji naczyn, charakterystyke
fizyko-chemiczna i biologiczng oraz modyfikacje kompozytu polilaktydowego z dodatkiem widkien
apatytowych wybranym sterolem, a takze oceng¢ efektywnosci jego dzialania i bezpieczenstwa

biologicznego.

Autorka badan postawita hipotezy, ze badane sterole, w tym cholesterol, wykazujg silny
potencjal proregeneracyjny wobec komorek srodblonka naczyn i moga one stanowi¢ dobry

komponent do modyfikacji kompozytu polilaktydowego z dodatkiem wiokien apatytowych.

Recenzowana rozprawa doktorska zawiera nast¢pujace rozdzialy: Wstep, Uzasadnienie
podje¢cia tematu, Hipotezy badawcze, Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja,
Podsumowanie wynikow, Whnioski, Literatura. Dodatkowo w opracowaniu zamieszczono: zrddto
finansowania, dorobek naukowy Doktorantki, informacje dotyczace zgloszenia patentowego,

streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz wykaz skrotow.

Uzasadnienie podjgcia tematu badawczego oraz koncepcja badan zostala poprzedzona
obszernym wstepem teoretycznym, w ktérym Autorka dokonata charakterystyki stanu zapalnego
srédbtonka naczyniowego, wskazujac najwazniejsze czynniki majace wpltyw na jego rozwdj, m.in.
stres oksydacyjny oraz wystepowanie choréb tj. otytos¢, cukrzyca, zespdt metaboliczny. Syntetycznie
zostaty opisane zmiany w komorkach $rodblonka na poziomie trankryptomu i szlaki sygnatowe.
Doktorantka przygotowata réwniez obszerny podrozdzial, w ktérym przedstawila role biatek
regulujacych angiogeneze i proces regeneracji §rodbtonka. Pragne podkresli¢, wysokie umiejetnosci
Pani Mgr Pauliny Rusek -Wali w redagowaniu syntetycznych i ciekawych opracowan tresci
naukowych, czego przyktadem moga by¢ podrozdzialy dotyczace opisu mechanizméw zachodzacych
w czasie regeneracji $rodblonka. Uzupetnieniem rozdziatu Wstgp sg przejrzyste i staranne autorskie

ryciny (ryc.2, ryc.3, ryc.4), ktore stanowig dobre dopetnienie tekstu.

W obszernej czgéci do§wiadczalnej zostata oceniona: aktywno$é metaboliczna, stres oksydacyjny,
migracja oraz ekspresja powierzchniowych receptorow komoérek §roédbtonka naczyniowego HMEC-
1 w odpowiedzi na stymulacj¢ badanymi sterolami, w tym cholesterolem. Jedocze$nie dokonano
pomiaru stgzenia kolagenu I wydzielanego przez te komorki po stymulacji sterolami. Badania

przeprowadzono na komdrkach §rédbtonka naczyniowego cztowieka HMEC-1.
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Niezwykle interesujgca cz¢§¢ badan stanowity te, w ktoérych oceniono tworzenie si¢ tubul przez
komorki $roédbtonka w $rodowisku macierzy zewnatrzkomorkowej ze zredukowang zawarto$cig
czynnikdéw wzrostu. Za zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Do$wiadczen na zwierzetach z siedzibg
przy Uniwersytecie Medycznym w Lodzi zaprojektowano interesujgcy eksperyment, w ktorym
oceniono kietkowanie krazkow aorty piersiowej izolowanej od szczuréw (samcoéw) rasy Wistar w
odpowiedzi na stymulacj¢ cholesterolem — test Aorta Sprouting assay. W opisie protokotu wykonania
pojawito si¢ niezbyt trafne sformutowanie cyt: “komérki inkubowano przez 30 minut w warunkach
inkubatora...” , w mojej opinii nalezy poda¢ parametry procesu inkubacji tj. temperaturg oraz stgzenie
CO,, wilgotnoé¢é. Dopelieniem badan biologicznych na modelu komoérkowym byty analizy
transkryptomiczne i ekspresji wybranych genéw w komorkach $rédbtonka naczyniowego po

stymulacji cholesterolem.

