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Pomorski Uniwersytet Medyczny w Szczecinie
Zaklad Stomatologii Zachowawczej Przedklinicznej i Endodoncji Przedklinicznej
W kierownik: prof. dr hab. n. med. Mariusz Lipski IS

RECENZJA

rozprawy doktorskiej lekarza dentysty Piotra Tkaczynskiego
pt.: ,Analiza porownawcza aktywnosci biologicznej i wybranych wlasciwosci

bioaktywnych materialéw odtwérczych. Badania in vitro”

Materialem Zrédlowym do opracowania niniejszej recenz;ji jest wydrukowany i
odpowiednio oprawiony manuskrypt dysertacji doktorskiej pt.:,, Analiza
porownawcza aktywnosci biologicznej i wybranych wiasciwosci bioaktywnych
materiatéw odtwoérczych. Badania in vitro”. Praca zostata napisana zgodnie z
wymaganiami odnosnie prac doktorskich i sktada si¢ z 13 rozdziatéw. Poza
tekstem praca zawiera 9 tabel, 22 ryciny zawarte w tekscie, 196 pozydji
pismiennictwa oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim, a takze wykaz
skrotow (na poczatku pracy), spis tabel, spis rycin oraz zatgczniki. Zajmuje 126

stron.

Promotorem rozprawy jest p. dr hab. n. med. Elzbieta Bottacz-Rzepkowska, prof.

nadzw.

Praca doktorska lek. dent. Piotra Tkaczyniskiego ma na celu porownanie

aktywnosci biologicznej oraz wybranych wlasciwosci badanych materiatow
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poprzez: 1. Oceng chemicznych wiasciwosci bioaktywnych materiatow
odtworczych na podstawie: a) zmiany pH srodowiska w wodzie ultraczystej i
roztworze SBF, b) wydzielania jonow wapniowych w wodzie ultraczystej i
roztworze SBF. 2. Ocene potencjatu przeciwdrobnoustrojowego bioaktywnych
materialéw odtworczych na podstawie: a) oznaczenia aktywnosci

przeciwbakteryjnej, b) tworzenia biofilmu na powierzchni materiatow.

Temat rozprawy uwazam za bardzo aktualny. Bioaktywnos¢, w tym
bioaktywnos¢ materialéw dentystycznych jest obecnie w kregu zainteresowania
wielu badaczy. Osobiscie sam zajmuje si¢ bioaktywnoscig hydraulicznych
cementow krzemowo-wapniowych, ktdre ocenie poddat réwniez Doktorant.
Dzigki pojawieniu sie bioaktywnych materialéw stomatologicznych leczenie
wielu schorzen, w tym i powiklan leczenia stomatologicznego stato si¢ bardziej
przewidywalne. Materialy te zrewolucjonizowaty leczenie odtworcze i
endodontyczne; dzieki nim opracowano nowe metody leczenia (np. rewitalizacje,

czy tzw. apeksyfikacje jednowizytowaq).

We wstepie Doktorant omowit historie i definicje bioaktywnosci, szczegotowo
opisatl bioaktywne materiaty dentystyczne, w tym wodorotlenek wapnia,
materialy szklo-jonomerowe i ich modyfikacje, cementy krzemowo-wapniowe,
cementy krzemowo-wapniowe oparte na cemencie portlandzkim — MTA i jego
pochodne, cementy krzemowo-wapniowe wzbogacone o fosforany, cementy
krzemowo-wapniowe oparte na krzemianie tréjwapniowym, cementy
krzemowo-wapniowe modyfikowane zZywica swiatloutwardzalna, fosforany
wapnia, cement glinowo-wapniowy oraz alkazyty. Dodatkowo przyblizyt
potencjalnemu czytelnikowi wyniki badan dotyczace potencjatu
antybakteryjnego, zmian pH srodowiska oraz wydzielania jonéw wapnia przez

materialy dentystyczne.



