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Ocena rozprawy doktorskiej lek. dent. Piotra Tkaczynskiego
pt. ,Analiza poréwnawcza aktywnoéci biologicznej i wybranych wiasciwosci

bioaktywnych materialéw odtwérczych. Badania in vitro.”

Stomatologia to dyscyplina medyczna, ktéra w ostatnich latach bardzo preznie sie rozwija.
Dotyczy to zaréwno urzgdzen, jak i materiatow. Dostepne s roznorodne materialy biologicznie
aktywne przeznaczone do uzytku w roznych jej specjalnosciach. Najczesciej materialy te
stosowane sa w: stomatologii zachowawczej, endodoncji oraz implantologii. Dobér
odpowiedniego materialu zalezy zaré6wno od specjalizacji, ale tez od oczekiwanych
wiasciwosci w konkretnej sytuacji klinicznej. Nie stanowig one jednorodnej grupy. Réznig sie
zarowno sktadem, jak i postacia, mechanizmem wigzania czy rodzajem uzytego komponentu
bioaktywnego. Wspolczesne techniki leczenia zachowawczego w stomatologii opieraja sie na
jak najbardziej oszczednej preparacjii zebow i stosowaniu materialéw zapewniajacych
szczelnosé, zabezpieczenie przed nawrotem prochnicy, remineralizacje twardych tkanek zeba
oraz ochrong i napraw¢ miazgi. Producenci oferujg dentystom r6ézne bioaktywne materialy
odtwoércze. Swiatowa Federacja Dentystyczna (FDI) we wrzesniu 2022 roku zdefiniowata
bioaktywnos¢ jako lokalne, pozgdane i zamierzone dzialanie oparte na mechanizmach
biologicznych i chemicznych.

Materialy bioaktywne pomimo réznic powinny prezentowaé podobne cechy.
Nieustannie na rynku pojawiajg si¢ nowe preparaty, a dostepne od wielu lat ulegaja
udoskonaleniom. Badania poréwnawcze s3 zatem zagadnieniem aktualnym, szczegdlnie, ze
niewiele jest doniesien zarébwno w jezyku polskim, jak i angielskim analizujgcych okreslone
parametry materialow bioaktywnych z réznych grup.

Podjety temat badawczy nalezy oceni¢ jako bardzo wazny. Potrzebne sg wiarygodne
badania naukowe w celu weryfikacji skutecznosci tych materialow.

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska lek. dent. Piotra Tkaczynskiego
pt. ,,Analiza porownawcza aktywnosci biologicznej i wybranych wlasciwoécei bioaktywnych
materialéw odtworczych. Badania in vitro.” ma typowy uklad dla dysertacji doktorskiej i liczy
171 stron.
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Promotorem pracy jest dr hab. n. med. prof. uczelni Elzbieta Boltacz-Rzepkowska z Zakiadu
Stomatologii Zachowawczej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi.

Zamieszczony na poczatku rozprawy ,,Spis tresci" jest dostatecznie szezegdlowy i
sporzadzony w pelni poprawnie. Pierwsza strona to Wykaz skrétéw uzytych w pracy.

Rozprawg rozpoczyna liczacy 3 strony rozdziat ,,1. Wstep"'. Kolejnym rozdzialem jest
»2- Przeglad pismiennictwa' podzielony na pie¢ podrozdzialéw: Bioaktywnosé: historia i
definicje, Bioaktywne materialy dentystyczne, Potencjal antybakteryjny, Zmiany pH
srodowiska oraz Wydzielanie jonéw wapnia, liczacy 25 stron. Autor przedstawia w nich, na
podstawie piSmiennictwa, szeroki zakres zagadnieni zwiazanych z wlasciwosciami oraz
zastosowaniem wybranych biomateriatéw. Rozdzialy te nalezy oceni¢ jako bardzo dobre
wprowadzenie do rozprawy doktorskiej. Wskazujg one, ze Doktorant zostal dobrze
przygotowany do prowadzenia badan naukowych.