Drugg, eksperymentalng cze$¢ rozprawy doktorskiej stanowity innowacyjne badania bioinzynieryjne,
majgce na celu zaprojektowanie i otrzymanie wysoce biokompatybilnych kompozytow
polilaktydowych z dodatkiem widkien apatytowych modyfikowanych cholesterolem. Kompozyty na
potrzeby niniejszych badan zostaly zaprojektowane i wytworzone przez zespét dr. inz. Moniki
Bierat z grupy Badawczej Biomateriaty, Sie¢ Badawcza Lukasiewicz - Instytut Ceramiki i
Materiatéw budowlanych w Warszawie. Kompozyty modyfikowano cholesterolem w dwdéch
postaciach jako wysoce oczyszczony rozpuszczalny w etanolu oraz proszek rozpuszczalny w wodzie.
Modyfikowane kompozyty zostaty poddane badaniom cytobiozgodnosci zgodnie z normg ISO -
10993-5-2009), w ktorym oceniono aktywno$¢ metaboliczng linii mysich fibroblastow (1.929).
Dodatkowo, Doktorantka wykonata takze analogiczne badania stosujac osteoblasty cztowieka hFOB
1.19. co jest uzasadnione w kontekscie badan in vivo, zaproponowanych w dalszej czesci projektu,
ktére dotyczyly bezpieczefstwa stosowania kompozytu, stosujac test miejscowej odpowiedzi
tkankowej i reakcji uogélnionej na wszczepiony zwierzgtom do$wiadczalnym biomateriat.
Eksperymentem o przetomowym znaczeniu dla osiagnigcia zatozonych celéw badawczych niniejszej
rozprawy w mojej opinii byto badanie bioefektywnosci zarastania ubytkow w kosciach czaszki po
implantacji kompozytow niemodyfikowanych oraz modyfikowanych cholesterolem. Pani mgr
Paulina Rusek-Wala uczestniczyla w badaniach in vivo na podstawie posiadanego wyznaczenie do
pracy na zwierzgtach (nr 268W/2021). Analiz¢ histopatologiczng kompozytéw po deplantacji od

szczur6w wykonano w akredytowanym laboratorium diagnostyki histologicznej i cytologicznej

Uniwersytet Slaski w Katowicach

Wydziat Nauk Przyrodniczych

Instytut Biologii, Biotechnologii i Ochrony Srodowiska

ul. Jagielloriska 28, 40-032 Katowice

tel.: 32 20 09 592, 32 20 09 461, e-mail: ibbios.wnp@us.edu.pl

www.us.edu.plfinstytut/ibbios "r y
| o B



W ' UNIWERSYTET SLASKI
| W KATOWICACH

Cytopath w Lodzi. Pani mgr Paulina Rusek -Wala asystowata w analizie obrazow mikroskopowych
preparatow przekrojow poprzecznych kompozytow. W mojej opinii tytul podrozdzialu 5.2.21
powinien brzmie¢: ,,Analiza histopatologiczna kompozytéw po deplantacji od szczuréw (modele in
vivo)”, a nie ,,Analiza histopatologiczna kompozytow po implantacjach do szczuréw (modele in
vivo)”, gdyz opis dotyczy badan wykonanych na juz wyizolowanych od zwierzat kompozytéw, tym

samym tytul jest nieadekwatny do tre$ci podrozdziahu.

W celu osiagnigcia zatozonych celow badawczych Doktorantka stosowata réznorodne metody
biologiczne, w tym techniki immunologicznych i molekularne, co $wiadczy o Jej bogatym

przygotowaniu metodycznym do pracy naukowe;.

Uzyskane wyniki badan zostaly przeprowadzane w odpowiedniej ilo§ci powt6rzen
biologicznych oraz technicznych, zastosowano uzasadnione merytorycznie kontrole pozytywne i
negatywne, co gwarantuje wysoki poziom naukowy otrzymanych rezultatow. W uzasadnionych
przypadkach wyniki analizowano pod katem istotnosci statystycznej. Recenzowany rozdzial Materiat

i metody zostat przygotowany bardzo starannie, zawiera szczegbtowo opisane procedury badawcze.

