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Rozprawa ma forme monografii o typowym uktadzie z podziatem na
rozdzialy: wstep, cele pracy, materiaty 1 metody, wyniki, dyskusje, wnioski,
pismiennictwo, streszczenie 1 streszczenie w jezyku angielskim. Dodatkowo
autorka zamiescita przed wstepem wykaz stosowanych skrotow, a na koncu spis
tabel i spis rycin. Praca liczy 244 strony wraz z pismiennictwem, zawiera 42
tabele oraz 16 rycin w formie wykresow, schematow, rysunkow oraz zdje¢. Na
226 pozycji piSmiennictwa, w wigkszosci z ostatnich 10 lat, sktada si¢ 220 prac
obcojezycznych oraz 6 w jezyku polskim, przy czym sumarycznie autorami 26
pozycji sg Polacy.

We wstepie doktorantka przedstawita wiasciwosci fizykochemiczne
tytanu oraz jego zastosowanie w medycynie ze szczegdlnym uwzglednieniem
chirurgii szczgkowo-twarzowej 1 implantologii, opisata zjawisko korozji oraz
zawarta szczegotowg charakterystyke procesu anodowania z uwzglednieniem
parametrow procesu anodowego utleniania tytanu 1 stosowane w nim
elektrolity. Autorka rozprawy wyjasnita rowniez wptyw temperatury, szybkosci
mieszania roztworu oraz czasu trwania procedury na anodowanie. We wstepie
zostata przedstawiona takze analiza sktadu chemicznego warstwy pasywne]
bedacej produktem anodowania oraz znaczenie grubosci, porowatosci i
struktury  krystalicznej  warstwy anodowej TiO, w  aspekcie je]
biokompatybilnosci. Autorka dysertacji w koncowej czesci wstepu omodwila
budowe tkanki kostnej, procesy regeneracji kosci oraz role fibroblastow i ich
czynnikow wzrostowych (FGF), jak rowniez czynnikow wzrostowych
Srodbtonka naczyniowego (VEGF-A). Szeroko przedstawita charakterystyke
stresu  oksydacyjnego oraz  poszczegolnych typow  rodnikowych i
nierodnikowych reaktywnych form tlenu w aspekcie proutleniajgcych
wilasciwosci nanoczgstek TiO, i zwiazanych z nimi proceséw peroksydacji
lipidow, tudziez potencjalne] modyfikacji oksydacyjnej biatek, jak réwniez
kwasdéw nukleinowych. Nie zabrakto réwniez w tych rozwazaniach miejsca na

omoOwienie zagadnien zwiazanych z rola cytoprotekcyjng naturalnych i
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syntetycznych antyoksydantow takich jak: glutation, peroksydazy glutationowe,
reduktaza glutationowa, dysmutaza ponadtlenkowa czy katalaza.

Wspotczesnie zlotym standardem w leczeniu ztaman kosci czaszki
twarzowej jest chirurgiczna osteosynteza z wykorzystaniem plytek i Srub
tytanowych. Zastosowanie tej formy leczenia pozwala z jednej strony na
uzyskanie wigkszej precyzji nastawienia pod kontrola wzroku odlaméow
kostnych oraz ich lepszej stabilizacji pierwotnej, a z drugiej skrdcenie czasu
noszenia ucigzliwego dla chorego wyciagu miedzyszczgkowego oraz szybszego
przywrocenia petnej funkcji uktadu stomatognatycznego, a co za tym idzie
lepszej jakosci zycia. Pomimo generalnie rzecz biorgc biokompatybilnosci
tytanu 1 jego stopow powszechng staje sie dzi§ konieczno$é usuwania
tytanowych plytek 1 srub ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia w odlegtym
przedziale czasowym dziatan niepozadanych zwiazanych z dlugotrwalym
pozostawieniem biomateriatow w organizmie cztowieka. Metaloza bedaca
wynikiem odktadania si¢ tytanu uwalnianego z powierzchni implantu na skutek
tarcia lub/i jego elektrochemicznej korozji moze stanowi¢ przyczyne
immunologiczno-zapalnej reakcji organizmu i doprowadzi¢ do obnazenia
materiatu zespalajgcego lub przedwczesnej utraty wszczepu zgbowego. Czastki
metalu zwiegkszajgc ponadto produkcje wolnych rodnikéw moga doprowadzi¢
do destabilizacji balansu oksydacyjno-redukcyjnego w kierunku procesow
utleniania 1 wyzwoli¢ stres oksydacyjny 1 nitrozacyjny, a co za tym idzie
zwiekszong aktywnosci reaktywnych form tlenu (ROS) i azotu (RNS) majacych
dziatanie cytotoksyczne poprzez peroksydacje lipidow oraz oksydacyjne
modyfikacje biatek i kwasow nukleinowych. Wygenerowane w ten sposob
zaburzenia przepuszczalnosci bton komodrkowych oraz dysfunkcja biatek
strukturalnych 1 enzymatycznych moga zaburza¢ procesy regeneracyjne
organizmu i procesy gojenia. Wprowadzenie implantow z pogrubiong warstwe
dwutlenku tytanu moze zwieksza¢ biozgodnos¢ tytanu i minimalizowac ryzyko