Rozdziat ,,3. Cel pracy" przedstawia zalozenia pracy.
Celem pracy byla analiza poréwnawcza aktywnosci biologicznej i wybranych wlasciwosci
badanych materiatow poprzez:
1. Oceng chemicznych wiasciwosci bioaktywnych materiatléw odtwérczych
na podstawie:

a) zmiany pH srodowiska w wodzie ultraczystej i roztworze SBF,

b) wydzielania jonéw Ca2+ w wodzie ultraczystej i roztworze SBF.

2. Ocene potencjatu przeciwdrobnoustrojowego bioaktywnych materiatow
odtworczych na podstawie:
a) oznaczenia aktywnosci przeciwbakteryjne;j,
b) tworzenia biofilmu na powierzchni materiatow.
Rozdziat ,,4. Material i metodyka" Doktorant podzielil na :
Materialy i Metody badan. Natomiast Metody badan podzielil na podrozdziaty:
Badanie wlasciwo$ci chemicznych, Badania mikrobiologiczne oraz Analiza statystyczna
W rozdziale tym zawarte sg tabele [ i I1, oraz Ryciny 1-6.
W badaniach doktorant uzyl szesciu materialow okreslanych przez producentow jako
bioaktywne: Equia Forte HT, Activa BioACTIVE Restorative, Activa BioACTIVE Liner,
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Biodentine, Cention N oraz TheraCal LC. Doktorant przeprowadzil doswiadczenie w dwoch
etapach:

badania wlasciwosci chemicznych oraz badania mikrobiologicznego.
Badanie wlasciwosci chemicznych zostalo przeprowadzone w dwoch réznych srodowiskach:
wodzie ultraczystej oraz symulowanym plynie fizjologicznym. Probki materialéw w ksztalcie
dyskow o wymiarach d = 15 mm, h = 1 mm doktorant umieszczal w polipropylenowych
probowkach 1 zalewal 30 ml roztworu. Nastgpnie probéwki umieszczal na kolysce
laboratoryjnej w celu delikatnego mieszania roztworu.
Badanie zmian pH lek. dent Piotr Tkaczynski przeprowadzit na 3 prébkach umieszczonych w
wodzie ultraczystej oraz 3 probkach umieszczonych w roztworze SBF. Pomiar6w dokonywat
za pomocg elekirody pH po zanurzeniu prébki, a nastepnie po 2 h, 24 h, tygodniu, 2, 3 i 4
tygodniach. Zmiany pH doktorant mierzyt kazdorazowo w tych samych probowkach i wyliczat
srednig z dokonanych pomiarow.
Natomiast Badanie uwalniania jonéw wapnia doktorant przeprowadzil na 6 prébkach
umieszczonych w wodzie ultraczystej oraz 6 probkach umieszezonych w roztworze SBF. [logé
uwolnionych jonéw wapnia mierzy} metodg analizy miareczkowej. Pomiaréw dokonywat po
zanurzeniu probki, a nastgpnie po 24 h, tygodniu, 2 i 3 tygodniach.
Badanie mikrobiologiczne doktorant przeprowadzil na cylindrycznych probkach materiatow
o wymiarach d = 10 mm, h = 2 mm. Uzyt kolekcyjnego szczepu Streptococcus mutans ATCC
35668 oraz mikrobioty jamy ustnej pozyskanej od 3 pacjentow:
Mikrobiota 1. Pacjent bez aktywnej choroby prochnicowej oraz bez stanu zapalnego dzigsel
(Gingival Index - 0).
Mikrobiota 2. Pacjent bez aktywnej choroby préchnicowej (brak klinicznie oraz radiologicznie
zdiagnozowanych ubytkéw prochnicowych) ze stwierdzonym klinicznie stanem zapalnym
dzigsel (Gingival Index powyzej 0).
Mikrobiota 3. Pacjent z aktywng chorobg prochnicowa (klinicznie i/lub radiologicznie
stwierdzone ubytki prochnicowe).
Ocena aktywnoSci przeciwbakteryjnej materialéw zostala przeprowadzona przez doktoranta
metodg dyfuzyjng. Bakterie hodowano na agarowej pozywce z wyciagiem mézgowo -

