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Przedstawiony do oceny material zawiera spis tresci, dtuga liste objasnien skrotow i symboli
zastosowanych w tekScie rozprawy, streszczenie oraz slowa kluczowe w jez. polskim i
angielskim, opis pracy doktorskiej opatrzony zestawieniem publikacji tworzacych cykl oraz
wykaz piSmiennictwa. Catosci dopelnia zestawienie dotychczasowego dorobku naukowego
Doktorantki oraz rozdziat Zalaczniki, w ktérym znalazly si¢ kopie pelnych wersji publikacji
skladajacych si¢ na oceniane osiggnigcie oraz oswiadczenia o indywidualnym udziale
wspotautoréw. Warto podkresli¢, ze rozprawa zostala przygotowana prawie wylgcznie w jez.
angielskim, co zwigksza jej zasigg i krag potencjalnych odbiorcéw opracowania.

Oceniana praca doktorska dotyczy procesu zapalnego, ktdrego prawidtowy przebieg i regulacja
sg warunkiem naprawy tkanek uktadu migsniowo-szkieletowego i przywrdcenia ich funkcji po
urazach. Nadmierna lub przedtuzajaca si¢ aktywacja uktadu immunologicznego indukowana
urazem moze nasila¢ uszkodzenie tkanek, opoézniaé proces gojenia, skutkowaé widknieniem
lub odrzuceniem implantu w przebiegu leczenia zaburzen ortopedycznych. Motywem
przewodnim rozprawy jest niezwykle istotna rola neutrofili w odpowiedzi zapalnej, realizujgca
si¢ poprzez mechanizmy przeciwdrobnoustrojowe w jej pierwszej fazie oraz funkcje
regulacyjne wobec innych komoérek ukladu immunologicznego, zaangazowanych na
pdZniejszych etapach zapalenia. W$rdéd czynnikow regulujacych aktywno$¢ neutrofili i
makrofagoéw w przebiegu zapalenia wymienia si¢ ptytki krwi i wydzielane przez nie zwigzki
bioaktywne, co z jednej strony zwigksza zlozono$¢ mechanizméw regulacyjnych, a z drugiej,
otwiera potencjalne mozliwosci modulowania roznych etapow odpowiedzi zapalnej w celu
wspomagania proces6w gojenia i leczenia. Zatem, temat rozprawy oraz ciekawe i ambitne
 badania przeprowadzone przez Doktorantke, torujace droge poszukiwaniu nowych strategii
modulowania mechanizméw procesu zapalnego przy pomocy naturalnych i wzglednie tatwo



dostgpnych preparatéw krwio-pochodnych, wpisuja si¢ w aktualne wyzwania medycyny
regeneracyjnej zwierzat 1 ludzi w aspekcie leczenia zlaman kosci, choréb zwyrodnieniowych
stawow, czy kontuzji sportowych.

Rozprawa doktorska ma forme cyklu 4 powigzanych tematycznie oryginalnych prac tworczych
pod wspolnym tytulem: "Modyfikacje komorkowej odpowiedzi zapalnej w zaburzeniach
ukladu mig$niowo-szkieletowego u zwierzat (Modifications of the inflammatory response in
disorders of musculoskeletal system in animals)". Wszystkie publikacje tworzace cykl zostaty
niedawno opublikowane w renomowanych czasopismach naukowych. Artykuly zawarte w
cyklu sa efektem pracy zespoldw autorskich, co, w mojej opinii, jest oczywiste, wobec
skomplikowanych modeli doswiadczalnych oraz bogactwa metodycznego prowadzonych
badan. We wszystkich publikacjach Doktorantka jest pierwszym autorem, a z przediozonej
dokumentacji wynika Jej wiodacy udzial w powstaniu tych prac, oszacowany na 75-80%. W
jednym z artykuléw Doktorantka figuruje réwniez jako autor korespondencyjny. Powyzsze
dane zastuguja na podkreslenie $wiadcza bowiem o wszechstronnym wktadzie i zaangazowaniu
na kazdym etapie tworzenia publikacji naukowej. Dominujacy udzial Doktorantki w
publikacjach potwierdzajg o§wiadczenia ztozone przez wspolautoréw prac.