migracji do otaczajgcych tkanek jonow ze stopu, z ktorego wykonany jest
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materiat do osteosyntezy lub wszczep, a co za tym idzie uchronic chorego przed
powiklaniami zapalnymi miejsca operowanego, brakiem zrostu kostnego lub
utratg wszczepu.

Dr Izabela Zieniewska-Siemienczuk bardzo trafhie zatem za cele
podjetych przez siebie badan przyjeta:

— porownanie cytotoksycznosci tytanowych kragzkéw z warstwa pasywng z
[ typem anodowania do cytotoksycznosci tytanowych krazkow bez war-
stwy pasywnej 1 z warstwa anodowang standardowo, w hodowli ludzkich,
niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-
201-018;

— ocene wplywu tytanowych krazkdéw z warstwa pasywna z II typem anodo-
wania na catkowity potencjat antyoksydacyjny oraz enzymatyczne i nie-
enzymatyczne systemy antyoksydacyjne ludzkich, niemodyfikowanych
genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 poprzez po-
rownanie uzyskanych wynikow z wynikami uzyskanymi w hodowli w/w
fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i
z warstwa anodowang standardowo;

— porownanie oksydacyjnych uszkodzen i zaburzenia réwnowagi redox
mierzonych stezeniem produktéw oksydacyjnych modyfikacji biatek i li-
pidow, a takze catkowitym potencjatem oksydacyjnym w komorkach
ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018 narazonych na tytanowe krazki z warstwa pasywng
z I typem anodowania i w komdrkach w/w fibroblastow eksponowanych
na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i z warstwa anodowang stan-
dardowo;

— ocene czynnikdw prooksydacyjnych, tj. aktywnosci oksydazy NADPH i
stezenia nadtlenoazotynu w komdrkach ludzkich, niemodyfikowanych ge-
netycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazonych na

tytanowe krazki z warstwg pasywna z Il typem anodowania poprzez po-




rownanie uzyskanych wynikéw z wynikami uzyskanymi w komorkach
w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pa-
sywnej i z warstwa anodowana standardowo;

porownanie funkcjonowania enzymow lancucha oddechowego i aktywno-
sci markera apoptozy- kaspazy-3 w mitochondriach ludzkich, niemodyfi-
kowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018
narazanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna z Il typem anodowa-
nia 1 w komorkach w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki
bez warstwy pasywnej i z warstwg anodowang standardowo;

oceng stezenia czynnikow wzrostu FGF-2 i VEGF-A w medium pobra-
nym znad komérek ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwot-
nych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazonych na tytanowe krazki z
warstwa pasywna z Il typem anodowania poprzez pordownanie uzyska-
nych wynikow z wynikami uzyskanymi w medium pobranym znad w/w
fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki bez warstwy pasywnej i
z warstwg anodowang standardowo;

oceng uwalniania jonow tytanu, glinu i wanadu do medium hodowlanego
z powierzchni tytanowych krazkow z warstwa pasywna z Il typem anodo-
wania poprzez porownanie uzyskanych wynikoéw z wynikami uzyskanymi
w medium pobranym znad krazkéw tytanowych z warstwg anodowana
standardowo 1 znad krazkéw bez warstwy pasywnej w czasie prowadzo-

nej hodowli komorek ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pier-

wotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018.

Projekt badawczy uzyskat stosowna zgode Komisji Bioetycznej

Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku (uchwata nr APK.002.280.2021).