sercowym i inkubowano w temp. 37°C w modyfikowanej atmosferze zawierajacej 5% CO»
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przez 24 godziny. Krazki przygotowane z materialéw dentystycznych (d = 10 mm) lub krazki
antybiotykow (d = 6 mm): erytromycyny i gentamycyny, umieszczano na plytkach, a nastepnie
inkubowano przez 24 godziny. Mierzono $rednice strefy zahamowania wzrostu
mikroorganizméw, a wyniki podano jako wielkoéé strefy inhibicji po odjeciu $rednicy
materialu/kraZzka.
Tworzenie biofilmu na powierzchni materialéw doktorant ocenial w odniesieniu do krazkéw
medycznego silikonu. Materialy inokulowano w buforze PBS, wprowadzajac po 1 ml
zawiesiny bakterii znormalizowanej przy uzyciu skali McFarland’a. Dodano 4 ml pozywki
bulionowej z wyciggiem mozgowo-sercowym. Plytki inkubowano statycznie przez 24 h. Po
inkubacji krazki trzykrotnie przeplukano sterylnym buforem PBS, a nastepnie umieszczano w
10 ml fizjologicznego roztworu soli i poddano dziataniu ultradzwigkéw. Dziesigeiokrotnie
rozcienczone zawiesiny bakterii inkubowano przez 48 h stosujac pozywke agarowg z
wyciggiem mozgowo-sercowym.
Oceniajgc zastosowane metody statystyczne nalezy stwierdzi¢, ze ich dobér byt wlasciwy.
Rozdzial 5. Wyniki" jest najobszerniejszym rozdzialem w rozprawie doktorskiej,
liczacym 27 stron. Wszystkie wyniki badan wlasnych zostaly zawarte w 7 tabelach (III-1X) i
15 rycinach (8-22), oméwione w prawidlowo dobranej kolejnoéci.
Zmiany pH w wodzie ultraczystej
Jedynie materialy krzemowo-wapniowe oraz Cention N alkalizowaly srodowisko, przy czym
najwyzsza srednia wartos¢ pH po 4 tygodniach zostata odnotowana w probowce zawierajacej
Biodentine (12,366 + 0,182). Po 4 tygodniach badania $rednia warto§¢ pH dla wszystkich
badanych materialéw glass-jonomerowych miescita si¢ w zakresie 6 — 7.
Zmiany pH w roztworze SBF
Pod koniec badania najwyzsza srednig wartos¢ pH odnotowano dla materiatu Biodentine i byla
ona istotnie wyzsza od wartosci pH dla wszystkich pozostalych materiatéw. Biodentine jako
Jjedyny material powodowat ciggly wzrost pH roztworu SBF przez caly czas trwania badania.
Zmiany pH niezaleznie od srodowiska
Analizujagc zmiany pH wywolane przez materialy niezaleznie od medium, w ktérym byly
zanurzone doktorant stwierdzil, ze po 1. oraz 2. tygodniu badania Biodentine alkalizowal

srodowisko osiagajac wartosci pH istotnie wyzsze w poréwnaniu z innymi materiatami, oprécz
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TheraCal LC. Natomiast po 3. oraz 4. tygodniu badania Biodentine osiggnal istotnie
statystycznie wyzsze wartosci w porownaniu ze wszystkimi pozostalvmi materiatami.
Uwalnianie jonow wapnia w wodzie ultraczystej

Jedynym materialem uwalniajagcym jony wapnia do roztworu przez caly czas trwania badania
byt Biodentine. Oprocz Biodentine, tylko TheraCal LC uwalnial wapn, jednak zaobserwowano
nieregularne pomiary.

Uwalnianie jonéw wapnia w roztworze SBF

Najwiecej jonow wapnia podczas trwania eksperymentu uwolnit Biodentine. Na kazdym etapie
mierzone wartosci roznily sie od uzyskanych dla pozostalych materialow w sposob
statystycznie istotny.

Uwalnianie jonéw wapnia niezaleznie od srodowiska

Jedynie Biodentine uwalnial jony wapnia osiagajgc na kazdym etapie wartosci statystycznie
istotnie wyzsze w poréwnaniu z pozostalymi materiatami.

