Recenzja rozprawy doktorskiej na stopien doktora

w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne

Pani mgr Ilona Rowinska

pt.” Wplyw diety na choroby i zmiany w obrebie tkanek przyzebia indukowane

przez mikrobiom bakteryjny w stanach zapalnych jamy ustnej ludzi i zwierzat”

Stany zapalne w jamie ustnej, w szczegdlnosci zapalenie dzigset, tkanek przyzgbia oraz
stany chorobowe majgce wptyw na przyzebie, a takze choroby i zmiany w obrebie tkanek wokot
implantéw stanowig coraz wigkszy problem we wspdtczesnym $wiecie. Choroby przyzebia sg
juz wrecz traktowane jako choroba cywilizacyjna. Nieleczone zapalenie przyzgbia moze
uszkodzi¢ dziasta i kosci wyrostka zebodotowego, prowadzi¢ do paradontozy i przedwczesnej
utraty zebéw. Ponadto wykazano iz zapalenie przyzgbia przyczynia si¢ do rozwoju chor6b
sercowo-naczynionych, tj. miazdzyca czy zapalenie wsierdzia. Choroby uktadu krazenia sg
jednymi z najczestszych przyczyn zgondéw pacjentéw nie tylko w Polsce ale na catym swiecie,
w szezeg6lnosci w krajach wysoko rozwinigtych. Uprzednio wykazano, ze leczenie zapalenia
przyzgbia (paradantozy) mozna wspieraé odpowiednim Zywieniem np. ochronnie dzialaja
owoce, warzywa, oleje, orzechy, nasiona, ziota, przyprawy, ryby, witamina C oraz koenzym Q.

Rozprawa doktorska Pani mgr Ilony Rowinskiej wpisuje si¢ w ten wazny i aktualny
temat badawczy. Poswiecona jest analizie problemu wplywu réznych typéw diet na rozwoj
stanéw zapalnych tkanek miekkich w jamie ustnej w odniesieniu do sktadu mikrobiomu jamy
ustnej badanych pacjentéw, z uwzglednieniem podziatu na grupy oséb nie posiadajacych
zwierzat i na osoby posiadajagce psy lub zwierzeta hodowlane — $winie. Doktorantka
analizowala wplyw czterech diet, w ktérej kazdy positek byt zakonczony produktem
wchodzacym w sktad tej diety: diety biatkowej (kazdy positek byt zakoficzony produktem
bogatym w biatko bez cukru np. kefirem, serem z6ttym lub bialym), diete warzywna (na koniec
positku spozywano warzywo), diete bogata w tluszcze omega-3 (na koniec positku spozywano
ryby, olej rzepakowy lub orzechy) oraz diet¢ mieszana sktadajaca si¢ z tradycyjnych positkow.
W czasie trwania badan osoby zachowywaly stale nawyki higieniczne jamy ustnej. Po trzech
dniach diety, w ktorej kazdy positek koficzyt si¢ zaleconym produktem dokonano oceny
obecnosci 1 lokalizacji biofilmu bakteryjnego w okolicy naddzigstowej i w szczelinie

dziastowej. Nastepnie wykonano zabieg oczyszczenia zgbow z kamienia nazgbnego nad- i



poddzigstowego. Po kolejnych trzech dniach stosowania zaleconej diety pobierano po raz drugi
material biologiczny do badan.

- Doktorantka prowadzila badania na reprezentatywnej grupie szesé¢dziesigciu dorostych
0s6b z réznym stanem zdrowia jamy ustnej i zdrowiem ogélnym, w réznym wieku, obojga pici.
Osoby te podzielono losowo na trzy dwudziestoosobowe grupy. Do pierwszej grupy
zakwalifikowano osoby nie majgce na co dzien kontaktu ze zwierzgtami domowymi lub
gospodarskimi. Druga grup¢ stanowig osoby posiadajgce zwierzgta domowe (psy) i
przebywajace z nimi co najmniej przez kilka godzin dziennie (min. 2 godziny). Trzecig grupe
tworzyly osoby majgce kontakt ze zwierzgtami gospodarskimi ($winiami) przez kilka godzin
dziennie (min. 2 godziny). Grupg os6b nie posiadajacych zwierzat i grupg oséb posiadajacych
psy podzielono na 4 podgrupy po 5 0sob, ktérym przydzielono okreslong diet¢. Prowadzenie
badania na tak duzej i reprezentatywnej grupie os6b uwzgledniajgcej réznorodne czynniki byto
warunkiem do prawidlowego przeprowadzenia calego badania i pozwolitlo Doktorantce na
wyciagniecie poprawnych wnioskéw. Wszystkie osoby przed przystgpieniem do programu
badawczego wypelnily niezbgdne dokumenty, w tym poprawnie przygotowane ankiety
zywieniowe i dotyczace stanu ogdlnego zdrowia oraz higieny w jamie ustnej, udzielili zgody
na badania i uzyskiwanie informacji o ich zdrowiu oraz dokumentacji medycznej. Ponadto
pacjenci otrzymali niezbedne wskazania dotyczgce udziatu w badaniach. W zalgczniku nr 8
Doktorantka umiescita catg dokumentacje badan, w tym w/w ankiety i o$wiadczenia.