Cykl otwiera publikacja wydana w 2020 r. Journal of Equine Veterinary Science, ktorej celem
bylo zbadanie aktywacji neutrofili oraz odpowiedzi ostrej fazy i stresu oksydacyjnego u koni
wierzchowych z osteoartritis. Wykazano zwiazki i dodatnie korelacje pomigdzy badanymi
wskaznikami a stopniem kulawizny u koni, co moze by¢ przydatne w opracowaniu nowych
strategii terapeutycznych w leczeniu ostrych i przewleklych choréb zwyrodnieniowych stawdw
u koni. W kolejnej pracy opublikowanej w Microorganisms w 2021 r. wykorzystano dwa rdézne
modele ortopedyczne (autogenny przeszczep chrzastki stawowej u krolikéw i wszczepienie
tytanowego implantu w okolice chrzastki wzrostowej kosci piszczelowej u owiec) w celu
zbadania wplywu naturalnych preparatow krwio-pochodnych takich, jak: neutrofilowy ekstrakt
przeciwdrobnoustrojowy, produkt degranulacji neutrofili oraz mikropecherzyki blonowe, na
ksztaltowanie si¢ fenotypu neutrofili i makrofagéw (prozapalnego lub przeciwzapalnego).
Kontynuacjg badan jest trzeci artykul, ktory ukazat sic¢ w 2021 r. w czasopi$mie Animals,
poswiecony potencjalnym mechanizmom zaangazowanym Ww niepozadane, miejscowe i
ogolnoustrojowe reakcje organizmu na implanty tytanowe do ubytku kostnego u owiec.
Badania te potwierdzily modulujagcy wpltyw produktéw pochodzenia neutrofilowego na
mechanizmy obronne. Uwienczeniem cyklu jest publikacja w International Journal of
Molecular Sciences (2021), w ktorej badano aktywnos¢ neutrofili wyizolowanych w fazie
zapalnej oraz 4 i 10 miesigcy po wszczepieniu implantéw tytanowych u owiec. Stwierdzono
modulujagcy wplyw preparatéw krwio-pochodnych z rézng zawartoscig ptytek krwi i
leukocytéw na odpowiedz komdrkowa w kierunku pro- lub przeciwzapalnym.

L.aczna wartos¢ wspotczynnika wptywu (IF) przedstawionych publikacji wynosi 14,4, a suma
punktéw MEiN jest rowna 350. Gwarantuje to ich wysokie walory naukowe, ktdre zostaty juz
ocenione przez migdzynarodowych ekspertow i uznane wydawnictwa, co sprawia, ze
~ szczegotowa analiza i ocena wynikéw oraz ich interpretacji nie jest w recenzji konieczna.



Cykl prac ma duza warto$¢ naukowg w aspekcie poznawczym i praktycznym i w pelni
zaspokaja wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Prezentuje on nowatorskie podejscie
do badan komoérkowej odpowiedzi zapalnej, interakceji réznych komoérek w jej przebiegu oraz
potencjalnych modyfikacji tego zlozonego procesu przez rézne produkty krwio-pochodne
pochodzenia neutrofilowego i ptytkowego, wskazuje takze na potrzebg prowadzenia dalszych
badan w tym zakresie. W $§wietle wynikow badan przedstawionych w cyklu niektore preparaty
pochodzace od neutrofili, takie, jak autologiczny przeciwdrobnoustrojowy ekstrakt
neutrofilowy oraz mikropecherzyki blonowe moga ksztattowaé przeciwzapalny fenotyp
makrofagéw, podczas gdy inne, takie, jak produkt degranulacji neutrofili moga powodowaé
prozapalng reakcj¢ makrofagéw. Podobna odpowiedZ makrofagéw na produkty pochodne
neutrofili zaobserwowana w dwoéch réznych modelach naprawy tkanek sugeruje, Ze jest to
prawidtowo$¢, co rozszerza potencjalne mozliwosci aplikacyjne poczynionych obserwacji na
rézne gatunki zwierzat i r6zne modele proceséw naprawczych. Oprécz oczywistych walorow
naukowych poszczegdlnych prac, ktore przesadzily o ich opublikowaniu, nalezy podkresli¢
duzy wysitek badawczy przy ich realizacji. Artykuly sg obszerne, opisujg skomplikowane
uktady doswiadczalne, w ktorych analizowano wiele parametrow. Wyniki doswiadczen
opisano i zilustrowano w czytelny sposéb, co jest kluczowe dla odbioru tak bogatego materiatu
(dotyczacego efektow roznych produktow krwio-pochodnych, uzyskanych w réznych
modelach terapii ortopedycznych i u réznych gatunkéw zwierzat). W moim przekonaniu,
cennym uzupelnieniem cyklu oraz kontynuacja podjetej tematyki publikacyjnej bylby artykut
przegladowy, podsumowujacy wyniki doswiadczen przedstawione w rozprawie. Biorgc pod
uwage umiejetnosci, wyrazajgce si¢ znajomoscig bogatego warsztatu badawczego oraz duzym
zaangazowaniem na wszystkich etapach realizacji celéw naukowych, znaczacy udzial w
publikacjach tworzacych cykl (Srednio 78,7%) oraz wysoka aktywnos¢ w sukcesywnym
upowszechnianiu wynikéw badan (w sumie 17 prezentacji ustnych na konferencjach krajowych
i miedzynarodowych, 1 poster na konferencji migdzynarodowej) uwazam, ze Doktorantka jest
w pelni gotowa do przygotowania takiej publikacji i bardzo do tego zachgcam.