Ocena aktywnosci przeciwbakteryjnej

W badaniu z uzyciem referencyjnego szczepu S. mutans najwyzszy $redni pomiar strefy
zahamowania wzrostu doktorant zauwazyt dla materiatu Activa Liner (5,3 + 0,5 mm) oraz (5,0
+ 0,8 mm) dla krazka erytromycyny. R6Znily sie one w sposéb statystycznie istotny od wartosci
dla Biodentine (3,5 + 0,6 mm). Pozostale materialy oraz krazek gentamycyny nie wytworzyly
strefy zahamowania wzrostu wokdél badanych probek. W badaniu z uzyciem mikrobioty
pacjenta 1. najwyzsze $rednie wartosci odnotowano dla materiatéw Equia Forte oraz Biodentine
(odpowiednio 4,8 + 1,0 mm oraz 4.8 + 0,5 mm). Doktorant nie stwierdzit strefy zahamowania
wzrostu wokoét materiatéw TheraCal LC, Activa Restorative oraz Activa Liner. W przypadku
mikrobioty pacjenta 2. najwieksza strefe inhibicji doktorant zmierzyl wokol krazka
gentamycyny, a Srednia wartoé¢ (14,5 + 2,1 mm) byla istotnie wyzsza od wszystkich
pozostatych pomiar6w. W badaniu prowadzonym przy uzyciu mikrobioty pacjenta 3.
najwieksza strefe inhibicji odnotowano dla krazka gentamycyny i $rednia warto$¢ pomiaru
(10,0 + 0,8 mm) byla istotnie wyzsza od wszystkich pozostalych pomiaréw. W odniesieniu do
materiatu Cention N nie stwierdzono strefy inhibicji.
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Tworzenie biofilmu na powierzchni materialow

W badaniu przeprowadzonym na referencyjnym szczepie S. mutans material Activa Liner
porastato najmniej bakterii: 6.3%104 jednostek tworzacych kolonie na powierzchni krgzka
(jtk/krazek) i byla to wartos¢ istotnie nizsza od wartosci dla pozostalych materiatéw. Stosujac
w badaniu mikrobiote pacjenta 1. zaobserwowano, ze TheraCal L.C mial najmniej porosnieta
powierzchnie - 5,5%104 jtk/krazek i wartos¢ ta réznila sie istotnie od wszystkich pozostalych.
Biofilm pod wzgledem najwiekszej liczby bakterii porastal krgzek materialu Activa Liner
(3,5%106 jtk/krazek). Opisujgc badanie wykonane przy uzyciu mikrobioty pacjenta 2. nalezy
zauwazy¢, ze najmniej bakterii stwierdzono na krazkach materiatéw TheraCal LC (1.4x103
jtk/krazek) oraz Biodentine (2.2x103 jtk/krazek). W przypadku mikrobioty pacjenta 3. najmniej
drobnoustrojéw porastalo material Cention N (1,2x104 jtk/krazek), a warto$¢ badanego
wspolczynnika byla istotnie nizsza w pordwnaniu z pozostalymi materialami.

Rozdziat ,,6. Dyskusja" liczy 16 stron. Dyskusje lek. dent Piotr Tkaczyk przeprowadzit
umiejetnie i merytorycznie. Sposdb prezentacji i analizy §wiadczy o dojrzalosci Doktoranta
jako badacza.

Na podstawie uzyskanych wynikow w rozdziale ,,7. Wnioski" Doktorant wyciggnat 7
wnioskow:

1. Materialy krzemowo-wapniowe oraz Cention N alkalizowaly srodowisko niezaleznie
od medium w jakim zostaly umieszczone. Najwigksza alkalizacje zaobserwowano w
przypadku Biodentine.

2. Jedynie materialy krzemowo-wapniowe uwalnialy jony wapnia w obydwu
srodowiskach. Najwigcej wapnia, niezaleznie od zastosowanego medium, uwalniat
materiat Biodentine.

