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Recenzja rozprawy doktorskiej

mgra inz. Przemyslawa Sarelo

Podstawg sporzadzenia recenzji rozprawy doktorskiej w dziedzinie nauk inzynieryjno
technicznych w dyscyplinie inzynieria biomedyczna jest powolanie na recenzenta przez Rade
Dyscypliny Naukowej Inzynieria Biomedyczna Politechniki Wroctawskiej uchwata nr
181/31/RDND04/2021-2024 z dnia 4 lipca 2023 roku.

Jednostka prowadzaca postepowanie: Politechnika Wroctawska

Tytut rozprawy doktorskiej: Immunofunkcjonalizacja powierzchni stentéw kardiowaskularnych
poprzez wprowadzenie interleukin przeciwzapalnych

Promotor: dr hab. Marta Kopaczynska, prof. uczelni

Mgr inz. Przemystaw Sarelo ukonczyt studia magisterskie na Wydziale Podstawowych
Problemoéw Techniki Politechniki Wroctawskiej na kierunku inzynieria biomedyczna w roku
2018 (praca magisterska pt.: Ocena charakterystyk amplitudowych i fazowych sygnatu pulsu
rogoéwki u pacjentow z jaskrq po interwencji chirurgicznej). W tym samym roku mgr inz.
Przemystaw Sareto zostat uczestnikiem interdyscyplinarnych studiéw doktoranckich na Wydziale
Podstawowych Probleméw Techniki Politechniki Wroclawskiej oraz rozpoczat studia na
Wydziale Lekarskim Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich. Badania zwigzane
zrozprawg doktorka byly realizowane w Katedrze Inzynierii Biomedycznej Politechniki
Wroctawskiej pod kierunkiem dr hab. Marty Kopaczyniskiej, profesora uczelni - promotora
roZprawy.

TEMATYKA ROZPRAWY

Tematyka rozprawy doktorskiej, w jest zwigzana z interdyscyplinarnym z obszarem nauki
— inzynierig biomedyczna. Dotyczy bowiem, najogdlniej ujmujge, badan zwigzanych
z immunofunkcjonalizacjg stentow kardiowaskularnych stosowanych w leczeniu pacjentow
z zaawansowang miazdzycg naczyn krwionos$nych, ktorej skutkiem sg niewydolno$é sercowo-
krgzeniowa, czy tez choroba wiencowa. Dane epidemiczne podkreslajg waznosé badan podjetych
przez Doktoranta, w skrécie ujmujac choroby te dotyczg stosunkowo duzy odsetek populacji, w
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NFZ 2020). Uznaje si¢, ze w Polsce jest najwiecej hospitalizacji z tego powodu ze wszystkich
krajow OECD. W przypadku leczenia metodg przezskornej $rodnaczyniowej angioplastyki
wieficowe], inaczej zwanej przezskorng interwencjg wiencowa (ang. percutaneous coronary
intervension, PCI) z wykorzystaniem stentow, nowym obszarem sg badania nad warstwami
pokrywajacymi konstrukcj¢ metalowa, ktore majg odpowiednie wlasciwosci fizyko-chemiczne i
biologiczne, zapewniajgce odpowiednie/selektywne oddziatywania z wybranymi rodzajami
komorek.

Podsumowujgc mozna stwierdzi¢, ze recenzowana rozprawa doktorska wpisuje sig
w aktualny interdyscyplinarny nurt badan nad rozwojem metod i narzedzi biomedycznych,
w szczegolnoscl zwigzanych z rozwojem implantéw stosowanych w angioplastyce.

