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RECENZJA
rozprawy doktorskiej Pani mgr llony Rowinskiej
pt. ,Wplyw diety na choroby i zmiany w obrebie tkanek przyzebia indukowane przez

mikrobiom bakteryjny w stanach zapalnych jamy ustnej ludzi i zwierzat”

Przedtozona mi do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana na Wydziale Nauk
Biologicznych i Weterynaryjnych, Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu pod kierunkiem dr hab.
Pawta Kowalczyka prof. Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzagt im Jana Kielanowskiego, PAN.
Promotorem pomocniczym rozprawy jest dr n. med. lek. wet. Robert Pastawski, UMK w Toruniu.

Jama ustna jest skolonizowana przez ponad 700 gatunkéw bakterii. Wystepujg one pod
postacig pojedynczych komorek lub tworzg ztozone wielogatunkowe biofilmy. Tworzenie biofilmu,
jego nieprawidtowy rozrost w potgczeniu z zaburzonym funkcjonowaniem mechanizméw obronnych
naszego organizmu oraz zaburzeh w skfadzie ilosciowym i jakosciowym mikrobioty jamy ustnej
moze prowadzi¢ do wielu schorzen w tym: rozwoju prochnicy, zapalenia dzigset czy parodontozy jak
réwniez wielu chorob ogodlnoustrojowych. Oddziatywania mikroorganizmow w tej zorganizowane;j
spotecznosci odbywajg sie na roznych poziomach. Skfad mikroflory obecnej w jamie ustnej zalezy
réwniez od diety, a w szczegdlnosci od spozywania zywnosci wysoko przetworzonej. Praca
doktorska mgr llony Rowinskiej dotyczy wptywu diety na potencjalne procesy chorobowe
przebiegajace w jamie ustnej. W pracy zbadano wptyw roznych diet na indukcje stanéw zapalnych
tkanek miekkich, stres oksydacyjny oraz obecnos¢ ptytki bakteryjnej. Ochotnicy biorgcy udziat w
badaniu poddani zostali dietom (W) bogatej w warzywa, (T) bogatej w ttuszcze omega-3, (B) bogatej
w biatka oraz (F) diecie mieszanej. Dodatkowym ciekawym zagadnieniem byto zbadanie wptywu
zwierzgt domowych i hodowlanych na mikrobiom jamy ustnej ludzi opiekujgcych sie nimi.

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska mgr llony Rowinskiej stanowi spoéjny
jednotematyczny cykl publikacji na ktory sktadajg sie trzy wieloautorskie prace. Wszystkie prace
opublikowane zostaty w roku 2021. Dwie z nich to artykuty oryginalne, pierwszy opublikowano w
,Materials” wspotczynnik oddziatywania (zgodnie z rokiem opublikowania) wynosi IF -3,623 oraz

Pktmnisw —140 drugi artykut oryginalny opublikowano w ,ECronicon Veterinary Science” Pktwnisw 5.
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Trzecia praca to obszerny artykut przeglagdowy opublikowany w ,Materials” (IF -3,623, Pktunisw —
140), stanowi on spojng catos¢ z pracami oryginalnymi i jest elementem wprowadzajgcym do
analizowanych zagadnien. taczny IF publikacji -7,246 oraz Pktunisw —345. We wszystkich pracach
zgodnie z informacjg zamieszczong w rozprawie, mgr llona Rowihska jest pierwszg autorkg a jej
wkfad w powstanie prac jest znaczacy i zawiera sig w przedziale 51-60%. Przedstawiona do recenz;ji
rozprawa doktorska ma klasyczny, typowy dla rozpraw z dziedziny biologii i medycyny uktad, nie
zawiera jednak wspomnianych publikacji, oraz wymaganych oswiadczen wspoétautoréw, ocene
rozprawy dokonuje wiec na podstawie dostarczonej przez Rade Dyscypliny Nauki Biologiczne, UMK
w Toruniu, rozprawy.