3. Przeprowadzone badania potwierdzily, ze w zakresie wiasciwoscei chemicznych tylko
materiaty krzemowo-wapniowe spelniajg wymagania stawiane bioaktywnym
materialom odtworczym.

4. Potencjal przeciwbakteryjny ocenianych materiatéw byt wyraznie zréznicowany.

Biodentine dziatal hamujgco na wzrost wszystkich rodzajow flory bakteryjnej.
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Narastanie biofilmu i inhibicja wzrostu mikroorganizmow charakteryzowaly sie duza
rozhieznoscig — zaden z materialéw nie byl rownie skuteczny w odniesieniu do
ocenianych rodzajow flory.

Otrzymane wyniki nie wykazaty korelacji migdzy stopniem alkalizacji érodowiska

i uwalnianiem jonéw wapnia a dziataniem przeciwbakteryjnym, co wskazuje na
istotny wplyw innych czynnikéw na aktywnoéé przeciwdrobnoustrojowa materiatow.
Warunki fizjologiczne $rodowiska jamy ustnej sugeruja uzupehienie badan
chemicznych o obserwacje w kwasnym $rodowisku.

Rozdzial ,,8. Streszezenie” ,,9. Abstract” zawierajg streszczenie wszystkich

rozdzialow.

Rozdziat ,,10. Spis rycin”, zawiera numeracje¢ arabska 22 rycin a ,,11. Spis tabel"

numeracje rzymska X tabel

Rozdziat ,,12. Pismiennictwo' zawiera 196 pozycji piSmiennictwa. Zostaly one

utozone wedlug kolejnosci cytowania. W bibliografii wigkszos$é pozycji jest z ostatnich 20 lat.

Bardzo duza cze¢s¢ pozycji pismiennictwa jest anglojezyczna.

Do pracy dolaczone sg tez zalaczniki:
Zalacznik nr 1: Informacja o finansowaniu pracy.
Zalacznik nr 2: Opinia Komisji Bioetycznej dotyczaca przeprowadzonych badar.

Zalacznik nr 3: Opracowanie statystyczne wynikdw badan zmian pH z podzialem
na grupy.

Zalgeznik nr 4: Opracowanie statystyczne wynikéw badan zmian pH bez podziatu
na grupy.

Zalacznik nr 5: Opracowanie statystyczne wynikow badan wyrzutu jon6w wapnia
z podzialem na grupy.

Zalacznik nr 6: Opracowanie statystyczne wynikow badan wyrzutu jonéw wapnia
bez podziatu na grupy

Z obowigzku recenzenta jestem zobowijzana zauwazy¢ niewielkie bledy

redakcyjne, ktorych nie ustrzegl si¢ Doktorant. Pojedyncze literéwki, wyrazy napisane

wielka zamiast malg liters, brak lub za duzo spacji.

Wszystkie te uchybienia nie umniejszajg w niczym wartosci pracy.
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Przedstawiong do oceny dysertacj¢ lek. dent. Piotra Tkaczynskiego oceniam
bardzo pozytywnie. Dowodzi ona posiadania wiedzy teoretycznej w dyscyplinie nauki
medyczne oraz umiejetnoSci samodzielnego prowadzenia pracy naukowej, spelniajac w
pelni formalne i merytoryczne warunki stawiane rozprawom doktorskim, okreslone w
art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytulach w zakresie sztuki (Dz.U.z 2017r. poz.1789 ze zmianami) w zwigzku z
art.179 ust 1 Ustawy z dnia 3 lipca 2018 r. przepisy wprowadzajace ustawe — Prawo o
szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U. z 2018r. poz. 1669 z pézn. zm.). W zwigzku z
powyzszym zwracam si¢ do Rady Nauk Medycznych Uniwersytetu Medycznego w Lodzi
o dopuszczenie lek. dent. Piotra Tkaczynskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego.

Jednoczeénie ze wzgledu na duza wartos¢ merytoryczna pracy, wnioskuje¢ o jej

wyroznienie.

Gdansk, 12.06.2024r.
e (O A

dr hab. n. med. Agata Zéttowska
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