STRUKTURA | ZAWARTOSC ROZPRAWY DOKTORSKIE]

Przedtozona przez Doktorantke rozprawa doktorska jest publikacjg zwartg, zawiera 158
stron, obejmujace 10 numerowanych rozdziatow, z ktorych 9 stanowi integralng czesé
merytoryczng. W rozprawie sg zawarte streszczenie w jezyku polskim i wymagane streszczenie
w jezyku angielskim, oraz 49 ilustracji/rysunkdéw wraz z ich spisem, wykazem skrotow
i bibliografig. Jak wspomniano rozprawa jest w postaci tradycyjnej monografii, ktorg mozna
podzieli¢ na trzy czesci: Wstepu (rozdzial 1) — wprowadzajgcego w tematyke, popartego
przegladem literatury i dos§wiadezalnej, ktory konczy sie rozdziatami nazwanymi Motywacja, Cel
pracy, Abstrakt graficzny 1 Tezy pracy (rozdzialy 2-5). W drugiej czesei przedstawiono Materialy
i metody (rozdziat 6), Wyniki i dyskusje (rozdziat 7), ktorg zakonczono rozdzialami 8 i9,
zatytutowanymi Dowiedzenie tez pracy i Oryginalny wklad w tematyke pracy oraz Bibliografig.
Uzupelnienie stanowi informacja o dorobku naukowym Doktoranta (rozdziat 10). Czgs$¢ pierwsza
obejmuje wprowadzenie zawierajagce rozdzialy zawierajace opis: (1) patomechanizmu
miazdzycy, (2) strategii terapeutycznych stosowanych w miazdzycy wykorzystujgcych stenty, (3)
ocen¢ wplywu na poziomie molekularnym i komérkowym oraz (4) proceséw chemicznych
proponowanych powtok.

Na podstawie przegladu literatury, sformutowany problem badawczy, postawiono cel badan
i okreslono tezy rozprawy. Wyniki badan sa bogato i dobrze zilustrowane, zaopatrzone w bardzo
tresciwe podpisy, ktére mozna uzna¢ za samoobjasniajgce sie (podejscie, ktore bardzo lubig).

Na bibliografi¢ sktada si¢ 175 pozycji literaturowych, w tym 80 pochodzi z najnowszego
pigcioletniego okresu (tj. opublikowanych od roku 2018). Przedstawiony przeglad literatury
zostal dokonany na podstawie wlasciwie dobranych pozycji pi$miennictwa dotyczacego
przedmiotu rozprawy. Elementy pracy sg logicznie powigzane, a ich zamieszczenie w tekscie
pracy jest uzasadnione. Z pewnoscig w niektérych w niektérych czesciach rozprawy zakres
cytowanej literatury mozna byloby rozszerzy¢.

Podsumowujac, rozprawa jest dobrze skomponowana, przejrzysta i napisana dobrym
jezykiem. Bardzo ciekawym i dobrym zabiegiem edytorskim jest abstrakt graficzny, raczej rzadko
stosowanych w rozprawach doktorskich, a godny uwagi i polecenia.

Jak wspomniano wyzej, cel badan zostal wyraznie okre$lony w rozdziale 3. W rozprawie
zostaly sformulowane 4 tezy, odnoszace si¢ do zagadnien zwigzanych z (1) doborem materiatu
o odpowiednich wlasciwos$ciach fizyko-chemicznych i biologicznych i technologicznych do
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zastosowan jako powloka bazowa do pokrycia stentu kardiowaskularnego, (2) wigzaniem
czasteczek wybranych interleukin przeciwzapalnych na powierzchni powloki bazowe;j,
(3) procedura wigzania interleukin do powloki bazowej nie wplynie na aktywnos¢ biologiczna
oraz (4) uzyskaniem powlok o pozadanych cechach w odniesieniu do hamowania restenozy.

Angioplastyka moze zlagodzi¢ objawy zablokowania tetnic, takie jak bol w klatce
piersiowej i dusznosé. Jest rowniez czgsto stosowana podczas zawalu serca, aby szybko otworzy¢
zablokowanag tetnicg i zmniejszy¢ stopien uszkodzenia serca. Poczatkowo stenty spelniaty jedynie
role mechanicznego rozszerzenia naczyn, co zwigzane bylo z poszukiwaniem odpowiednich
materialow oraz projektowaniem ksztaltu i struktury przestrzennej stentéw, np. w postaci siatki o
odpowiedniej geometrii. W kolejnych rozwigzaniach dodawano kolejne funkcje, zwigzane sg z
wprowadzeniem aktywnosci biologicznej, np. stenty uwalniajace leki, zapobiegajace
gromadzeniu si¢ plytki miazdzycowej i ponownemu zwezeniu naczynia krwiono$nego,
przeciwzapalne i przeciwzakrzepowe. W najnowszej generacji stentow wprowadza si¢ powloki
wspomagajgce zasiedlanie komoérek srodblonka.