Badania przeprowadzono na hodowli ludzkich, niemodyfikowanych

genetycznie, pierwotnych fibroblastow (Human Primary Gingival Fibroblasts,

ATCC-PCS-201-018) zakupionych w firmie ATCC. W doswiadczeniu
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zastosowano krazki tytanowe (Ti6Al4V) wykonane na indywidualne
zamOwienie przez firme ChM, réznigce si¢ rodzajem powtoki: anodowana na
twardo, anodowang standardowo oraz krazki nie poddane anodowaniu (bez
powtoki). W grupie kontrolnej zastosowano natomiast krazki z polistyrenu o
takiej samej srednicy i grubosci co krazki tytanowe. Komdrki hodowano w 12-
dotkowych ptytkach w $rodowisku rekomendowanym przez producenta. Po
osiggnigciu odpowiedniej konfluencyjnosci, na ptytki naniesiono tytanowe
krazki, kazdy w 6 powtdrzeniach. Po natozeniu tytanowych krazkow, komérki
hodowano przez okres 24h, 7, 14 oraz 21 dni. We wskazanych przedziatach
czasowych dokonano oceny zywotnosci komorek za pomoca testu MTT. Po
wyizolowaniu mitochondridéw oznaczono metodami kolorymetrycznymi
stezenie  biatka  catkowitego, aktywnos¢ kaspazy-3 (CAS-3) oraz
funkcjonowanie tancucha oddechowego: aktywnosé kompleksu I i I, oksydazy
cytochromu ¢ (COX) oraz syntazy cytrynianowej (CS). Pobrano ptyn nad
komorkami, w ktéorym metodami kolorymetrycznymi oznaczono stezenia: biatka
catkowitego (BCA), malonylodialdehydu (MDA), grup disiarczkowych (SS),
nadtlenoazotynu (ONOO"), 3-Nitrotyrozyny (3-NT) oraz oceniono catkowity
status utleniajgcy (TOS) 1 catkowita zdolnosé antyoksydacyjna (TAC);
metodami fluorymetrycznymi: zawarto$¢ koncowych produktoéw utleniania
biatek (AOPP) i koncowych produktéow zaawansowanej glikacji biatek (AGE);
metodami ELISA: stezenie czynnika wzrostu fibroblastow-2 (FGF-2), czynnika
wzrostu  Srodbtonka  naczyniowego (VEGF-A) oraz adduktow  4-
hydroksynonenalu z biatkami (addukty 4-HNE). W lizacie komorkowym
metodami kolorymetrycznymi oznaczono stezenia: biatka catkowitego (BCA),
malonylodialdehydu (MDA), grup disiarczkowych (SS), nadtlenoazotynu
(ONOO’), 3-Nitrotyrozyny (3-NT), zredukowanego glutationu (GSH),
aktywnos¢ katalazy (CAT), dysmutazy ponadtlenkowej (SOD), peroksydazy
glutationowej (GPx), reduktazy glutationowej (GR), oksydazy NADPH (NOX)

oraz oceniono catkowity status utleniajacy (TOS) i catkowita zdolno$é
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antyoksydacyjng (TAC): metodami fluorymetrycznymi: zawarto$é koncowych
produktéw utleniania biatek (AOPP) i koncowych produktow zaawansowanej
glikacji biatek (AGE); metoda ELISA: stezenie adduktow 4-hydroksynonenalu z
biatkami (addukty 4-HNE). Zawartos¢ metali w medium oceniono po 3, 6, 15, i
21 dniach, metodg ICP-MS.

Analize statystyczng uzyskanych wynikéw przeprowadzono przy uzyciu
programu Statistica 12.0 przy uzyciu testow: ANOVA wraz z testem post-hoc
HSD Tukey’a. Analize korelacji wykonano metodg Pearsona. Za poziom
istotnosci przyjeto p<0,05.

W badaniach wykonanych po 24 godzinach doktorantka wykazata jako istotne
statystycznie:

— wyzszg aktywnos¢ GPx w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st)

1 V(t) w stosunku do kontroli;
— wyzszy TOS dla stopu V w stosunku do kontroli, jak i w stosunku do
TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na stopy V(st) i V(t);
— wyzsza aktywnos¢ NOX w komorkach dla stopu V w stosunku do
kontroli, jak réwniez w stosunku do aktywnosci tego enzymu w
komoérkach eksponowanych na stopy V(st) i V(t);

— wyzsze stezenie AOPP w komorkach dla stopow V, V(st) i V() w

stosunku do kontroli;

— nizsze stezenie grup disiarczkowych w komoérkach dla stopu V, w

stosunku do kontroli i stopow V(st) i V(t);

— nizszg aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastéw dla

stopow V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli;

— nizsza aktywno$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastéw dla

stopu V w porownaniu do stopow V(st) 1 V(t);
— wyzszy TOS w medium dla stopow V, V(st), V(t) w stosunku do

kontroli;




wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i

V(t) w porownaniu do kontroli.