Rozprawa doktorska jest zwarta, liczy 130 stron druku, a jej uktad jest typowy. Napisana
jest w przystepny sposob a jej logiczny uktad utatwia czytelnikowi $ledzenie realizacji celow
postawionych w pracy oraz analiz¢ uzyskanych wynikéw. Dodatkowo przed rozdzialem Wstep
rozpoczynajacym rozprawe doktorska, Pani mgr I. Rowinska przedstawila swojg kariere
zawodowga, wymienita posiadane dyplomy, stopnie naukowe oraz tytuty prac dyplomowych, a
takze wykaz publikacji wchodzacych w sklad rozprawy doktorskiej — trzech z listy JCR (tgczny
IF = 7,246, MEIN = 285 pkt.) i list¢ 14 publikacji popularno-naukowych opublikowanych w
czasopismach spoza listy JCR (MEiN = 70 pkt.). Warto$¢ h-index wynosi 2. Wedltug recenzenta
przy tak skonstruowanej rozprawie doktorskiej, opartej na cyklu publikacji, publikacje te
powinny by¢ dolaczone do rozprawy. Dodatkowo w trzeciej wzmiankowanej publikacji -
Rowinska I, Lizut R, Zariczny P, Pastawski R, Kramkowski K, Skiba G, Raj S, Kowalczyk P.
,Effect of Diet on the Induction of Pathogens in the Oral Cavity of Humans and Animals” EC
Veterinary Science 2021, 6, 9, nie ma podanego nr DOI, a sama publikacja jest niemozliwa do

znalezienia w internecie.



W 42-stronnicowym Wstepie Doktorantka rzeczowo przedstawia aktualng wiedze
dotyczacg zagadnien zwigzanych z tematyka rozprawy: (1) opisuje jama ustna, w tym
fizjologiczne funkcje jakie petni, (2) charakteryzuje mikrobiom jamy ustnej z podziatem na
poszczegllne nisze ekologiczne, (3) przedstawia proces kolonizacji jamy ustnej przez
drobnoustroje, uwzgledniajac wptyw na ten proces roznych czynnikéw zewnetrznych tj.
temperatura, pH czy wartos¢ potencjalu oksydoredukcyjnego, (4) opisuje powstawanie plytki
bakteryjnej i kamienia nazgbnego, (5) charakteryzuje stany zapalne w jamie ustnej wskazujac
na stres oksydacyjny jako jedna z przyczyn choréb tkanek przyzebia, a takze (6) krétko opisuje
rozne diety i ich wplyw na rozwdj choroby przyzebia. Wstep stanowi teoretyczne dobre
wprowadzenie do tematyki rozprawy doktorskiej. Wstep uzasadnia wybér tematyki badawczej
pracy. WS:[¢p zostal oparty na publikacji przegladowej wechodzacej w cykl rozprawy doktorskiej
- Rowinska I, Szyperska-Slaska A, Zariczny P, Paslawski R, Kramkowski K, Kowalczyk P.
»Impact of the Diet on the Formation of Oxidative Stress and Inflammation Induced by
Bacterial Biofilm in the Oral Cavity”. Materials 2021, 14, 1372. doi: 10.3390/mal4061372

Czes¢ doswiadczalna rozprawy doktorskiej zostala wykonana prawidtowo.
Eksperymenty zostaly zaplanowane logicznie z jasno postawionym celem. W recenzowanej
pracy doktorskiej zastosowano caly szereg metod zaréwno (1) z obszaru badan klinicznych
(zbierajac wywiady, ankiety i oswiadczenia od badanych oséb), (2) stomatologicznych
(prowadzgc analizy wskaznikéw stomatologicznych jak wskaznik fuksynowy, P1.I, OHLAPI,
PBI), (3) mikrobiologicznych (wykonano izolacj¢ bakterii z pobranych od pacjentow
materialow), (4) statystycznych, a takze (5) genetycznych (w rozprawie podano wyniki
sekwencjonowania materialu bakteryjnego metoda Sangera). Stosowanie rozmaitych,
poprawnie dobranych metod $wiadczy o dobrym opanowaniu warsztatu badawczego i
umiejetnosci jego wykorzystania przez Doktorantke.