Badania prowadzone w ramach niniejszej rozprawy sg zwigzane z tym ostatnim podejsciem
polegajagcym na wprowadzeniu pokry¢ stentow wspomagajgcych re-endotelizacje poprzez
indukcje migracji, adhezji i proliferacji komoérek endotelium badz wytworzeniu warunkdéw
sprzyjajacych zasiedleniu przez nie materiatu stentu.

W czesci doswiadcezalnej, omowiono stosowang metodyke badan, wiaczajac w to rowniez
opis sposobu wytwarzania podtozy pDA i CH oraz systematyczne podejscie do sposobu wigzania
wybranych interleukin IL-4 i IL-10 (bardzo klarowne schematy reakcji), jak rowniez prowadzenia
w warunkach stacjonarnych poszczegolnych hodowli komérek linii HUVEC, makrofagéw THP-
1 oraz badan morfologii komorek i ekspresji wybranych markerow komorkowych. W przypadku
HUVEC, badane sg interleukiny prozapalne MCP-1 i IL-8, ktérych oznaczenia dokonano po 24,
48 i 72 godzinach hodowli na podtozach pDA, pDA IL-4, pDA IL-10. Natomiast w przypadku
THP-1 badane sg MHC II oraz CD163 i CD209, okreslajacych fenotyp odpowiednio subpoulacji
M1 oraz M2.

Ciekawg czescig badan byto eksperymentalne modelowanie stanu zapalnego polegaja cena
badaniu oddzialywania komorek $rédblonka z niezwigzanymi z powlokg wybranymi cytokinami
prozapalnymi TNF-a, IL-1p (6-godzinna inkubacja) i nastepczym oddzialywaniem interleukiny
przeciwzapalnej 1L-10 (inkubacja przez 24, 48 i 72 godziny).

Doktorant uzyskat interesujgce wyniki badan wiasnych, wymienig kilka wybranych, moim
zdaniem najistotniejszych:

1. Uzyskano przedtuzony czas uwalniania interleukin (IL-4 i IL-10) z opracowanych powtok
(pDA_CH _IL4 i pDA CH_IL10), okreslono na okoto 10 dni.

2. Zaobserwowano, ze liczba komérek THP-1 na powierzchni NC jest znacznie wigksza niz
na podtozach pokrytymi opracowanymi powlokami. Mozna zatem stwierdzic¢, ze obecnos¢
powloki pDA, pDA, pDA 1L-4 i pDA_IL.-10 zmniejsza warunki pro-adhezyjne komorek
THP-1.

3. Wyniki wskazuja na selektywny wzrost komoérek HUVEC na zaproponowanych
podtozach , ktére sprzyjajg ich proliferacji i ograniczeniu wzrost/adhezj¢ makrofagow.



4. Na podstawie porownania opracowanych powlok pDA, pDA CH, pDA CH IL-4
i pDA_CH_IL-10 z warstwg lipopolisacharydu (LPS), nie stwierdzono statystycznie
istotnych réznic opisujacych rekrutacje monocytow. Niewielkie zwigkszenie adhezji
komorek linii THP-1 do HUVEC na powloce pDA IL-10, co pozostaje w zgodzie
z zmniejszonym wydzielaniem MCP-1 na tym podtozu.

5. W przypadku pierwszego etapu funkcjonalizacji — powloka pDA, nie zaobserwowano
aktywacji komdrek linii THP-1 o czym swiadezy brak ekspresji MCH 111 CD 209.

6. Zaobserwowano zwigkszone wydzielanie interleukiny 11.-8 przez komérki linii HUVEC
hodowane na podtozach pDA, pDA 1L-4, pDA 1L-10, w stosunku do negatywnej kontroli
(NC). Poziom IL-8 stabilizuje si¢. Jednoczesnie zaobserwowano poczgtkowy wzrost
stezenia MCP-1, ktére w kolejnych dniach eksperymentu maleje (nawet ponizej stezenia
MCP-1 uzyskanego w przypadku NC w 3 dniu hodowli).