Materiaty, odczynniki, sprzety zostaty zestawione w formie spisu wraz z podaniem

niezbgdnych informacji (m.in. nazwy producenta).

Rozdziat Wyniki niniejszej pracy doktorskiej zostat podzielony na podrozdziaty w sposéb bardzo
przemyslany. Na poczatku zostaty przedstawione rezultaty badan , ktore pozwolity wytonié najsilnie;
dzialajacy zwigzek sterolowy w kontekscie promocji dziatania proregeneracyjnego. Wykazano, iz to
wlasnie cholesterol powodowat istotnie statystyczny, wysoki wzrost ekspresji czynnika VEGFR2 na
komorkach §rédbtonka naczyniowego HMEC-1. Zwigzek ten bardzo dobrze promowat tworzenie
tubul przez komorki $rodbtonka. Wyniki uzyskane w dalszych etapach badaf prowadzonych przez
Doktorantke potwierdzily jednoznacznie stuszno$¢ zatozen badawczych. Fakt ten stanowit rowniez
punkt wyjScia do niezwykle nowatorskich i cennych badan bioinzynieryjnych, dzieki ktérym
zaprojektowano innowacyjny, biozgodny i bezpieczny kompozyt wzbogacony o cholesterol,
o potencjalnym zastosowaniu do regeneracji tkanki kostnej. Rozdziat Wyniki zostat wzbogacony w

czytelne wykresy, tabele i ryciny oraz fotografie ktore znacznie ulatwiajg percepcje tekstu.
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Dyskusje otrzymanych wynikow przeprowadzong przez Doktorantke oceniam bardzo
wysoko, stanowi ona syntetyczng i sp6jng analizg uzyskanych rezultatéw. Autorka poréwnata
otrzymane wyniki z osiggnieciami innych badaczy prezentujac dojrzala postawe naukows. Wnikliwa
analiza literatury tematu jakiej dokonata pozwolita wskazaé rowniez obszary badan, ktore warto w

przysztosci kontynuowac.
Rozdziat IX zawiera trzy poprawnie sformutowane Wnioski wynikajace z przeprowadzonych badaf:

e Potencjat proregeneracyjny cholesterolu wzglgdem komorek linii §rédbtonka naczyniowego
poprzez promowanie cech takich jak migracja i zdolnoé¢ do tworzenia tubul w uktadzie in
vitro w powigzaniu ze wzrostem ekspresji czynnika VEGFR2

e Cholesterol zastosowany jako modyfikator wiokien apatytowych, bedgcych wypetniaczem
kompozytu PLA miat istotny wptyw na procesy regeneracji tkanki kostnej na modelu in vivo
ubytku kosci czaszki zwierzat do§wiadczalnych (szczuréw).

e Wzbogacenie kompozytu PLA o czasteczki cholesterolu stanowi nowatorskie rozwigzanie,
otwierajace nowe mozliwosci dla tego typu biomateriatow do leczenia uszkodzen tkanki

kostnej wraz z regeneracja Srodbtonka naczyniowego.

Chciatabym podkresli¢, iz Panig mgr Paulina Rusek-Wala zrealizowana zalozone cele badawcze

jednoczesnie potwierdzajac postawione hipotezy badawcze, co stanowi duze osiggnig¢cie naukowe.

Pi$miennictwo zostato dobrze dobrane pod wzgledem tematyki badan oraz cytowane starannie i
prawidtowo. Wykaz literatury obejmuje 167 pozycji, w wigkszosci opublikowanych w ostatnich 10-
15 latach, co wskazuje na dynamiczny rozw¢j tej galezi badan i zainteresowanie jakie budzi
problematyka zwigzana z poszukiwaniem innowacyjnych biomateriatéw o wysokim potencjale

aplikacyjnym w medycynie regeneracyjne;.

Praca doktorska zostala przygotowana w sposob bardzo staranny, spojny i choé¢ nie udalo si¢
uniknaé kilku btedéw stylistycznych, nie wptywa to na mojg bardzo wysoka oceng strony naukowej

rozprawy.