Publikacjom tworzacym cykl towarzyszy krotkie opracowanie (autoreferat), ktore stanowi
podsumowanie przeprowadzonych badan i zostalo przygotowane bardzo starannie. Autorka
zadbala o czytelno$¢ i przystepnos¢ materiatu, poprzez podzial tresci na rozdzialy i
podrozdziaty, spdjnos¢ tekstu oraz opatrzenie go syntetycznych rycinami i schematami
procedur doswiadczalnych. Podrozdzial 4.1. "Wstep" jest napisany zwiegzle, a dobor
przedstawionych tresci uwazam za bardzo trafny. Doktorantka bardzo sprawnie powigzata w
nim ogodlnobiologiczny wymiar swojej pracy (opis znaczenia i przebiegu procesu zapalnego,
udziat neutrofili i makrofagbw w poszczegolnych fazach odpowiedzi zapalnej oraz
mechanizmy, w ktérych sa zaangazowane te komorki) z niezwykle waznych aspektem
praktycznym w medycynie weterynaryjnej i ludzkiej (proces zapalny jako nastepstwo infekcji
po zabiegach chirurgicznych, w przebiegu leczenia zlaman kosci, wszczepiania implantow,
wspomaganie procesu regeneracji aparatu kostno-stawowego po takich zabiegach przy pomocy
réznych produktow krwio-pochodnych). Na rycinach przedstawiono tresci wykraczajace poza
zakres badan prezentowanych w rozprawie, jednak sa one pomocne i cenne w zrozumieniu
opisywanych proceséw, poniewaz przyblizaja molekularne podloze obserwowanych zjawisk.
Moja drobna uwaga do tej czesci opracowania dotyczy pelnych nazw: makroczasteczki na str.



14 (DNA) oraz czynnikéw bioaktywnych na str. 16 (IFN-alfa) i str. 19 (PDGF), ktére nie sg
wilasciwe. W podrozdziale 4.2. Autorka przedstawila gtéwne zalozenia swojej rozprawy, etapy
badan, uzasadnita ich podjecie oraz podkreslita nowatorski charakter prac i potencjalne
znaczenie aplikacyjne zebranych wynikéw. Cele rozprawy zostaly sformulowane bardzo
czytelnie, sa zbiezne z poszczegdlnymi etapami pracy oraz tre$cia publikacji zawartych w
cyklu. Uwazam, ze redagujgc cel 4. nalezalo, oprocz analizy dlugoterminowej odpowiedzi
uktadu odpornosciowego na wszczepiany biomaterial, uwzgledni¢ badanie potencjalnego
wptywu produktow pochodzenia ptytkowego na ten proces.

Podrozdziat 4.4. "Materialy i metody" zawiera, przede wszystkim, szczegélowy i bardzo
starannie przygotowany opis metod pozyskiwania r6znych rodzajow komorek krwi oraz frakcji
i produktow krwio-pochodnych z krwi réznych gatunkdéw zwierzat. Ponadto, zostaly opisane
metody badania aktywnosci neutrofili (ocena aktywnosci enzyméw uwalnianych z ziarnisto$ci
oraz generowania NO i anionorodnika ponadtlenkowego), makrofagéw (ocena generowania
wolnych rodnikébw oraz aktywnosci uwalnianej arginazy), metody pozyskiwania
neutrofilowego ekstraktu przeciwdrobnoustrojowego, produktu degranulacji neutrofili,
mikropecherzykéw btonowych oraz produktéw krwiopochodnych z r6zng zawartoscia plytek
krwi i leukocytow: osocze bogato-plytkowe (zawierajace leukocyty - L-PRP i pozbawione
leukocytow - PURE PRP) i osocze ubogo-plytkowe (PPP). Przedstawiono opis badania
cytotoksycznosci i wlasciwosci hemolitycznych neutrofilowego ekstraktu przeciwdrobno-
ustrojowego, stezenia haptoglobiny, fibrynogenu, jako wskaznikéw odpowiedzi ostrej fazy,
oraz osoczowego stezenia aldehydu dimalonowego (MDA), jako wskaznika peroksydacji
lipidéw i stresu oksydacyjnego, nie zamieszczono jednak opisu mikroskopowych technik oceny
aktywacji neutrofili i makrofagow. Opis tych metod jest szczegdtowy, zawiera odnosniki do
poszczegblnych artykutéw zawartych w osiggnieciu lub do wezesniejszych opublikowanych
prac zespolu. Poswigcenie wyraznie wigkszej czesci podrozdziatu na przyblizenie metod oceny
komorkowe] odpowiedzi zapalnej jest stuszne ze wzgledu na ich znaczenie w realizacji
wytyczonych w pracy celow. Skoro jednak w rozprawie zaistniat podrozdzial pt. "Badania na
zwierzetach (doswiadczenia in vivo)", nalezatlo w nim przedstawi¢ pokrétce procedury
postepowania ze zwierzetami (w formie tekstu lub schematéw), wykonane zabiegi
chirurgiczne, przytoczy¢ numery decyzji komisji etycznej oraz opisac sposob postepowania ze
zwierzetami z grup kontrolnych. Wigkszos$¢ tych informacji jest dostgpna w oryginalnych
artykutach tworzacych cykl, jednak nie znalaztam w nich opisu postgpowania ze zwierzgtami
z grup kontrolnych. Krdtkie przedstawienie tej procedury w trakcie publicznej dyskusji nad
rozprawg bytoby cennym uzupelieniem aktualnej wersji pracy. Uwazam, ze w podrozdziale
poswigconym metodyce badan mozna bytoby wyodrebni¢ czesé pod przykladowym tytutem
"Modele doswiadczalne proceséw naprawczych wykorzystane w rozprawie doktorskiej", w
ktorym znalaztyby si¢ informacje dotyczace czesci prac badawczych z udzialem zwierzat. Taki
uklad tresci podkreslitby réznorodnos$é tych modeli (r6zne terapie ortopedyczne u réznych
gatunkow zwierzat), co jest niewatpliwym atutem pracy.