Rozprawa zawiera wszystkie wymagane elementy, tj. streszczenie, cel pracy, materiaty i
metody, wyniki, dyskusje oraz spis literatury. Cel pracy zostat sformutowany precyzyjnie. Wstep
pracy jest bardzo obszerny i porusza wszystkie kluczowe zagadnienia analizowane w pracy. Pani
mgr llona Rowinska bardzo doktadnie scharakteryzowata srodowisko jamy ustnej, analizujgc
wszystkie jej funkcje kluczowe dla prawidtowego funkcjonowania bton sluzowych. Znaczna czesé
wstepu poswiecona zostata charakterystyce mikroflory bakteryjnej jamy ustnej oraz potencjalnym
czynnikom, ktére wptywajg na jej funkcjonowanie i kolonizacje przez bakterie patogenne. Gtéwnym
elementem wstepu jest charakterystyka ptytki bakteryjnej i kamienia nazebnego. Mgr llona Rowiniska
bardzo doktadnie scharakteryzowata wszystkie obecne w jamie ustnej kompleksy, ktérych podziat
dokonany zostat pierwotnie przez Socransky’ego, zwracajgc szczegoélng uwage na ich udziat w
indukcji procesow chorobowych. Kolejna cze$¢ wstepu poswiecona zostata stresowi oksydacyjnemu
i jego wptywowi na stany zapalne jamy ustnej a w szczegolnosci na schorzenia tkanek przyzebia.
Najobszerniejsza czeS¢ tej czesSci pracy poswiecona zostata charakterystyce spozywanego
pozywienia oraz stosowanym dietom ze szczegdlnym uwzglednieniem ich udziatu w powstawaniu

struktur biofilmowych.

Ocena merytoryczna wynikéw rozprawy

W ramach przeprowadzonych badan mgr llona Rowinska skupita sie na realizacji czterech gtéwnych
zadan badawczych. Pierwszym z nich bytlo oszacowanie wptywu réznych typow diet na indukcje
stanéw zapalnych tkanek miekkich w jamie ustnej w obecnosci zalegajgcej ptytki bakteryjnej oraz
przy braku zalegajgcej ptytki bakteryjnej nad i poddzigstowej. Drugi cel obejmowat dodatkowg
analize powyzszych parametréw z uwzglednieniem faktu posiadania lub nie zwierzat domowych lub
gospodarskich. Analiza objeta wtascicieli psow oraz osoby opiekujgce sie zwierzetami hodowlanymi
(Swiniami). Kluczowym celam pracy byta analiza wptywu stosowanych diet na mikrobiom jamy ustne;j
oraz porownanie jego sktadu pomiedzy ludzmi a zwierzetami biorgcymi udziat w badaniu. W badaniu
wzieta udziat grupa 60 ochotnikow oraz 40 zwierzat (20 pséw oraz 20 $win). Osoby poddane badaniu
podzielono na trzy grupy po 20 oséb. Pierwszg grupe stanowity osoby nie posiadajgce zwierzat,

drugg osoby posiadajgce psy. W ramach tych grup wydzielono dodatkowe 5-0 osobowe podgrupy
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ktére stosowaty rézne diety: warzywng, tluszczowg (bogatg w ttuszcze omega 3), biatkowg oraz
mieszang. Trzecig grupe osob biorgcych udziat w badaniu stanowity osoby hodujgce zwierzeta
gospodarskie, w tej grupie nie stosowano zadnych diet. Materiat biologiczny do badanh pobierano w
nastepujgcym schemacie 3 dni diety - pobranie materiatu do badan — zabieg czyszczenia zebéw z
usunieciem kamienia nazebnego nad i poddzigstowego - kolejne 3 dni diety - powtdrne pobranie
materiatu biologicznego do badah. W celu okreslenia obecnosci i lokalizacji ptytki bakteryjnej i
kamienia nazebnego w jamie ustnej wykorzystano standardowe techniki stomatologiczne w tym:
wskaznik Fuksynowy, wskaznik API (Aproximal Plaque Index), wksaznik PIL.I (Plague Indeks),
wskaznik OHI (Oral Hygiene Index), wskaznik PBI (Papilla Bleding Index) oraz CPITN (Community
Periodontal Index for Treatment Needs). Analizy biofilmu powstatego na powierzchniach zebowych
przeprowadzono metodami klasycznymi i biomedycznymi, ktére obejmowaty hodowle bakterii oraz
analizy sekwencyjne. Wyniki zaprezentowane w rozprawie zostaty opracowane statystycznie z
wykorzystaniem oprogramowania Statistica (wersja 12).