W badaniach wykonanych po 7 dniach autorka rozprawy doktorskiej wykazata

jako istotne statystycznie:

nizsze stezenie bialka catkowitego w komorkach fibroblastow dla
stopow V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli;

wyzsza aktywno$¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V,
V(st), V(t) w stosunku do kontroli;

wyzszg aktywnos¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V(st),
V(t) w stosunku do V;

wyzsza aktywnos¢ GPx w komorkach dla stopéw V, V(st), V(i) w
stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V. w
stosunku do kontroli;

wyzszg aktywnos¢ GR dla stopow V(st), V(t) w stosunku do
aktywnosci GR w komorkach fibroblastéow eksponowanych na stop V;
wyzsze stezenie GSH w komdrkach dla stopéw V(st), V(t) w stosunku
do stezenia GSH w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop V;
wyzsze stezenie GSH dla stopu V(t) w stosunku do stopu V(st);

nizszy TAC dla stopu V i V(st) w stosunku do kontroli;

wyzszy TOS w komarkach dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku do
kontroli;

nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V(st) i V(t) w
stosunku do TOS w komorkach fibroblastéw eksponowanych na stop
V;

wyzsza aktywnos¢ NOX w komorkach fibroblastéw dla stopow V,

V(st) i V(t) w stosunku do kontroli;



wyzszg aktywnos¢ NOX w komorkach fibroblastéw dla stopu V w
stosunku do aktywnodci tego enzymu w komoérkach eksponowanych na
stopy V(st) 1 V(t);

wyzsze stezenie MDA dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do
kontroli;

wyzsze stezenie MDA dla stopéw V 1 V(st) w stosunku do stezenia
MDA w komorkach eksponowanych na stop V(t);

wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w komoérkach fibroblastow dla
stopow V 1 V(st) w stosunku do kontroli;

wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w komorkach dla stopow V i V(st)
w stosunku do stezenia adduktow 4-HNE w  komorkach
eksponowanych na stop V(t).

wyzsze stezenie AOPP dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do
kontroli;

nizsze stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla
stopu V, w stosunku do kontroli i stopow V(st) 1 V(t);

nizsza aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla
stopow V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla
stopu V w porownaniu do stopdw V(st) i V(t);

nizsza aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastéw dla
stopow V 1 V(st) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla
stopu V w pordéwnaniu do stopu V(t);

nizsza aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastéw dla stopéw V,
V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli;

nizsze stezenie FGF-2 w medium dla stopéw V, V(st) i V(t) w stosunku

do kontroli;



nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w
stosunku do kontroli;

nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopu V w poréwnaniu do
stopow V(st) 1 V(t);

nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopu V(st) w poréwnaniu do
stopu V(t);

wyzsze stezenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do
kontroli 1 do stopow V(st) i V(t);

wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i
V(t) w porownaniu do kontroli;

wyzsze stezenie AGE w medium dla stopow V, V(st) i V(i) w

poréwnaniu do kontroli.

W badaniach wykonanych po 14 dniach doktorantka wykazata jako istotne

statystycznie:

wyzsza zywotnos¢ komorek dla stopu V(t) w stosunku do stopu V;
wyzsza zywotnos¢ komorek dla stopu V(st) w stosunku do stopu V;
nizsze stezenie biatka catkowitego w komorkach fibroblastow dla
stopow V, V(st);

wyzsza aktywnos¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopoéw V,
V(st), V(t) w stosunku do kontroli;

wyzszg aktywnos¢ SOD w komoarkach fibroblastow dla stopow V(st),
V(t) w stosunku do V;

wyzsza aktywnos¢ CAT w komorkach fibroblastow dla stopdéw V,
V(st), V(t) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywno$¢ CAT w komorkach fibroblastow dla stopoéw V(st),
V(t) w stosunku do V;

nizsza aktywno$¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V, V(st),

V(t) w stosunku do kontroli;
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wyzsza aktywnos¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopow V(st),
V(t) w stosunku do aktywnosci GR w komodrkach fibroblastow
eksponowanych na stop V;

wyzsza aktywnos¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopu V(t) w
stosunku do aktywnosci GR w  komoérkach fibroblastow
eksponowanych na stop V (st);

nizsze stezenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st),
V(t) w stosunku do kontroli;

wyzsze stezenie GSH w komaorkach fibroblastow dla stopéw V(st), V(t)

w  stosunku do stezenia GSH w komorkach fibroblastow
eksponowanych na stop V;

wyzsze stezenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopu V(t) w
stosunku do stopu V(st);

nizszy TAC w komérkach fibroblastow dla stopow V, V(st), V(t) w
stosunku do kontroli;