Cel pracy sprecyzowany wiasciwie. Jak juz wczesniej zaznaczylem podjat probe
porownania aktywnosci biologicznej oraz wybranych wilasciwosci

zakwalifikowanych do badania bioaktywnych materialow.

Aby zrealizowac cel zaplanowal badania wilasciwosci chemicznych oraz badania
mikrobiologiczne. Do badar uzyt szeéciu materiatéw okreélanych przez
producentow jako bioaktywne: Equia Forte HT, Activa BioACTIVE Restorative,
Activa BioACTIVE Liner, Biodentine, Cention N oraz TheraCal LC. Badanie
wiasciwosci chemicznych przeprowadzit w dwoch roznych srodowiskach:
wodzie ultraczystej oraz symulowanym plynie fizjologicznym (SBF). Probki
materialow zalewat 30 ml roztworu. W sumie wykonat badanie zmian pH na 3
probkach umieszczonych w wodzie ultraczystej oraz 3 préobkach umieszczonych
w roztworze SBF. Pomiarow dokonat za pomoca elektrody pH po zanurzeniu
probki, a nastepnie po 2 godzinach, dobie, 1, 2, 3 1 4 tygodniach. Zmiany pH
mierzyl kazdorazowo w tych samych probdéwkach. Z kolei badanie uwalniania
jonéw wapnia przeprowadzit na 6 probkach umieszczonych w wodzie
ultraczystej oraz 6 probkach umieszczonych w roztworze SBF. Iloé¢ uwolnionych
jonow wapnia mierzyl metoda analizy miareczkowej. Pomiaréw dokonywat po
zanurzeniu probki, a nastepnie dobie, 1, 2, 3 i 4 tygodniach. Miareczkowanie
przeprowadzal na 5 ml eluatu pobieranego z kolejnych probéwek do kolby
miarowej o pojemnosci 50 ml i uzupelniat woda ultraczysta do kreski miarowej, a
nastepnie przenosit do kolby stozkowej o pojemnoéci 250 ml. Po dodaniu 10 ml
NaOH o stezeniu 1 mol/l i szczypty mureksydu w przypadku braku rézowego
zabarwienia przed rozpoczeciem miareczkowania zalozyt brak jonéw wapnia w
roztworze. Kazdy pomiar wykonywat trzykrotnie wyliczajgc srednig. Badanie
mikrobiologiczne przeprowadzil na cylindrycznych probkach materialéw
uzywajac kolekcyjnego szczepu Streptococcus mutans oraz mikrobioty jamy

ustnej pozyskanej od 3 pacjentéw. Oceny aktywnosci przeciwbakteryjnej



materialéw dokonat metoda dyfuzyjna. Bakterie hodowal na agarowej pozywce z
wyciggiem mézgowo-sercowym. Z hodowli na pozywce agarowej przygotowat
zawiesine bakterii, ktéra wysiat na agarowej pozywce. Krazki przygotowane z
materialow dentystycznych lub krazki antybiotykdow: erytromycyny i
gentamycyny, umiescil na plytkach, a nastepnie inkubowat dobe. Mierzyt
srednice strefy zahamowania wzrostu mikroorganizmoéw, a wyniki podat jako
wielkos¢ strefy inhibicji. Tworzenie biofilmu na powierzchni materialéw ocenit w
odniesieniu do krazkéw medycznego silikonu. Materiaty inokulowat w buforze
PBS, wprowadzajac po 1 ml zawiesiny bakterii znormalizowanej przy uzyciu
skali McFarland'a. Plytki inkubowatl dobe; po inkubacji krazki umiescit w 10 ml
fizjologicznego roztworu soli i poddat dziataniu ultradZzwigkow.
Dziesieciokrotnie rozciericzone zawiesiny bakterii inkubowano przez 2 doby
stosujac pozywke agarowa z wyciagiem mozgowo-sercowym. Po zliczeniu
kolonii wynik podat jako jednostki tworzace kolonie na powierzchnie krazka.
Celem zobrazowania uzyskanych wynikéw probki materialow barwit fioletem
krystalicznym. Otrzymane wyniki poddat analizie statystycznej za pomoca

odpowiednich testow.