Temat badan podjety przez Doktorantke jest aktualny i wazny. Coraz wieksza ilo$é
przetworzonej i fatwo dostepnej zywnosci ma bowiem zgubny wptyw na funkcjonowanie catego
organizmu w tym przede wszystkim mikrobiomu jamy ustnej i jelit. Do badan zostata wtgczona duza
grupa 60 ochotnikow, 40 oséb w trakcie badania stosowato jedng z czterech wspomnianych diet. Z
przeprowadzonych badan, na podstawie analiz wszystkich wskaznikoéw stomatologicznych w postaci
wspotczynnika fuksynowego, PIlI, OHI oraz APl wykazano, ze osoby uczestniczace w badaniu
stosowaty higiene jamy ustnej na poziomie dostatecznym. U wszystkich badanych odnotowano
obecnosc¢ ptytki nazebnej miekkiej oraz twardej. Obecnosc¢ zalegajgcej na zebach ptytki bakteryjne;j
nad- i poddzigstowej jest czynnikiem indukujgcym powstanie stanu zapalnego i moze mie¢ wptyw
na powstawanie struktury biofilmowej. Analiza biofilmu powstatego na powierzchni zebdéw
przeprowadzona zostata dwukrotnie. Pierwsze préby pobierano po trzech dniach diety nastepne, po
oczyszczeniu zebdw i kolejnych trzech dniach diety. Biofilm do analiz pobierano z zebéw oraz ze
szczeliny dzigstowej. Interesujgcg obserwacjyg jest fakt, iz nie zaobserwowano istotnych réznic w
sktadzie gatunkowym biofilmu mimo, iz préby do badan pobierane byty w warunkach istniejgcej ptytki
nazebnej oraz po jej oczyszczeniu. Co mogto mie¢ wptyw na taki wynik? Proby pobrane do analiz
po oczyszczeniu zebdw i trzydniowej diecie nie sg zapewne dojrzatg strukturg biofilmowa. Plytka
nazebna potrzebuje bowiem kilku tygodni, zeby dojrzata, czyli ustalita sie w niej rownowaga
gatunkowa. Bardzo istotnym wnioskiem jest analiza dotyczgca stosowanych diet. Wynika z niej iz
najkorzystniejszy wptyw na stan przyzebia ma dieta warzywna. Jej stosowanie wptywato korzystnie
na stan przyzebia i ograniczenie stanu zapalnego dzigset, nawet przy obecnej ptytce nazebnej.
Pozostate ze stosowanych diet dawaty rézne efekty i miat na nie wptyw stan uzebienia pacjenta.
Ciekawg obserwacjg wynikajgcg z badan jest fakt iz posiadanie psa wptywa na stan jamy ustnej bez