wyzszy TAC w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t) w
stosunku do TAC w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop
Vi

wyzszy TAC w komorkach fibroblastow dla stopu V(t) w stosunku do
stopu V(st);

wyzszy TOS w komérkach fibroblastow dla stopdéw V, V(st), V(t) w
stosunku do kontroli;

nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t) w
stosunku do TOS w komorkach fibroblastow eksponowanych na stop
V;

wyzszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopu V(st) w stosunku do
stopu V(t);
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wyzszg aktywnos¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopu V w
stosunku do kontroli, jak réwniez w stosunku do aktywnosci tego
enzymu w komorkach eksponowanych na stopy V(st) i V(t);

wyzsze stezenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopéw V i V(st)
w stosunku do kontroli;

wyzsze stezenie MDA w komérkach fibroblastéw dla stopéw V i V(st)
w stosunku do stezenia MDA w komérkach eksponowanych na stop
V()

wyzsze stezenie MDA w komérkach fibroblastow dla stopu V w
stosunku do stezenia MDA w komorkach eksponowanych na stop
V(st);

wyzsze stezenie adduktéw 4-HNE w komorkach fibroblastéw dla
stopow V 1 V(st) w stosunku do kontroli;

wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w komérkach fibroblastéw dla
stopow V 1 V(st) w stosunku do stezenia adduktow 4-HNE w
komorkach eksponowanych na stop V(t),

wyzsze stezenie adduktow 4-HNE w komorkach fibroblastow dla stopu
V w porownaniu do stezenia adduktow 4-HNE w komorkach
eksponowanych na stop V(st);

wyzsze stezenie AOPP w komorkach fibroblastow dla stopdéw V, V(st)
i V(t) w stosunku do kontroli;

nizsze stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla
stopow V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli;

nizsze stezenie grup disiarczkowych w komérkach fibroblastow dla
stopu V, w stosunku do stopow V(st) i V(t);

wyzsze stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i

V(t) w stosunku do kontroli;



nizsze stezenie BCA w mitochondriach fibroblastéw dla stopow V,
V(st) w stosunku do kontroli i stopu V(t);

nizsza aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla
stopow V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos$¢ kompleksu [ w mitochondriach fibroblastow dla
stopu V w porownaniu do stopow V(st) 1 V(t);

nizsza aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla
stopoéw V i V(st) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla
stopow V 1 V(st) w porownaniu do stopu V(t);

nizsza aktywnosé¢ COX w mitochondriach fibroblastow dla stopow V,
V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopow V,
V(st) i V(t) w stosunku do kontroli;

nizszg aktywnos¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, i
V(st), w poréwnaniu do aktywnosci CS w mitochondriach fibroblastow
narazanych na stop V(t);

wyzszg aktywnos¢ CAS-3 w mitochondriach fibroblastow dla stopow
V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli;

nizsze stezenie FGF-2 w medium dla stopow V, V(st) 1 V(t) w stosunku
do kontroli;

nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w
stosunku do kontroli;

wyzsze stezenie MDA w medium dla stopdw V, V(st) 1 V(i) w
poréwnaniu do kontroli;

wyzsze stezenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopow

V(st) i V(t);
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wyzsze stezenie 4-HNE w medium dla stopéw V, V(st) i V(1) w
porownaniu do kontroli;
wyzsze stezenie AGE w medium dla stopow V, V(st) 1 V(t) w

porownaniu do kontroli.

W badaniach wykonanych po 21 dniach dr Izabela Zieniewska-Siemienczuk

wykazata jako istotne statystycznie:

wyzsza zywotnos¢ komorek oceniana po 21 dniach dla stopu V(t) w
stosunku do stopu;

wyzsza zywotnos¢ komorek dla stopu V(st) w stosunku do stopu V;
nizsze stezenie biatka calkowitego w komorkach fibroblastéw dla
stopow V, V(st), V(t) w stosunku do kontroli;

wyzsza aktywnos¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V,
V(st), V(t) w stosunku do kontroli;

wyzsza aktywnos¢ SOD w komorkach fibroblastow dla stopow V(st),
V(t) w stosunku do V;

wyzszg aktywnos¢ CAT w komdrkach fibroblastow dla stopdéw V,
V(st), V(t) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos$¢ CAT w komorkach fibroblastow dla stopow V(st),
V(t) w stosunku do V;

nizszg aktywnos¢ GR w komodrkach fibroblastow dla stopu V w
stosunku do kontroli;

wyzsza aktywnos¢ GR w komorkach fibroblastow dla stopdw V(st),
V(t) w stosunku do aktywnosci GR w komorkach fibroblastow
eksponowanych na stop V;

nizsze stezenie GSH w komorkach fibroblastow dla stopu V w
stosunku do kontroli, jak i w stosunku do stezenia GSH w komorkach

fibroblastow eksponowanych na stopy V(st) 1 V(t);

