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Recenzja pracy doktorskiej na stopien doktora w Dyscyplinie Inzynieria Biomedyczna
na Politechnice Wroclawskiej mgr inz. Przemyslawa Sarelo

pt. , Immunofunkcjonalizacja powierzchni stentow kardiowaskularnych poprzez
wprowadzenie interleukin przeciwzapalnych”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr inz. Przemyslaw Sarelo zostala
wykonana pod kierunkiem opiekuna naukowego:

dr hab. Marty Kopaczynskiej, prof. uczelni
z Katedry Inzynierii Biomedycznej
Wydziatu Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki Wroclawskie)

Choroba niedokrwienna serca wcigz stanowi jedng z najezgstszych przyczyn zgonow w
Europie, a pacjenci po przebytych zabiegach angioplastyki z implantacjg stentu do tetnicy
wicncowej stanowig duzg i wcigz rosnagcg grupe. Wiadomo, ze miazdzyca lezaca u podstawy
choroby niedokrwiennej traktowana jest jako przewlekly proces zapalno-immunologiczny, w
ktérym dochodzi do zaburzenia relacji pomigdzy $ciang naczynia, komérkami zapalnymi oraz
chemokinami, stad podjety przez Doktoranta temat pracy dotyczacy immunofunkcjonalizacji
powierzchni  stentow  kardiowaskularnych ~ poprzez ~ wprowadzenie  interleukin
przeciwzapalnych jest niezwykle interesujacy i prezentuje nowatorskie i aktualne podejscie do
wspofczesnych probleméw medycznych.

Przedstawiona rozprawa doktorska zostala przedstawiona na 158 stronach 10
rozdziatach, obejmujacych spis tresci, streszczenie w jezyku polskim i angielskim, wykaz
skrotow, wstep, motywacje, cel pracy, graficzny abstrakt, tezy pracy, material i metody, wyniki
i dyskusje. dowiedzenie tez pracy, wktad Autora w tematyke pracy, dorobek naukowy Autora,
spis ilustracji i bibliografig.

W rozprawie doktorskiej mgr inz. Przemystaw Sarelo podjal temat modyfikacji powierzchni
powszechnie stosowanych stentow, ktdra wykaze aktywnos¢ biologiczng wobec komdrek
naczyniowych, przez co pozwoli zredukowaé prawdopodobiefistwo wystgpienia restenozy.

Autor skoncentrowal badania wokd! interleukin, bedgcych czgsteczkami  naturalnie
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syntezowanymi w organizmie i charakteryzujacymi si¢ plejotropowym dziataniem,
wywolujgcym korzystne reakcje komorek naczyniowych, ograniczajgc progresj¢ zmian
miazdzycowych oraz zmniejszajac prawdopodobienstwo rozwoju restenozy w stencie.

We wstepie Doktorant przedstawit procedure otrzymywania powtok na bazie polidopaminy i
polidopaminy wzbogacone] chitozanem. Immobilizacj¢ wybranych interleukin w obrebie
materialéw bazowych Autor przeprowadzil w reakcji bezposredniej lub za posrednictwem
techniki sieciowania, a wlasciwosci fizyko-chemiczne otrzymanych powtok scharakteryzowat
z wykorzystaniem spektroskopii ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia w
podczerwieni z transformata Fouriera, mikroskopii sit atomowych 1 testow
immunoenzymatycznych. We Wstepie Autor opisuje patomechanizm miazdzycy, uzupeiniajgc
tekst wysokiej jakosci autorskimi schematami i rycinami, obrazujagcymi budowe $ciany
naczynia, proces interakcji migdzykomadrkowych oraz mechanizm skurczu i rozkurczu
komorek migsni gtadkich w odpowiedzi na substancje wazoaktywne. W dalszej czesci wstepu
Doktorant opisuje kluczowa role czgsteczek cholesterolu LDL odgrywajgcych zasadniczg role
w procesie miazdzycy, co obrazuje w kolorowych autorskich rycinach.