Zastrzezen nie budzg rowniez wnioski sformulowane na podstawie uzyskanych wynikow,
cho¢ z pewnoscig nalezy si¢ wyjasnienie uwagi 1 zapisanej w sekcji UWAGI
KRYTYCZNE/PYTANIA. Wszystkie sformutowane przez Doktoranta tezy zawarte w rozprawie
znalazly swoje odzwierciedlenie we wnioskach. Chcialtam rowniez podkreslic zawartg w
rozprawie dyskusje wynikow badan, ktora jest jednym z wazniejszych kryteriow prac naukowych,
ktora ma forme rozmyta i ktérg warto byloby dobrze podsumowaé i wyeksponowa¢. Do analizy
wynikow zostaly wykorzystane wlasciwe metody i testy statystyczne.

Nadrzedny cel badan zostal osiagniety a oryginalng cze¢$¢ rozprawy stanowi opracowana
metoda immunofunkcjonalizacji interlekinami stentow pokrytych warstwg podlozows
z polidopaminy i chitozanu.

Rozprawa jest bardzo i starannie zredagowana, dobrze zrdwnowazone proporcje opisu
metodyki do wynikéw badan, jednakze pojawiajg si¢ w niej pewne drobne niescistosci jak
rowniez niejasnosci, ktore sktaniajg do pewnych pytan, a ja przedstawi¢ je w uwagach
krytycznych i edytorskich.

UWAGI KRYTYCZNE/PYTANIA

1. Pierwsza uwaga i zarazem pytanie dotyczy wynikow zaprezentowanych na Rys. 35 i 36,
zwigzanych z oznaczeniami uwalnianych cytokin prozapalnych MCP-1 i 1L-8
w odniesieniu do kontroli negatywne;.

a. Poréwnujac stupki bledow po stronie lewej i prawej Rys. 35, nalezy zastanowic
dlaczego sq one tak znaczaco rdzne, jesli powstaly z wykorzystaniem tych samych
danych.

b. Co jest przyczyna tak duzych roznic na Rys 35 i 36, szczegdlnie w odniesieniu do
podloza pDA w 72. godzinie hodowli komoérek HUVEC na tym podtozu.

2. Jaki jest powdd wyboru materiatéw podtozowych opartych na dopaminie i chitozanie?

3. Kolejne pytanie jest zwigzane z wynikami badan dotyczacych morfologii komorek
srodbtonka HUVEC po 6-godzinnej inkubacji z wybranymi cytokinami prozapalnymi
(TNF-a, [L-1pB) z nastgpczo przeprowadzong inkubacja z interleuking I1-10 (str. 122, Rys.
42), gdzie stwierdzono, ze nieznaczne rdznice mozna zaobserwowaé w przypadku
czynnika von Willebranda (vWF) — prosba o szersze wyjasnienie tych rdznic
1 ewentualnych ich skutkow.



4. Wskazane bylaby dyskusja uzyskanych wynikéw badan w odniesieniu do wynikow
uzyskanych przez innych badaczy, wskazanie zalet/przewag i wad opracowanych pokry¢
stentow.

Nasuwajg si¢ rowniez komentarze rozszerzajgco traktujgce tematyke rozprawy:

a. W przypadku stentdéw, jednym z istotnych czynnikow dziatajgcych na nie i na komorki
podczas przeplywu krwi sg napr¢zenia Scinajgce, zatem wskazane bytyby badania wplywu
naprezen Scinajgeych na naniesione immunofunkcjonalne powloki i komorki srodblonka
zasiedlone na ich powierzchni oraz ocena poréwnawcza in vitro w warunkach
stacjonarnych i przeplywowych. Sg to moze wskazania na dalsze badania zwigzane z
tematykg rozprawy, niemniej jednak poprositabym o komentarz na temat.

b. Innym zagadnieniem jest problem sterylizacji stentdw, jakie metody sterylizacji moglyby
by¢ stosowane w przypadku stentow z opracowanymi powltokami?

c. Ze wzgledu na potencjal rozwojowy podjetej przez Doktoranta tematyki, zwigzany
z mozliwoscig wykorzystania wynikow badan i ich kontynuacja, nasuwa sie pytanie
o plany patentowe dotyczgce zaproponowanego rozwigzania.