Podrozdziat pt. "Syntetyczna dyskusja uzyskanych wynikéw" jest sprawnie prowadzonym
wywodem, w ktorym Doktorantka podsumowata rezultaty badan uzyskane w oparciu o rézne
modele badawcze, wskazata na ich powtarzalno$¢ w r6znych warunkach doswiadczalnych oraz



podkreslita nowatorski charakter prowadzonych obserwacji i ich znaczenie dla rozwoju
potencjalnych strategii wspomagania procesu regeneracji w leczeniu urazéw kostno-
stawowych u zwierzat. W moim przekonaniu, ciekawym uzupelnieniem dyskusji w
autoreferacie bylaby proba wskazania potencjalnych przyczyn/mechanizméw odmiennego
efektu neutrofilowych ekstraktow przeciwdrobnoustrojowych pochodzenia autologicznego i
heterologicznego na ksztaltowanie fenotypu makrofagow w podtyp prozapalny lub
przeciwzapalny.

Whioski z przeprowadzonych badan sg trafne, w pelni poparte uzyskanymi wynikami i $cisle
zbiezne z wytyczonymi celami pracy. Wniosek 5. jest wlasciwie podsumowaniem warto$ci
merytorycznej calej pracy. Spis pisSmiennictwa liczy 45 pozycji, sposrdd ktorych potowa to
artykuly opublikowane w czasie ostatnich 5 lat, co §wiadczy o aktualnosci i powadze podjetej
tematyki badawczej. Rozdziat 5 zawiera dane bibliometryczne artykutéw naukowych
przedstawionych jako osiggniecie w przewodzie doktorskim.

Podsumowujgc, przedstawiong rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko. Zawarte w
recenzji uwagi i komentarze dotyczg etapu redagowania opracowania jako catosci, moga by¢
dyskusyjne i nie umniejszajag wartosci dziela. Opisane eksperymenty sg nowatorskie, tgcza
obserwacje i problemy kliniczne, analizy biochemiczne i mikroskopowe, techniki hodowli i
testow in vitro. Opracowanie ma walory interdyscyplinarne, uzyskane wyniki poszerzajg
wiedze dotyczaca roli r6znych komdrek i czynnikéw w przebiegu i regulacji procesu zapalnego
oraz miejscowych i ogolnoustrojowych reakcji organizmu na biomaterialy stosowane w
leczeniu zaburzen ukladu mig$niowo-szkieletowego. Tym samym, stanowig cenny wkitad w
rozw6j nauk biomedycznych i moga przyczyni¢ si¢ do opracowania nowych strategii
terapeutycznych.

Whiosek koncowy

Przedstawiona praca spetnia 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 tytule naukowym w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz. 595 z p6Zniejszymi zmianami). W
zwigzku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Dyscypliny Weterynaria Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie wniosek o podjecie dalszych czynnosci w przewodzie doktorskim
lek. wet. Joanny Zdziennickiej. Jednoczesnie, ze wzgledu na duzy wysitek badawczy
zmierzajacy do realizacji ambitnego celu oraz wartos¢ poznawcza i praktyczng uzyskanych
wynikéw wnioskuje do Wysokiej Rady Dyscypliny o wyrdznienie przedstawionej rozprawy
doktorskiej stosowng nagroda.