Sposdréd strategii terapeutycznych stosowanych w miazdzycy, ktore opisuje Doktorant w
kolejnych podrozdzialach Wstepu, wymienia intensywng farmakoterapi¢, przezskorng
interwencje wieficowa (PCl, z ang. percutaneous coronary intervention), inaczej okreslana
mianem przezskornej $rddnaczyniowej angioplastyki wiencowej (PTCA, z ang. percutaneous
transluminal coronary angioplasty) oraz pomostowanie aortalno- wiencowe. Sposrod wyzej
wymienionych metod leczniczych, to PCI jest obecnie najczgdciej podejmowana w celu
poszerzenia zwgzenia swiatta CA lub przywrdcenie droznosci po catkowitym jej zamknigciu,
a polega ona na balonowaniu zwgzonego odcinka naczynia i umieszczenie
wewnatrznaczyniowo stentu. Mgr inz. Przemyslaw Sarelo opisujac w dalszej czgsci Wstgpu
efekty biologiczne indukowane implantacjg stentu przedstawia patomechanizm restenozy w
stencie, efekty molekularne i komdrkowe zalezne od Interleukiny 4 i 10 w okresie przed- i
poimplantacyjnym, chemi¢ powtok, w tym polidopaminy, be¢dgcej wysoce adhezyjnym i
reaktywnym chemicznie materiatem bazowym, podnoszgc wartos¢ dysertacji $wietnie
wykonana autorsko oprawg graficzng, ilustrujagcg mechanizmy opisywanych przez siebie
proceséw, zjawisk i teorii, w tym teorii wigzania interleukin na powierzchni materiatu
bazowego oraz techniki sieciowania w aspekcie immobilizacji interleukin.

Motywacja do przeprowadzenia przez Doktoranta badan bylo opracowanie i
scharakteryzowanie powtoki do uzytku w kardiologii interwencyjnej. w zwigzku z powyzszym

podjal cel pracy, ktorym bylo otrzymanie powloki na powierzchni kobaltowo-chromowego




stentu kardiowaskularnego, przeciwdziatajacej przewleklym i ostrym procesom zapalnym,
toczacych si¢ w S$cianie naczynia, a wynikajgcych z postepujacej miazdzycy oraz
przeprowadzonego zabiegu przezskdrnej Srodnaczyniowej angioplastyki wiencowe;j.

Powloka ta opracowana zostala na bazie biopolimeréw (polidopamina oraz chitozan),
wykazujacych silne wlasciwosci adhezyjne, stuzace zakotwiczeniu powloki na powierzchni
stentu oraz posiadajacych liczne grupy funkeyjne, sluzace zwigzaniu interleukin
przeciwzapalnych (interleukina 4 oraz interleukina 10) w reakcji bezposredniej oraz za
posrednictwem techniki sieciowania. Doktorant postawit sobie za cel przeprowadzenie petnej
charakterystyki otrzymanej powtoki z wykorzystaniem spektroskopii ostabionego catkowitego
wewnetrznego odbicia w podczerwieni z transformatg Fouriera, mikroskopii sit atomowych i
testow immunoenzymatycznych oraz okreslenie wiasciwoscei biologicznych powloki w
warunkach in vitro pod kgtem patomechanizmu miazdzycy i restenozy w stencie na podstawie
analizy i oceny zywotnosci, proliferacji i morfologii komorek $rodblonka hodowanych na
otrzymanych powlokach, ich odpowiedzi prozapalnej, adhezji monocytéw/makrofagéw do
biomaterialu i komarek $rodbtonka hodowanych na zmodyfikowanej powierzchni oraz indukcji
zmian fenotypowych w makrofagach.

W swoim opracowaniu Doktorant postawit cztery tezy, stuzace realizacji nadrz¢dnego celu
rozprawy doktorskiej, a mianowicie:

Tezanr 1: Istnieje materiat, ktorego parametry fizyko-chemiczne oraz whasciwosci biologiczne
bedg odpowiednie do zastosowania jako powtoka bazowa do pokrycia powierzchni stentu
kardiowaskularnego. Mozliwe jest pokrycie powierzchni stentu wybranym materialem,
zapewniajac optymalnos¢ przysztych proceséw technologicznych.

Teza nr 2: Mozliwe jest zwigzanie czgsteczek wybranych interleukin przeciwzapalnych na
powierzchni powloki bazowej oraz mozliwe jest potwierdzenie obecnosci interleukin na
powierzchni materiatu wybranymi technikami pomiarowymi.

Teza nr 3: Procedura wigzania interleukin na powierzchni powloki bazowej nie uposledzi

ich aktywnosci biologicznej wobec wybranych linii komdrkowych.

Teza nr 4: Opracowana powfoka wykaze minimum dwie pozadane wiasciwosci w odniesieniu
do molekularnego badz komorkowego patomechanizmu restenozy, co pozwoli wnioskowac

o korzysciach z zastosowania opracowanej modyfikacji powierzchni stentu.