Kolejny rozdzial stanowig wyniki. Analiza zmian pH ultraczystej wody wykazata
jej alkalizowanie przez materialy krzemowo-wapniowe oraz Cention N, przy
czym najwyzsza srednia wartos¢ pH po 4 tygodniach zostata odnotowana w
probowce zawierajgcej Biodentine. Po 4 tygodniach badania $rednia wartos¢ pH
dla wszystkich badanych materialéw glass-jonomerowych wahata si¢ od 6 do 7.
Natomiast w przypadku SBF najwyzsza srednig wartos¢ pH zarejestrowano dla
materiatu Biodentine i byla ona istotnie wyzsza od wartosci pH dla wszystkich
pozostatych materiatow. Biodentine jako jedyny material gwarantowat ciagty

wzrost pH roztworu SBF przez cate badanie. Analizujac zmiany pH wywolane



przez materialy niezaleznie od medium, w ktérym byly Biodentine alkalizowal
srodowisko w 11 2. tygodniu osiagajac wartosci pH istotnie wyzsze w
porownaniu z innymi materialami z wyjatkiem materiatu TheraCal LC.
Natomiast po 3. oraz 4. tygodniu badania Biodentine osiggnat istotnie
statystycznie wyzsze wartosci w porownaniu ze wszystkimi pozostalymi
materialami. Jedynym materialem uwalniajgcym jony wapnia do ultraczystej
wody przez caly czas trwania badania byt Biodentine, cho¢ TheraCal LC uwalniat
rowniez wapn, jednak zarejstrowano nieregularne pomiary. Pod koniec badania
stezenie dla Biodentine byto istotnie wyzsze niz dla TheraCal. Ocena uwalniania
jondw wapnia SBF wykazala, ze rowniez Biodentine uwalniat najwiecej jonow

wapniowych.

Analizujac aktywnos$¢ przeciwbakteryjna z uzyciem referencyjnego szczepu S.
mutans najwyzszy sredni pomiar strefy zahamowania wzrostu zarejestrowano w
przypadku Activa Liner oraz erytromycyny. Pozostale materialy oraz krazek
gentamycyny nie wytworzyly strefy zahamowania wzrostu wokol badanych
probek. W badaniu z uzyciem mikrobioty pacjenta 1. najwyzsze Srednie wartosci
odnotowano dla materialéw Equia Forte oraz Biodentine. Nie zarejestrowano
strefy zahamowania wzrostu wokot materiatow TheraCal LC, Activa Restorative
oraz Activa Liner. W przypadku mikrobioty pacjenta 2. najwieksza strefe inhibicji
zmierzono wokot krazka gentamycyny, a srednia wartos¢ byla istotnie wyzsza od
wszystkich pozostalych pomiaréw. Oceniajac Cention N nie stwierdzono strefy
inhibicji. Natomiast w badaniu przeprowadzonym na referencyjnym szczepie S.
mutans material Activa Liner porastalo najmniej bakterii i byla to wartos¢ istotnie
nizsza od wartosci dla pozostatych materialéw. Stosujagc w badaniu mikrobiote
pacjenta 1. zaobserwowano, ze TheraCal LC mial najmniej porosnieta
powierzchnie i warto$¢ ta réznila sie istotnie od wszystkich pozostatych. Biofilm

pod wzgledem najwiegkszej liczby bakterii porastal probke Activa Line.



Analizujac wyniki badania wykonane przy uzyciu mikrobioty pacjenta 2.
najmniej bakterii stwierdzono na krazkach materiatow TheraCal LC oraz

Biodentine.

Dokladny opis wynikéow wzbogaca 7 przejrzystych tabel i 14 estetycznych
rycin.