Uzyskane w pracy wyniki Doktorantka przedstawita w 8 tabelach i na jednej rycinie.
Dokladna analiza uzyskanych wynikow oraz ich skondensowana dyskusja, polaczona ze
wskazaniem uzyskanych przez innych badaczy zblizonych rezultatéw, zostata przeprowadzona
W sposob poprawny, z analizag dostgpnego pi$miennictwa przedmiotu. Zacytowane
piSmiennictwo jest obszerne i aktualne, obejmuje 134 pozycji.

W rozdziale Wnioski Koncowe postawione przez Doktorantke wnioski uwazam za

merytorycznie poprawne.



W rozprawie doktorskiej Pani mgr Ilony Rowinska w wyniku wykonanych badan i

przeprowadzonej analizy uzyskala szereg interesujacych wynikéw, sposrod ktérych za

najwazniejsze uwazam:

1. Oszacowanie wptywu réznych najbardziej popularnych w krajach wysoko rozwinigtych
typéw diet (biatkowej, warzywnej, ttuszczowej i mieszanej) na stan zdrowia przyzebia i rozwoj
stanu zapalnego tkanek migkkich w jamie ustnej w zalezno$ci od obecnosci plytki nad- i
poddzigstowej. Wszyscy badani ochotnicy mieli stwierdzong plytke nazebng (miekka lub
twardg), ktorej obecno$¢ jak wiadomo sprzyja powstawaniu i podtrzymywaniu stanéw
zapalnych przyzgbia. Doktorantka wykazala ze najkorzystniejszy wplyw na stan zdrowia
przyzgbia ma dieta warzywna i to niezaleznie od poziomu higieny jamy ustnej. Stosowanie
diety warzywnej (kazdy positek zakoniczony zjedzeniem warzyw) u badanych ochotnikéw
sprzyjat wystepowaniu ,klinicznie zdrowego przyzgbia” albo fagodnego stanu zapalnego. W
przypadku stosowania innych typéw diet poziom higieny jamy ustnej miat znaczacy wplyw na
rozwoj stanéw zapalnych przyzebia. Spozywanie warzyw po kazdym positku powinno by¢ jak
najszerzej rozpropagowane w kazdym spoleczenstwie. Dieta warzywna stymuluje rozwdj
pozytecznych dla czlowieka bakterii z rodzajow np. Bifidobacterium lub Ligilactobacillus,
ktore konkurujg o zasiedlenie jamy ustnej z bakteriami patogennymi.

2. Na podstawie przeprowadzonych badan i dokladnej analizy danych Doktorantka
wykazala, ze posiadanie zwierzat domowych jak i hodowlanych wptywa na sktad mikrobiomu
jamy ustnej. U ludzi opiekujacych si¢ zwierzgtami Doktorantka wykazata przewage
kompleksow bakteryjnych charakterystycznych dla danej populacji zwierzat. Jednak zmiany w

sktadzie mikrobiomu nie maja negatywnego wptywu na stan przyzebia badanych pacjentéw.

Moje uwagi i sugestie dotyczace rozprawy doktorskiej oraz zwigzane z tym pytania:

1. Wedtug recenzenta przy tak skonstruowanej rozprawie doktorskiej, opartej na cyklu
publikacji, publikacje te powinny by¢ dotaczone do rozprawy. Ponadto wszystkie publikacje
wchodzgce w sktad rozprawy doktorskiej powinny zosta¢ zacytowane przez Doktorantke i
zawarte w rozdziale 7. Literatura. Natomiast brak jest obecnosci w tym rozdziale publikacji z
cyklu o numerach: 3 ze str. 12, oraz 9 i 11 ze str. 13 oraz 12 i 13 ze str. 14. Dodatkowo w
trzeciej wzmiankowanej publikacji - Rowinska I, Lizut R, Zariczny P, Paslawski R,
Kramkowski K, Skiba G, Raj S, Kowalczyk P. ,Effect of Diet on the Induction of Pathogens
in the Oral Cavity of Humans and Animals” EC Veterinary Science 2021, 6, 9, nie ma podanego

nr DOI, a sama publikacja jest niemozliwa do znalezienia w internecie.