W kolejnym rozdziale Autor dysertacji opisal materialy i metodyke, w tym procedury
przygotowania powlok na bazie polidopaminy funkcjonalizowanych interleuking, wzbogacenie
powloki o chitozan, funkcjonalizacj¢ powloki interleukinami za posrednictwem techniki

sieciowania, oceng struktury chemicznej powloki za pomoca spektroskopii w podezerwieni,




charakterystyke nanostrukturalng powtoki za pomoca mikroskopii sil atomowych, oceng
kinetyki uwalniania interleukin z powierzchni powloki z wykorzystaniem testu
immunoenzymatycznego, hodowle ludzkich komorek srodblonka zyty pegpowinowe;j
stanowigcych model komérek $rodblonka, hodowle ludzkich komorek ostrej biataczki
monocytowe]j stanowigcych model monocytéw/makrofagéw, oceng zywotnosci i proliferacyi
komérek $rédblonka hodowanych na otrzymanych powlokach, oceng morfologii komorek
érodbtonka hodowanych na otrzymanych powlokach, oznaczenie stg¢zenia cytokin
prozapalnych wydzielanych przez komorki $rodblonka hodowanych na otrzymanych
powlokach, oceng adhezji makrofagdw do otrzymanych powtok, oceng interakcji miedzy
komorkami $rédbtonka hodowanymi na otrzymanych powlokach a komérkowym modelem
monocytow, ocene aktywnosci biologicznej interleukin po zwigzaniu na powtoce bazowe;j

— polaryzacja makrofagéw wskutek kontaktu z proponowana powtoka, oceng ekspresji
czasteczek adhezyjnych w komorkach $rodblonka oraz oznaczenie st¢zenia tlenku azotu i
poziomu reaktywnych form tlenu w komdrkach srédbtonka.

Analize statystyczna Doktorant przeprowadzil bezblednie za pomocg oprogramowania SPSS
Statistics stosujac testowanie zatozenia normalnosci rozktadu prowadzono z wykorzystaniem
testu Shapiro-Wilka na poziomie istotnosci 0,05. Do sprawdzenia, czy analizowane dane
spetniajg kryterium rownosci wariancji, wykorzystat test Levene'a na poziomie istotnosci 0,05,
a gdy dane spelnialy warunki normalnosci rozktadu i rownosci wariancji jednokierunkowsg
ANOVA na poziomie istotnosci 0,05 oraz analizg post hoc HSD Tukeya. Ponadto postugiwat
si¢ testem Kruskala- Wallisa na poziomie istotnosci 0,05, i dokonywat korekty poziomu
istotnos$ci za pomocg poprawki Bonferroniego.

W rozdziale: Wyniki Doktorant przedstawil uzyskane rezultaty w postaci 49 rycin, w tym
wykresow i obrazow z mikroskopu, oraz opisu wynikow i komentarzy do nich w tresci.
Przedstawione przez Doktoranta wyniki przeprowadzonych eksperymentéw potwierdzajg, ze
nadrzedny cel rozprawy doktorskiej zostat w pelni zrealizowany, bowiem
immunofunkcjonalizowane powtoki zostaty otrzymane, kompleksowo scharakteryzowane pod
wzgledem parametrow fizyko-chemicznych i aktywnosci biologicznej.

Dyskusja- wiele zawartych tu informacji ma charakter ogélnych opiséw. Proponujg, aby
Doktorant podczas przygotowywania dysertacji do publikacji zwig¢Zle i umiejetnie skupit sig
przede wszystkim na konfrontacji uzyskanych wynikéw z rezultatami badan innych autordw.
Literatura w zakresie podj¢tego przez Doktoranta tematu jest bardzo bogata i dostarcza wielu
cennych argumentow pro i kontra, do przeprowadzenia btyskotliwej polemiki, a o tym, ze takg

umiejetnos¢ Doktorant posiada, swiadczg liczne fragmenty dysertacji.




W dalszej czgdci rozprawy Doktorant sformutowal prawidlowo wnioski, odpowiadajgce na
postawione tezy, a tym samym udowodnit, ze:

Po pierwsze: Istnieje material, ktorego parametry fizyko-chemiczne oraz whasciwosci
biologiczne bedg odpowiednie do zastosowania jako powloka bazowa do pokrycia powierzchni
stentu kardiowaskularnego.

Po drugie : Mozliwe jest zwigzanie czgsteczek wybranych interleukin przeciwzapalnych

na powierzchni powloki bazowej oraz mozliwe jest potwierdzenie obecnosci interleukin

na powierzchni materiatu wybranymi technikami pomiarowymi.