14



nizsze TAC w komorkach fibroblastow dla stopu V w stosunku do
kontroli, jak 1 w stosunku do TAC w komorkach fibroblastow
eksponowanych na stopy V(st) i V(t);

wyzszy TOS w komorkach fibroblastéw dla stopow V, V(st), V(1) w
stosunku do kontroli;

nizszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopow V(st), V(t) w
stosunku do TOS w komérkach fibroblastow eksponowanych na stop
Vi

wyzszy TOS w komorkach fibroblastow dla stopu V(st) w stosunku do
stopu V(t);

wyzszg aktywnos¢ NOX w komorkach fibroblastow dla stopu V w
stosunku do kontroli, jak réwniez w stosunku do aktywnosci tego
enzymu w komorkach eksponowanych na stopy V(st) i V(t);

wyzsze stezenie MDA w komorkach fibroblastow dla stopu V w
stosunku do kontroli i stopow V(st) i V(t);

wyzsze stezenie AOPP w komorkach fibroblastéw dla stopow V, V(st)
1 V(t) w stosunku do kontroli;

nizsze stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla
stopow V, V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli;

nizsze stezenie grup disiarczkowych w komorkach fibroblastow dla
stopu V, stosunku do stopdw V(st) i V(t);

wyzsze stezenie AGE w komorkach fibroblastow dla stopow V, V(st) i
V(t) w stosunku do kontroli;

wyzsze stezenie ONOO™ w komorkach fibroblastow dla stopow V,
V(st) 1 V(t) w stosunku do kontroli.

wyzsze stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow dla stopdéw V, V(st)

w stosunku do kontroli;
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wyzsze stezenie 3-NT w komorkach fibroblastow dla stopow V 1 V(st)
w stosunku do stopu V(t);

nizsze stezenie BCA w mitochondriach fibroblastow dla stopow V,
V(st) i V(t) w stosunku do kontroli;,

nizsze stezenie BCA w mitochondriach fibroblastéw dla stopow V,
V(st) w stosunku stopu V(t);

nizszg aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla
stopow V, V(st) i V(t) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos$¢ kompleksu I w mitochondriach fibroblastow dla
stopu V w poréwnaniu do stopow V(st) 1 V(t);

nizszg aktywnos¢ kompleksu IT w mitochondriach dla stopéw V i V(st)
w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos¢ kompleksu II w mitochondriach fibroblastow dla
stopow V i V(st) w porownaniu do stopu V(t);

nizsza aktywnos¢ COX w mitochondriach fibroblastow dla stopow V,
V(st) i V(t) w stosunku do kontroli;

nizsza aktywnos¢ COX w mitochondriach dla stopow V, 1 V(st), w
pordéwnaniu do aktywnosci COX w mitochondriach fibroblastow
narazanych na stop V(t);

nizsza aktywnos¢ CS w mitochondriach dla stopow V, V(st) 1 V(t) w
stosunku do kontroli;

nizszg aktywnos¢ CS w mitochondriach fibroblastow dla stopow V, i
V(st), w porownaniu do aktywnosci CS w mitochondriach fibroblastow
narazanych na stop V(t);

wyzszg aktywno$¢ CAS-3 w mitochondriach dla stopow V 1 V(st) w
stosunku do kontroli i w stosunku do aktywnosci CAS-3 w
mitochondriach fibroblastoéw eksponowanych na krazki tytanu z

wanadem ze stopu V(t);
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— nizsze stezenie FGF-2 w medium dla stopow V, V(st) i V(t) w stosunku
do kontroli;

— nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopow V 1 V(st) w stosunku
do kontroli;

— nizsze stezenie VEGF-A w medium dla stopow V i V(st) w poréwnaniu
do stopu V(t);

— wyzszy TOS w medium dla stopow V, V(st), V(1) w stosunku do
kontroli;

— wyzszy TOS w medium dla stopu V w poréownaniu do stopdw V(st) i
V(v);

— wyzszy TOS w medium dla stopu V(st) w poréwnaniu do stopu V(t);

— wyzsze stezenie MDA w medium dla stopdw V i V(st) w porownaniu
do kontroli i do stopu V(t);

— wyzsze stezenie MDA w medium dla stopu V w poréwnaniu do stopu
V(st);

— wyzsze stezenie adduktéw 4-HNE w medium dla stopow V, V(st) i
V(t) w poréwnaniu do kontroli;

— wyzsze stezenie AGE w medium dla stopow V, V(st) 1 V(1) w

poréwnaniu do kontroli.