Uwagi redakcyjne

Rozprawa jest napisana w sposob jasny, dobrze zorganizowany oraz z klarownie
przedstawionymi i omdwionymi wynikami badan. Jednak w rozprawie pojawiaja sie¢ drobne
niedociggniecia jezykowe, ponizej wymieniam niektdre z bledow/pomylek stylistycznych, np.:

Str. 3: W spisie tresci brakuje numeracji rozdzialow, ktora jest zamieszczona w dalszej czesci
rOZprawy.

Str. 24: ,ECs znajduja si¢ na styku krwi z otaczajgcymi tkankami” lepiej uzy¢: komorki
srodblonka stanowig wewnetrzng warstwe tetnicy wiencowej, ktora jest w bezposrednim
kontakcie z tkankg taczng w postaci krwi.

Str. 43 i inne: ,,material bazowy” raczej lepiej: materiat podlozowy albo materiat podstawowy

Str. 69: ,,... wlasciwe przeprowadzenie powyzej scharakteryzowanych reakcji sieciowania
moze z powodzeniem zosta¢ wykorzystane w procesie immunofunkcjonalizacji ...”, lepiej: moze
z powodzeniem wykorzysta¢ w procesie ...

Str. 73: ,,Okredlenie wlasciwosci biologicznych powloki w warunkach in vitro pod kgtem
patomechanizmu miazdzycy i restenozy w stencie zostanie przeprowadzone wskutek oceny
zywotnosci, proliferacji ....”, lepiej: Okreslenie wlasciwosci biologicznych powloki w warunkach
in vitro w zwigzku z patomechanizem miazdzycy i restenozy w stencie zostanie przeprowadzone
na podstawie oceny zywotnosci, proliferacji ...

Str. 85, 86, 101 1 inne: ,,Celem oceny zywotnosci ...”, powinno by¢: W celu oceny zywotnosci

.. »Celem” jest formg urzedowa, cho¢ rowniez w tekstach innych, np. celem pracy bylo/jest ...,
natomiast ,,w celu” bardziej odpowiada sformutowaniu potrzeb, wymagan itp.

Str. 86: ,,Schematycznie zaplanowany eksperyment przedstawiono ...”, powinno by¢: Schemat
zaplanowanego eksperymentu przedstawiono ...

Rys. 25 1 26: pomylkowy zapis jednostek na osi y, powinno byé: pgmL!

Rys. 30131 i inne: ,,powlokg na bazie” lepiej zastapi¢:

Rys. 44: Morfologia HUVEC po 72 godzinach zamiast po 24 h.

PODSUMOWANIE



Podsumowujgc, recenzowana rozprawa jest opracowaniem, $wiadczacym o duzym
rzetelnym zaangazowaniu Doktoranta w wykonanie czasochtonnych badan eksperymentalnych,
jak rowniez wiedzy pozwalajacej na wejscie, w duzej mierze, w nowy obszar badawczy zwigzany
z eksperymentami biologicznymi. Nalezy rowniez podkresli¢, iz Doktorant podejmujac badania
laboratoryjne musial zapozna¢ si¢ z nowymi metodami badawczymi stosowanymi w naukach
interdyscyplinarnych. Zatem Doktorant wykazal si¢ umiejetnosciami badawczymi zwigzanymi z
wykorzystaniem 1 taczeniem wiedzy z réznych obszardéw (biologii, inzynierii materialowej i
innych), aby uzyska¢ wynik w obszarze inzynierii biomedycznej oraz umiejetnosciami
umozliwiajgcymi wlasciwe zaplanowanie eksperymentu i przygotowanie metod nanoszenie
powlok stentow i ich funkcjonalizacji.