Po trzecie: Procedura wigzania interleukin na powierzchni powtoki bazowej nie uposledzi ich
aktywnos$ci  biologicznej wobec  wybranych linii  komdrkowych. Na  podstawie
przeprowadzonych eksperymentow Doktorant udowodnit, ze wskutek kontaktu makrofagow z
otrzymang powloka, komorki te dokonuja zmiany polaryzacji, nasilajac ekspresj¢ markera
CD209, charakterystycznego dla alternatywnie aktywowanych makrofagéw subpopulacji M2.
Po czwarte: Opracowana powfoka wykaze minimum dwie pozadane wiasciwosdci w odniesieniu
do molekularnego badz komarkowego patomechanizmu restenozy, co pozwoli wnioskowac o
korzysciach z zastosowania opracowanej modyfikacji powierzchni stentu.

Uwzgledniajac powyzsze mozna stwierdzi¢, ze nadrzedny cel rozprawy doktorskiej zostal
przez Doktoranta zrealizowany. Stent 2z autorskg powloka zostal otrzymany,
scharakteryzowany, a jego aktywno$é biologiczna wzgledem wybranych, modelowych linii
komoérkowych zostata potwierdzona.

W rozdziale 10 Autor przedstawia swdj dorobek naukowy- tytuty zawodowe, publikacje
naukowe, w renomowanych periodykach posiadajacych znaczacg punktacje MNiSW oraz IF,
udzial w konferencjach naukowych, grantach i projektach. Ponadto Autor przedstawia
stypendia, wspdlprace naukowa, swoja dziatalnos¢ dydaktyczng i dodatkowa, promujaca
nauke.

Rozprawe konczy bibliografia liczaca okoto 150 pozycji, niestety jest nieponumerowana i
wystepuja drobne biedy edytorskie w cytacjach.

Catos¢ pracy doktorskiej mgr inz. Przemyslaw Sarelo oceniam bardzo wysoko.
Doktorant przedstawit ciekawe wyniki badan w oparciu o dobrze dobrany model badania. Autor
pracy dowiddt tym samym, ze potrafi przeprowadzi¢ wzorowo ecksperyment naukowy a
nastepnie opracowa¢ uzyskane wyniki badan i w sposob przejrzysty przedstawic¢ je
czytelnikowi.

7, obowigzku recenzenta pragne zwrdci¢ uwage na pewne aspekty dysertacji, ktore warto

bytoby udoskonali¢. Nalezg do nich: rozbudowanie dyskusji, poprawa bibliografii i jej cytowan




w tekscie oraz korekta bledow edytorskich, stylistycznych i pojawiajacych sig czasem

niefortunnych sformulowan (np. progresujgca miazdzyca- lepszym okresleniem byloby

postepujaca lub progresywna miazdzyca). Powyzsze zastrzezenia nie umniejszajg wysokiej

oceny, ktora wystawiam Doktorantowi. Warta podkreslenia jest oryginalnos¢ tematyki i

wkiladu naukowego Doktoranta, ktéra polega na:

I.Przeprowadzeniu z sukcesem procesu funkcjonalizacji powierzchni kobaltowo-chromowych

stentdw kardiowaskularnych, wprowadzajac na ich powierzchni¢ biopolimery i interleukiny

przeciwzapalne.

2. Otrzymaniu po raz pierwszy przeciwzapalnej powtoki, ktéra w naczyniu uwalnia lokalnie

cytokiny przeciwzapalne, uznane za deficytowe w stanie choroby naczyniowej. Wykazaniu, ze

autorska powloka ogranicza wydzielanie cytokin porozpalanych przez komorki Srédbtonka,
stabilizujac ich stgzenie na statym, niskim poziomie, co stopniowo hamuje toczace si¢ procesy
zapalne.

3.Potwierdzeniu, ze otrzymana powtoka jest zdolna do indukowania zmian fenotypowych

makrofagéw zgromadzonych w $cianie tgtnicy, co korzystnie wptywa na procesy gojenia

i regeneracji tkanek oraz wyhamowanie procesoéw zapalnych.

4. Dowiedzeniu, ze funkcjonalizowana powtoka, otrzymana wedtug autorskiej procedury,

znaczgco hamuje adhezj¢ monocytow/makrofagow, przeciwdziatajgc ewentualnym stanom

zapalnym.