Na podstawie uzyskanych wynikow 1 dokonanych analiz doktorantka
wyciagneta nastepujgce wnioski:

1. Stopien cytotoksycznosci tytanowych krazkow z II typem anodowania
zalezy ~od czasu trwania  hodowli  komodrkowej  ludzkich,
niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastéw ATCC-PCS-
201-018. Od 14 dnia eksperymentu, do czasu jego zakonczenia jest nizszy

w porownaniu do tytanowych krazkow bez warstwy pasywnej, przy czym
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rodzaj anodowania pozostaje bez wptywu na stopief cytotoksycznosci
stopu tytanu Ti6Al4V.

. Zmiany obrony antyoksydacyjnej ludzkich, niemodyfikowanych
genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 narazanych
na krazki tytanowe pozbawione warstwy pasywnej odbiegaja znaczaco od
zmian obrony antyoksydacyjnej w/w fibroblastéw narazanych na krazki
tytanowe poddane anodowaniu, przy czym bardziej niekorzystne zmiany
widoczne sa w w/w fibroblastach narazanych na krgzki anodowane
standardowo.

. Oksydacyjne modyfikacje biatek zachodza we wszystkich grupach
ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki, przy czym proces
ten jest najmniej nasilony w w/w fibroblastach eksponowanych na
tytanowe krazki z Il typem anodowania. Niewielki i ograniczony do 7
dnia hodowli ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastow ATCC-PCS-201-018 wzrost jednego tylko markera
peroksydacji lipidéw (MDA) i brak jakichkolwiek zmian stezen adduktow
4-HNE z biatkami vs. grupa kontrolna dowodzi odwracalnosci procesu
peroksydacji lipidow i niewielkie nasilenie stresu oksydacyjnego.
Oksydacyjne modyfikacje elementéw komorkowych byty najbardziej
nasilone w grupie w/w fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki
bez warstwy pasywnej. Wytwarzanie RFT byto zwigkszone we wszystkich
grupach  ludzkich, niemodyfikowanych —genetycznie, pierwotnych
fibroblastow ATCC-PCS-201-018, przy czym proces ten w grupach
fibroblastow eksponowanych na tytanowe krazki z warstwa pasywna
rozpoczynal si¢ dopiero od 7 dnia eksperymentu. Generowanie RFT byto
na najwyzszym poziomie w grupie w/w fibroblastow narazanych na
krazki bez warstwy pasywnej, a Il typ anodowania zmniejszal stopien

produkcji RFT w poréwnaniu do anodowania standardowego.
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4, Wzrost aktywnosci oksydazy NADPH (NOX) byt zaieZny od czasu
trwania hodowli ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych
fibroblastow ATCC-PCS-201-018, byta najnizsza w w/w fibroblastach
narazanych na tytanowe krazki poddane anodowaniu (vs. fibroblasty
narazone na krazki tytanowe bez warstwy pasywnej), przy czym rodza]
anodowania pozostawat bez wptywu na aktywnos¢ tego enzymu. Stezenie
ONOO- istotnie wzrastato w ostatnie] dobie eksperymentu (vs. kontrola).
Wzrost ten wydaje sie by¢ niezalezny od obecnosci warstwy pasywnej,
czy tez rodzaju anodowania.

5. Aktywnos¢ kompleksu | przez caly czas trwania eksperymentu we
wszystkich grupach badanych byta istotnie obnizona (vs. kontrola), przy
czym obecno$¢ warstwy pasywnej zdaje si¢ miec dziatanie ochronne.
Rodzaj anodowania nie wptywa na aktywnos¢ tego enzymu. Typ Il
anodowania zapobiega natomiast zmianom aktywnosci kompleksu IT (vs.
kontrola). Zmiany aktywnosci CS zaleza od czasu trwania hodowli,
redukcje aktywnosci tego enzymu zaobserwowa¢ mozna od 14 dnia
hodowli we wszystkich grupach badanych (vs. kontrola). Najmniejszy
stopien inhibicji tego enzymu wystepuje W mitochondriach ludzkich,
niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-
201-018 eksponowanych na tytanowe krazki z Il typem anodowania (w
poréwnaniu do dwoch pozostatych grup badanych). Aktywnos¢ COX od
7 do ostatniego dnia hodowli byta istotnie obnizona w mitochondriach
ludzkich, niemodyfikowanych genetycznie, pierwotnych fibroblastow
ATCC-PCS-201-018 narazanych na tytanowe krazki (vs kontrola). W
ostatniej fazie hodowli obecnos¢ 11 typu anodowania zmniejsza stopien
inhibicji tego enzymu w poréwnaniu do pozostatych grup badanych.
Stopien apoptozy w mitochondriach ludzkich, niemodyfikowanych