Dodatkowo w opracowaniu zostaty zamieszczone informacje dotyczace: zrédet finansowania
przeprowadzonych badaf, dorobku publikacyjnego Doktorantki, zgtoszef patentowych, udzialu w
projektach badawczych i odbytych stazach naukowych. Cheiatbym podkreslic, iz Mgr Rusek -Wala
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jest wspotautorkg 5 oryginalnych artykutéw naukowych opublikowanych w miedzynarodowych
czasopismach (taczny IF wynosi 26,956, a sumaryczna liczba punktéw MNiSW to700) oraz

1 zgtoszenia patentowego, co §wiadczy o Jej wysokiej aktywno$ci naukowe;.

Po wnikliwym zapoznaniu si¢ z rozprawa doktorska stwierdzam iz stanowi ona oryginalne i
niezwykle warto§ciowe opracowanie naukowe wskazujace cholesterol jako zwigzek silnych o
wiasciwosciach angiogennych i proregeneracyjnych oraz wysokim potencjale do zastosowania go w

projektowaniu nowoczesnych biokompozytow.

Jednoczesnie chcialabym prosi¢ Doktorantke o przedstawienie swojej opinii w nastgpujacych

kwestiach:

1. W jaki sposéb dobrano dawki steroli do stymulacji komérek? Czy podjeto proby
przeprowadzenia tych eksperymentéw ze skrajnie wysokimi stezeniami cholesterolu? Czy
wyznaczono minimalne i maksymalne dawki tego zwigzku wykazujace dzialanie
proregeneracyjne?

2. Czy planowane sg proby zastosowania cholesterolu w regeneracji innych tkanek. Czy
otrzymane wyniki zainspirowaty Panig do takich przemy$len?

3. Majac na uwadze udziat steroli w patologicznych procesach zachodzacych w organizmie
ludzkim, w tym ich cytotoksyczne dziatanie wobec wielu populacji komoérek, w jaki
sposob mozna by wykorzysta¢ wykazang w Pani badaniach ,,dobrg strong” cholesterolu w

medycynie?

Whiosek koncowy recenzji:

Stwierdzam, ze przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska Pani mgr Pauliny Rusek -
Wali spelnia wymagania okreslone w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce z pozniejszymi zmianami. Przedmiotem rozprawy jest oryginalne rozwiazanie
problemu naukowego. Doktorantka wykazata si¢ wiedzg teoretyczng w zakresie prowadzonych
badan oraz umiejetnoscig samodzielnego prowadzenia pracy naukowej. Otrzymane wyniki badan
stanowig bardzo istotny wktad w rozwdj dyscypliny. Dlatego zwracam si¢ do Wysokiej Komisji

Uniwersytetu Eodzkiego do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o
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dopuszczenie Pani mgr Pauliny Rusek -Wali do dalszych etapow postgpowania w sprawie nadania

stopnia doktora.

Jednocze$nie, ze wzgledu na bardzo dobry poziom naukowy oraz wyrézniajacg jakosc
prowadzonych badan, istotny wktad tych badah w aktualny stan wiedzy, bardzo szeroki ich zakres
oraz zlozony warsztat metodyczny, a takze zgloszenia patentowe wnioskuj¢ o wyroéznienie
rozprawy doktorskiej. Pragng podkresli¢, iz wyniki uzyskane w trakcie realizacji pracy doktorskiej
maja charakter pionierski i wskazuja cholesterol jako interesujacego kandydata, ktory z sukcesem
moze by¢ stosowany w modyfikacjach biokompozytéw stosowanych w regeneracji tkanki kostnej.
Doktorantka wykazata réwniez, iz cholesterol jest zwiazkiem majacym znaczny udzial w regeneracje
$rodblonka naczyn, a takze wykazuje istotne wiasciwosci modulujace aktywnosci komoérek uktadu
odpornoéciowego, co moze stanowi¢ przyczynek do podjgcia szerokiej dyskusji naukowej na temat

roli fizjologicznej cholesterolu w organizmie.
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