5. Wykazaniu, ze monocyty adherujg w ograniczonym stopniu do komdrek $rodbtonka, ktdre

pokrywaly zmodyfikowang powierzchni¢ implantu naczyniowego, co hamuje postep choroby

naczyniowej.

Ponadto pracg cechuja:

I. Poprawnos¢ w sformutowaniu zatozen badawczych, tez, celu pracy 1 wnioskow,

2. W przewazajace] czgsci rozprawy poprawnos¢ formalno-j¢zykowa, stylistyczna i
interpunkeyjna- Doktorant postuguje si¢ poprawnym stownictwem, charakterystycznym
dla prac naukowych, medyczny jezyk angielski jest prawidlowy,

3. Trafnos¢ doboru metod i narzedzi badawczych, umiejg¢tnosci ich zastosowania - Doktorant
przedstawia doktadny opis catej procedury badawczej oraz oznaczen z poszczegolnych
etapow eksperymentu. Przedstawiona charakterystyka wymienionych metod nie budzi
zastrzezen,

4. Doskonata oprawa graficzna pracy, jasny i przejrzysty, pomimo skomplikowanego tematu,

sposob przedstawienia wynikdow.,

str. 6




Whniosek koncowy

Ogolna heurystyka pracy jest poprawna, analizy prowadzone sg rzetelnie, a wnioski ciekawe.
Rozprawa $wiadczy o odpowiedniej wiedzy Doktoranta w zakresie projektowania badan i
umiejetnosei analizy osiagnigtych wynikow. Rozprawa jest poprawnie zredagowana, a drobne
Hlapsusy” jezykowe nie umniejszajg rangi osiggnietych wynikdw. Analizujgc strukturg pracy i
opisy, nalezy stwierdzi¢, ze Doktorant orientuje si¢ w tematyce rozprawy, opanowat pisanic
tekstow. Szczegotowa 1 wnikliwa ocena osiggnie¢ naukowo-badawczych mgr inz.
Przemyslaw Sarelo upowaznia mnie do wyrazenia wysoce pozytywnej opinii. Dojrzalos¢
naukowa Doktoranta poparta jest zdolnoscia do analitycznego myslenia i trafnego wyciggania
wnioskow. Rozprawa doktorska udowadnia, ze mgr inz. Przemyslaw Sarelo jest dojrzatym
pracownikiem naukowym, w pelni zdolnhym do realizowania samodzielnych, tworczych
koncepcji naukowych zastugujacych na stopien naukowy doktora w Dyscyplinie Inzynieria
Biomedyczna. Na podstawie wymienionych przeze mnie wysokich aspektéw naukowych i
poznawczych powyzszej dysertacji uwazam, ze rozprawa doktorska mgr inz. Przemyslaw
Sarelo spelnia warunki okreslone ustawg z dnia 20 lipca 2018 r. - Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce. Rozprawa zostata sumiennie przygotowana, a otrzymane wyniki sg wazne z
punktu widzenia przysziych badan podstawowych i klinicznych. Doktorant rozwigzal
rozwazany w pracy problem naukowy, stosujgc przy tym poprawny warsztat badawczy. W
zwigzku z tym wnosz¢ do Rady Dyscypliny Naukowej Inzynierii Biomedycznej na Politechnice
Wroctawskiej o kontynuowanie postepowania o nadanie mgr inz. Przemyslaw Sarelo stopnia
doktora w dyscyplinie Inzynierii Biomedycznej. Jednocze$nie sktadam wniosek o jej
wyroznienie, z uwagi na wysokg wartos¢ naukowsg, poziom merytoryczny, oryginalnosc
zastosowanych metod badawczych oraz mozliwos¢ przysziego wdrozenia do praktyki
klinicznej a przez to istotny wktad uzyskanych wynikéw w rozwéj nauk medycznych i nauk o
zdrowiu. Do warto$ci naukowych i poznawczych powyzszej dysertacji, zastugujacych na
wyroznienie, zaliczam:

I/ Trafnosé podjetej problematyki badawczej i jej oryginalnogé

2/ Duze znaczenie uzyskanych rezultatow dla nauki i praktyki, w tym mozliwosci ich
bezposredniego przefozenia na codzienng praktyke kliniczng i zastosowanie praktyczne,

3/ Nowatorski i aktualny temat, zwlaszcza w aspekcie chordb cywilizacyjnych,

4/ Perspektywiczny i rozwojowy charakter pracy. A O . L 1 /

Bytom. 03.08.2023r Aleksandra czyk-Krupka
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