2. Pierwsza publikacja z cyklu wchodzacego w sktad rozprawy doktorskiej - Rowinska I,
Szyperska-Slaska A, Zariczny P, Pastawski R, Kramkowski K, Kowalczyk P. The Influence of
Diet on Oxidative Stress and Inflammation Induced by Bacterial Biofilms in the Human Oral

Cavity. Materials 2021, 14, 1444. doi: 10.3390/mal4061444 jest publikacja przeglagdowa.

Zdziwienie recenzenta budzi deklarowany wklad Doktorantki w ta publikacje tj.
.przeprowadzenie badan klinicznych, opracowanie wynikéw, analiza statystyczna™. Ponadto w
publikacji w opisie czynnosci wykonywanych przez poszczeg6lnych autor6w Doktorantka nie
jest wymieniona przy pisaniu draftu manuskryptu ani przy prowadzeniu korespondencji z
recenzentami. Bardzo prosze Doktorantke o wyjasnienie i komentarz w tej sprawie.

3. Dotyczy rozdziatu Wyniki ,4.1.8. Analiza podobiefistw w wystepowaniu
drobnoustrojéw i poréwnanie sktadu ptytki bakteryjnej ludzi przebywajgcych ze zwierzgtami
gospodarskimi lub domowymi co najmniej kilka godzin dziennie, a osobami nie majgcymi
takiego kontaktu”. Zgodnie z tytutem rozdziatu Recenzent spodziewat si¢ analizy danych
pomiedzy osobami ktére mity kontakt ze zwierzgtami a osobami pozbawionymi tego kontaktu.
Natomiast w w/w rozdziale nie ma danych dotyczacych 0séb bez kontaktu ze zwierzgtami.
Prosze Doktorantke o komentarz i podanie analiz zgodnie z tytulem rozdziatu.

4. Bardzo proszg o wyttumaczenie stosowanych oznaczen liczb porzagdkowych np. ,,1a-1d”
w tabelach 6, 7, 6a i 7a oraz celowosci grupowania ich pod jedna wspélng cyfra np. ,,17.

5. Czy Doktorantka sama wykonywata sekwencjonowanie, czy samodzielnie otrzymywata
matryce DNA do sekwencjonowania, czy samodzielnie analizowata dane z sekwencjonowania?
Doktorantka w opisie rozdziatu ,,3.5 Analiza biofilméw bakteryjnych” cytuje metodyke ze
swoich publikacji [55-56] oraz z pracy Kucia i wsp 2020 [45]. Natomiast publikacja 56 jest
praca przegladowa i nie zawiera metodyki sekwencjonowania. W pracy [S5] jest cytat
dotyczacy sekwencjonowania z pracy ,.Kucia, M.; Wietrak, E.; Szymczak, M.; Kowalczyk, P.
Effect of LigiLactobacillus salivarius and Other Natural Components against Anaerobic
Periodontal Bacteria. Molecules 2020, 25, 45197 ktora jednakze nie dotyczy
sekwencjonowania. Co do podanego w rozprawie doktorskiej cytatu Kucia i wsp 2020 [45] —
praca 45 nie jest praca tych autoréw, a sgsiednia praca nr 46 jest pracg autoréw Kucia i wsp.
jak powyzej czyli nie zawiera sekwencjonowania (w rozprawie doktorskiej dodatkowo
pomytka w tytule). Reasumujgc prosze Doktorantkg o podanie dokladnej metodyki
sekwencjonowania lgcznie ze starterami.

6. Prosze Doktorantke o wyjasnienie na podstawie jakich parametréw i jakich otrzymanych
danych liczbowych szacowata w rozprawie doktorskiej wptyw pokarméw na poziom stresu

oksydacyjnego w jamach ustnych ludzi i zwierzat.



7. Ponadto rozprawa doktorska zawiera liczne drobne uchybienia, nieprawidlowosci
stylistyczne zdan oraz niepoprawne sformulowania — skréty myslowe, a takze niekiedy brak
pisowni kursywa nazw bakterii lub brak konsekwencji w stosowaniu skrotdw nazw

gatunkowych bakterii, ktére jednak nie wptywajg na zawarto$¢ merytoryczng pracy.

Whiosek:

W oparciu o powyzszg recenzj¢, stwierdzam, ze oceniana rozprawa doktorska spetnia wymogi
stawiane rozprawie na stopien doktora zgodnie z Ustawg ,,Prawo o szkolnictwie wyzszym i
nauce” z dnia 20 lipca 2018 roku (Dz. U. z 2018 r., poz. 1668, z p6zn. zm.) i wnosz¢ do Rady
Dyscypliny Nauki Biologiczne Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu o dopuszczenie
mgr [lony Rowinskiej do dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie

nauk $cistych i przyrodniczych w dyscyplinie nauki biologiczne.
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