Kolejny rozdzial to dyskusja, ktora zostala przeprowadzona prawidiowo i
obejmuje wszystkie aspekty badan. Szerokie omowienie wynikéw wlasnych i
ich konfrontacja z danymi z pis$miennictwa pozwala wysoko oceni¢ dojrzatos¢

naukowa lekarza dentysty Piotra Tkaczynskiego.
Na podstawie wykonanych badar Doktorant sformutowat siedem wnioskow:

1. Materialy krzemowo-wapniowe oraz Cention N alkalizowaly srodowisko
niezaleznie od medium w jakim zostaly umieszczone. Najwieksza alkalizacje

zaobserwowano w przypadku Biodentine.

2. Jedynie materialy krzemowo-wapniowe uwalnialy jony wapnia w obydwu
$rodowiskach. Najwiecej wapnia, niezaleznie od zastosowanego medium,

uwalnial material Biodentine.

3. Przeprowadzone badania potwierdzily, ze w zakresie wiasciwosci
chemicznych tylko materialy krzemowo-wapniowe spehniajag wymagania

stawiane bioaktywnym materiatom odtwérczym.

4. Potencjal przeciwbakteryjny ocenianych materialéw byt wyraznie
zroznicowany. Biodentine dziatal hamujgco na wzrost wszystkich rodzajow flory

bakteryjnej.



5. Narastanie biofilmu i inhibicja wzrostu mikroorganizmoéw charakteryzowaty
sie duza rozbieznoscig — zaden z materialéw nie byl réwnie skuteczny w

odniesieniu do ocenianych rodzajow flory.

6. Otrzymane wyniki nie wykazaty korelacji miedzy stopniem alkalizacji
$rodowiska i uwalnianiem jonéw wapnia a dzialaniem przeciwbakteryjnym, co
wskazuje na istotny wplyw innych czynnikéw na aktywnosc

przeciwdrobnoustrojowa materiatow.

7. Warunki fizjologiczne srodowiska jamy ustnej sugerujg uzupehienie badan

chemicznych o obserwacje w kwasnym srodowisku.
Whnioski te sa zgodne z celem pracy.
Pismiennictwo starannie dobrane, liczy 196 pozycji, gléwnie anglojezycznych.

Na zakoriczenie mam kilka drobnych uwag redakcyjnych, ktore jednak nie
umniejszajg jakosci pracy i ktére pozwalam sobie zamiescié, by w przysziosci

Doktorant miat je na uwadze podczas tworzenia prac.
1. Nie nalezy uzywac kropek po tytutach np. po tytule rozprawy, tytule tabeli,

2. W tabeli 1 napisano, ze Biodentine zawiera tréjkrzemian wapniowy —

oczywiscie zawiera krzemian tréjwapniowy (czeski blad),

3. Fizjologiczny roztwor soli zamiast roztwor soli fizjologicznej,
4. Niekiedy brakowalo mi cytowania w tekscie,

5. Josette Camilleri to kobieta, wiec wykazala, a nie wykazat.

Podsumowujac stwierdzam, ze mimo kilku mato istotnych redakcyjnych

uchybien praca zostala dos¢ starannie przygotowana. Zauwazalna jest tez



szeroka wiedza, pracowitoé¢ i dojrzatoéé naukowa Doktoranta majace swoje

odbicie w tresci pracy.

Rozprawa doktorska lekarza dentysty Piotra Tkaczynskiego pt.: ,Analiza
porownawcza aktywnosci biologicznej i wybranych wiasciwosci bioaktywnych
materialow odtworczych. Badania in vitro” speinia wszelkie wymagania
stawiane rozprawom doktorskim w swietle obowiazujacej obecnie Ustawy o
Stopniach i Tytulach RP. Jest praca oryginalng i samodzielng, zaplanowana w
przemyslany sposéb i dobrze wykonanga. Pragne zatem zwréci¢ sie do Rady
Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego w Lodzi z wnioskiem
o dopuszczenie lek. dent. Piotra Tkaczynskiego do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Jednoczeénie w zwigzku z duzymi wartoéciami poznawczymi i

klinicznymi wynikow rozprawy wnosze o wyréznienie rozprawy cum laude,

prof. dr hab. Mariusz Lipski
.
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