Istotnymi wynikami przedstawionymi w rozprawie sa: (1) opracowanie metody modyfikacji
powierzchni stentow kobaltowo-chromowych z wykorzystaniem biomaterialéw, takich jak
polidopamina i chitozan, pozwalajacej na otrzymanie biozgodnej powloki podstawowej i (2)
dokonanie oceny in vitro w warunkach stacjonarnych wplywu opracowanych powlok i
potwierdzenie aktywnosci biologicznej opracowanych powlok stentow wzgledem wybranych
linii komoérkowych, w szezegdlnosci immunofunkcjonalizacja powierzchni powtok stentéw z
wykorzystaniem interleukin przeciwzapalnych 1L-4 i IL-10, (3) makrofagi w tych warunkach
wykazuja nadekspresje markera CD209, charakterystycznego dla aktywowanej subpopulacji M2,
(4) zapewnia warunki do wzrostu i proliferacji komadrek $rodblonka, (i) powoduje obnizenie
adhezji monocytow/makrofagéw na powierzchni powtok i (iii) obnizenie adhezji monocytéw do
komdrek srodblonka hodowanych na opracowanych podtozach.

DOROBEK NAUKOWY DOKTORANTA
Dodatkowo wspomng o dorobku publikacyjnym Doktoranta, ktory jest bardzo dobry i obejmuje:

— 5 artykutow opublikowanych w czasopismach indeksowanych w bazie Journal Citation
Reports (JCR), w tym 2 artykuly zwiazane z rozprawa doktorskg opublikowane
w: Biocybernetics and Biomedical Engineering (1 artykut z roku 2023 — IF 6,4), Materials
(1 art. z roku 2020 — IF 3,623) oraz 3 artykuly niezwigzane z rozprawa opublikowane w /nt.
Journal of Molecular Science (2 art. zroku 2019 —1F 4,556 1 2021 — IF 6,208) i w czasopismie
Exp Eye Res (1 artykul z roku 2022, IF 3,77)

— 5 wystgpien na konferencjach, np. PCBBE w roku 2019 i 2023, Kongresie Europejskiego
Stowarzyszenia Medycyny Predykcyjnej i Personalizowanej w roku 2021 i Wroctawskich
Spotkaniach Ambitnych Bioinzynierow WASABI w roku 2018,

- udzial w projektach badawczych: NCBR POIR i Lider oraz NCN Opus, jako wykonawca
w pierwszym projekcie i stypendysta w dwdch pozostalych oraz uzyskanie stypendium
Rektora Politechniki Wroctawskiej przez kolejnych 5 lat od roku akademickiego 2018/2019
oraz zwickszenia stypendium z dotacji podmiotowe] na dofinansowanie zadan
projakosciowych przez kolejne 4 lata od roku akademickiego 2019/2020.

WNIOSEK KONCOWY

Rozprawa doktorska mgr. inz. Przemystawa Sarelo jest z obszaru badan interdyscyplinarnych
zwigzanych z inzynieria biomedyczng, wyniki badan majg duze znaczenie dla rozwoju metod
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terapeutycznych zwigzanych =z angioplastyka, w ktorych wykorzystuje si¢ stenty
kardiowaskularne, stosowane w leczeniu pacjentdow z zaawansowang miazdzycq naczyn
krwionosnych.

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr inz. Przemystawa Sarelo spelnia warunki stawiane
w Ustawie Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce z dnia 20 lipca 2018 r. z pdzn. zm. i wnosz¢
o dopuszczenie do dalszych etapow postgpowania o nadanie stopnia doktora w dyscyplinie
inzynieria biomedyczna.

Biorge pod uwage zakres badan przeprowadzonych przez mgr inz. Przemystawa Sarelo oraz
dodatkowo dorobek publikacyjny Doktoranta, ktoérego gléwng czgscig zwigzang z rozprawa
doktorska sg 2 artykuly z pierwszym autorstwem opublikowane w czasopismach recenzowanych,
prezentujgce wyniki badan bezposrednio zwigzane z rozprawg doktorska, indeksowanych w bazie
JCR, o wysokich wspolczynnikach wplywu, wnoszg o wyrdznienie rozprawy doktorskiej.
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