wzgledu na stosowana diete. W tym miejscu pozwole sobie zada¢ Doktorantce pytanie o
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prawdopodobny mechanizm tego procesu? Réznice pomiedzy osobami posiadajgcymi psy i ich
nieposiadajgcymi byty najwieksze u oséb spozywajgcych diete mieszang, ttuszczows i biatkowg a
najmniejsze u oséb stosujgcych diete warzywna. Dieta warzywna lub konczenie positku spozyciem
warzywa odpowiada za znaczng poprawe stanu jamy ustnej, u wiekszosci oséb biorgcych udziat w
badaniu, wskazniki stomatologiczne u 0séb jg stosujgcych ulegty znacznej poprawie wskazujgc na
.przyzebie klinicznie zdrowe”. Stosowanie diety tluszczowej i biatkowej nie dawato pozadanych
efektdow polepszenia stanu klinicznego jamy ustnej, przy ich stosowaniu odnotowywano
umiarkowane zapalenie dzigset. Przy stosowaniu diety mieszanej odnotowywano tagodne stany
zapalne wymagajgce poprawy higieny jamy ustnej. Wsrdd wnioskow z przeprowadzonych analiz
bardzo istotna jest obserwacja dotyczgca wptywu diety na stopien stresu oksydacyjnego w jamie
ustnej. Najsilniejszy stres oksydacyjny zaobserwowano w przy stosowaniu diety mieszanej, dieta
biatkowa i ttuszczowa powodujg nieco mniejszy poziom stresu oksydacyjnego a tym samym
zmniejszenie stanu zapalnego w obrebie jamy ustnej. Dieta warzywna ponownie dawata najlepsze
efekty obnizajgc stres oksydacyjny oraz wplywajgc korzystnie na stan zdrowia tkanek migkkich
nawet przy zalegajgcej ptytce nazebnej, wplywata ona na zmniejszenie stanu zapalnego. Analizy
sekwencyjne materiatu biofilmowego pobranego z jamy ustnej ludzi i zwierzat, zaskakujgco
wykazaty brak znaczacych réznic w sktadzie bakteryjnym. W analizowanym materiale biologicznym
pobranym od swin i pséw zidentyfikowano istnienie 6 podstawowych kompleksow bakteryjnych w
kolejnosci od najliczniej reprezentowanego: pomaranczowy, czerwony, zotty, zielony, niebieski i
fioletowy. Zaobserwowane roéznice byly gtdwnie jakosciowe, u psow dominowaty kompleksy
pomaranczowy i z6tty u swih natomiast czerwony i fioletowy. Doktorantka zaréwno w dziale
materiaty i metody jak réwniez w pracy sugerowata, ze do analiz sekwencjonowania biofilmow
wykorzystywano tylko wyroste kolonie. Do ich izolacji zastosowano dwa podtoza BBE (Bacteroides
bile esculin) oraz Columbia agar. Podtoza te nie umozliwiajg wyhodowania wszystkich organizméw
obecnych w biofilmie a jedynie te , ktére sg zdolne do wzrostu na danym podtozu. Istotne sg réwniez
warunki hodowli, czy do izolacji zastosowano réwniez warunki beztlenowe? W przeciwnym razie
analizy biofilmowe ograniczone zostaty do mikroorganizmoéw tlenowych. Wydaje sie, ze izolacja
metagenomu pobranego bezposrednio z ptytki i biofilmu i jego analiza sekwencyjna umozliwitaby
identyfikacje wiekszej iloSci bakterii a tym samym lepszg analize i poréwnanie powstatej struktury
biofilmowej. Z przeprowadzonych analiz Doktorantka wysuneta wniosek sugerujgcy wptyw zwierzat
domowych (psy) oraz gospodarkich (Swinie) na mikroflore jamy ustnej ludzi. Szczegdlnie istotny jest
zaobserwowany fakt, iz wptyw ten moze mieé¢ potencjalnie patogenny charakter, gdyz u oséb
opiekujacych sie zwierzetami zaczynajg dominowac kompleksy: zétty, pomaranczowy i czerwony co
moze przyczynia¢ sie do powstawania choréb zapalnych przyzebia i indukowa¢ dodatkowy stres

oksydacyjnym w obrebie jamy ustnej ludzi opiekujgcych sie zwierzetami.
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Wykorzystujac przywilej recenzenta pozwole sobie na kilka dodatkowych komentarzy/uwag, jakie
pojawity sie po przeczytaniu tej rozprawy:

¢ W metodach opisano sposob pobrania materiatu biofilmowego i jego wysiewu na specyficzne
podioza jako metode posiewu redukcyjnego. Posiew redukcyjny to metoda izolacji czystych
kultur bakteryjnych, przy pobraniu materiatu biofimowego mamy do czynienia ze
spotecznoscig wielogatunkowg wiec do wysiewu takiego materialu dedykowane sg inne
metody.

o Mam do Doktorantki pytanie dotyczgce oceny stanu uzebienia oséb wigczonych do badania.
Czy byta dokonywana analiza wstepna przed rozpoczeciem stosowania diety oceniajgca
stan ptytki nazebnej, stanow zapalnych dzigset czy ubytkow uzebienia. Dane te mogty mie¢
istotny wptyw na analizy biofilmow przeprowadzone w pracy.

o Na stronie 69 (Ryc 14) Doktorantka umiescita schemat sugerujacy, iz do analiz Sangera
izolowata ona plazmidy i na ich podstawie klasyfikowata bakterie do gatunku, czy nie jest to
przeoczenie analizy sekwencyjne obejmujg zazwyczaj amplifikacje genu 16S rRNA (np. jego
regionow Vsi V7) ale jego matrycg jest genomowe DNA, moze chodzito tu o stworzenie
bibliotek w odpowiednich wektorach?

Po przeczytaniu przestanej rozprawy oraz przestanych e-mailowo artykutéw wchodzgcych w skiad
osiggniecia naukowego mgr I. Rowinskiej moge stwierdzié¢, ze wyniki przestawione w tych pracach
w petni realizujg zatozenia rozprawy. Doktorantka przedstawita liczne oryginalne i wartosciowe dane
dokumentujgce zréznicowanie strukturalne i funkcjonalne do ktérego dochodzi w jamie ustnej przy
stosowaniu konkretnej diety. Za kazdym razem uzyskane wyniki byty obiektywnie dyskutowane. Po
lekturze tych pracy jestem w petni przekonana, ze Doktorantka jest dojrzatym badaczem, zdolnym
nie tylko do przeprowadzania eksperymentéw ale takze do prawidtowej interpretacji uzyskanych

wynikéw, jak rowniez ich prezentacji w Swietle aktualnego stanu wiedzy.

Whniosek koncowy
W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do oceny rozprawa doktorska stanowi w pefni
oryginalne rozwigzanie problemu naukowego, potwierdza ogélng wiedze mgr llony Rowinskiej oraz
Jej umiejetnos¢ samodzielnego prowadzenia badan naukowych. Wartos¢ naukowa rozprawy
doktorskiej Pani mgr llony Rowinskiej przyczynita sie do znacznego wzbogacenia wiedzy na temat
mikrobiomu jamy ustnej w zaleznosci od zastosowanej diety. Recenzowana rozprawa pt. ,Wptyw
diety na choroby i zmiany w obrebie tkanek przyzebia indukowane przez mikrobiom bakteryjny w
stanach zapalnych jamy ustnej ludzi i zwierzat”, wykonana pod kierunkiem promotora dr hab. Pawta
Kowalczyka prof. Instytutu Fizjologii i Zywienia Zwierzat im Jana Kielanowskiego PAN, oraz
promotora pomocniczego dr n. med. lek. wet. Roberta Pastawskiego spetnia ustawowe kryteria
stawiane rozprawom doktorskim, zgodnie z wymaganiami artykutu 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2018 r. poz. 1668 z pézn. zm.).
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W zwigzku z powyzszym wnosze do Rady Dyscypliny Nauki Biologiczne na Uniwersytecie Mikotaja
Kopernika w Toruniu o przyjecie rozprawy i dopuszczenie mgr llony Rowinskiej do dalszych
etapow postepowania o nadanie stopnia doktora w dziedzinie nauk $cistych i przyrodniczych

w dyscyplinie nauki biologiczne.

fuva M. Guuclusisd_-

Dr hab. Anna M. Grudniak