genetycznie, pierwotnych fibroblastow ATCC-PCS-201-018 zalezy od
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czasu trwania hodowli. W ostatniej fazie hodowli obecnos¢ II typu
anodowania zapobiega apoptozie w mitochondriach w/w fibroblastow.

6. Stezenie FGF-2 w medium pochodzacym ze wszystkich badanych grup
ulega redukcji od 7 dnia hodowli i utrzymuje si¢ na istotnie nizszym
poziomie vs. kontrola do korica eksperymentu. Wartos¢ tej redukeji nie
byta uwarunkowana obecnoscia warstwy pasywnej, czy tez rodzajem
anodowania. Zmiany stezen VEGF-A zaleza od czasu trwania hodowli i
rodzaju tytanowych krazkow, przy czym w 21 dobie obecnos¢ warstwy
pasywnej z Il typem anodowania zapobiega zaburzeniom sekrecji tego
czynnika przez fibroblasty (vs. kontrola).

7. Przez caty okres trwania eksperymentu uwalnianie jonéw tytanu, glinu i
wanadu z tytanowych krazkow z warstwa pasywna anodowang na twardo
byto wyzsze niz z pozostatych krazkoéw tytanowych. Stopiefi uwalniania
jondow z powierzchni wszystkich badanych krazkow tytanowych

zmniejszal sie wraz z uptywem czasu.

Podsumowanie

Rozprawa doktorska lekarz dentysty Izabeli Zieniewskiej-Siemienczuk
posiada klasyczny uklad monografii i jest napisana poprawna polszczyzna.
Szata graficzna i strona edytorska jest staranna. Kolorowe wykresy, ryciny,
schematy i fotografie wzbogacaja niewatpliwie znacznie jej walory poznawcze,
a spis rycin i tabel ufatwia czytelnikowi odszukiwanie w tekscie wybiorczych
informacji.

Doktorantka bardzo rozbudowala objetos¢ catej dysertacji, ale byto to
podyktowane olbrzymia liczba wynikow i korelacji, ktore przeprowadzita, nie
uznawatbym tego zatem za zarzut, bo zachowata adekwatne proporcje
poszczegolnych jej czesci. W pracy autorka umiejetnie dobrata metody

badawcze celem uzyskania obiektywizacji wynikow i wykazala si¢ dobra
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znajomoscig warsztatu naukowego, uzyskujac rozwigzanie wszystkich licznych
problemdéw badawczych. Wnioski w mojej skromne] ocenie odpowiadaja
postawionym celom. Dodatkowg wartoscig przedstawionych wynikdéw badan in
vitro jest ich utylitarny charakter dajacy potencjalng mozliwos¢ implementacji
w medycynie. Wyniki badan sg nowatorskie w wielu aspektach, maja
potencjalne zastosowanie praktyczne, a ich wdrozenie w postepowaniu
klinicznym prowadzi¢ moze niewatpliwie do poprawy wynikow leczenia
chirurgicznego i implantologicznego pacjentdéw z zastosowaniem materiatow
tytanowych.
Moja ogdlna i merytoryczna ocena rozprawy doktorskiej lekarz dentysty Izabeli
Zieniewskiej-Siemienczuk pt.: ,,Ocena wplywu zespolen tytanowych
poddanych anodowaniu twardemu na cytotoksycznos¢, stres oksydacyjny oraz
zjawiska korozji w hodowlach komorkowych fibroblastow ludzkich”
zrealizowane] pod opieka prof. dr hab. n. med. Anny Zalewskiej jest
pozytywna. Praca spetnia formalne kryteria stawiane pracom na stopien doktora
nauk medycznych okreslone w Ustawie o szkolnictwie wyzszym i nauce z 20
lipca 2018 roku (Dz. U. z 2022r. poz.574).

Zwracam sie zatem do Senatu Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku
o dopuszczenie lek. dent. [zabeli Zieniewskiej-Siemienczuk do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

Dr hab. n. med. Mariusz Szuta

ab. n. sz SZUTA
specjalista chirurgii szcze kowo-twarzowej
otolaryngolog
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