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OCENA
rozprawy doktorskiej lek. dent. Grzegorza Szczurko pt.:

»Ocena dziatania cytotoksycznego materiatéw do ostatecznego wypetniania kanatéw

korzeniowych zebdw w badaniach in vitro”.

Leczenie endodontyczne jest istotnym elementem kompleksowej terapii
stomatologicznej, warunkujgcej osiggniecie dtugoczasowego sukcesu klinicznego. W ostatnich
latach poczyniono olbrzymie postepy w tej dziedzinie. Zwiazane jest to z wprowadzeniem, i
poczynajgc od poznych lat dziewiecdziesiatych, upowszechnieniem stosowania mikroskopéw
zabiegowych i nowych narzedzi, czego wynikiem jest znaczny spadek odsetka powiktan. Lepsza
widocznos¢ i efektywnos¢ opracowania kanatéw jest niewatpliwie kluczowa dla skutecznoéci
zabiegow, réwnie jednak istotne, szczegdlinie dla diugofalowych efektéw leczenia jest to,
jakich metod i materiatéw uzywa sig¢ do wypetnienia opracowanego kanatu. Szczelnoéé
wypetnienia jest niezbedna dla zabezpieczenia wnetrza kanatu i kanalikéw zebinowych przed
whnikaniem drobnoustrojéw, a to z kolei chroni tkanki okotowierzchotkowe przed rozwojem

procesdw chorobowych, bad? warunkuje wyleczenie juz istniejgcych zmian.

Od potowy XIX w., kiedy to Hill po raz pierwszy uzyt gutaperki do wypetnienia kanatu
korzeniowego, jest ona stale stosowana i uwazana za standardowy materiat w endodonciji.
Gutaperka mimo niewatpliwych zalet jakimi s3 jej wtaéciwoéci przeciwbakteryjne i widoczno$é
na zdjgciach RTG ma réwniez wady, z ktérych najpowazniejsze to brak adhezji do struktur zeba
oraz skurcz w trakcie chtodzenia. Dlatego uzupetnieniem gutaperki s3 materiaty dodatkowe
powszechnie nazywane uszczelniaczami. Dopiero potaczenie gutaperki z uszczelniaczem daje
mozliwo$¢ uzyskania skutecznego i trwatego zamknigcia kanatu korzeniowego. Rynek oferuje
dziesigtki tego typu materiatéw, a wybdr konkretnego produktu przez klinicyste wielokrotnie
oparty jest, na nie zawsze obiektywnie przedstawianych informacjach oferowanych przez

producenta lub dystrybutora. Kazdy z materiatéw dopuszczonych do obrotu przechodzi etapy



badari podstawowych, przedklinicznych i klinicznych, ale dopiero badania poréwnawcze
pozwalajg na rzetelng ocene. Majac powyzsze na uwadze, wybor tematu pracy doktorskiej
przez lek. dent. Grzegorza Szczurko wydaje sie by¢ bardzo trafnym i uzasadnionym tak z
naukowego jak i praktycznego punktu widzenia. Jego warto$¢ podnosi wyboér materiatéw do
badan, wsréd ktérych s3 zaréwno materiaty obecne na rynku od lat i traktowane jako

standard, jak i materiaty nowoczesne, dostepne od niedawna.

Przestawiona mi do oceny praca doktorska liczy 131 stron. Ma typowy uktad dla
rozpraw na stopient doktora, zawiera 21 rycin i 10 tabel. Praca przygotowana jest bardzo
starannie, grafika jest ciekawa i przejrzysta, manuskrypt napisany jasno i co zwraca uwage,

piekng poprawna polszczyzna.

We Wstepie Doktorant w uporzgdkowany sposob przedstawia poigdane cechy
idealnego materiatu do wypetnienia kanatéw korzeniowych oraz zwiezle charakteryzuje
dostepne materiaty podstawowe i dodatkowe. Nastepnie w przystepny sposéb przedstawia

skomplikowane laboratoryjne metody badania cytotoksycznosci materiatow.

Zatozeniem badan byto porownanie wptywu licznych, najczesciej uzywanych w
praktyce endodontycznej materiatéw na ludzkie fibroblasty ozebnej. Reakcja tkanek ozebnej
na materiaty do wypetniania kanatéw ma zasadnicze znaczenie dla odleglych wynikéw
leczenia, jako ze wielokrotnie po wypetnieniu kanatu uszczelniacze dostajg sie réwniez poza
wierzchotek korzenia i pozostajg w kontakcie z tkankami przez diugi czas. W badaniach

oceniano:
- dziatania cytotoksyczne materiatdow bezposrednio po zarobieniu i po zwigzaniu,

- udziat stresu oksydacyjnego w zjawisku cytotoksycznosci materiatow

endodontycznych,
- profil $mierci komadrek po ekspozycji na oceniane materiaty,

- przydatnos¢ testow MTT i Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit w ocenie

cytotoksycznoséci materiatow obturacyjnych.

Do przeprowadzenia badan wykorzystano hodowle ludzkich fibroblastéw ozebnej,

ktore eksponowano na prébki materiatow zarabianych zgodnie z zaleceniami producentéw.



Oceny cytotoksycznoéci dokonywano za pomocy testu MTT ktéry pozwala na
okreslenie odsetka zywych komérek w populacji na podstawie aktywnosci mitochondrialnej
dehydrogenazy bursztynianowej. Do pomiaru absorbancji wykorzystywano spektrofotometr

absorpcyjny przy dtugosci fali 560 nm.

Pomiaru poziomu wewnatrzkomérkowych reaktywnych form tlenu dokonywano
metody cytometrii przeptywowe]. Stres oksydacyjny analizowano na histogramach

fluorescencji DCF otrzymywanych przy dokonaniu przynajmniej 1000 zliczen.

Profil smierci komérek oceniano poprzez cytometrie przeptywowaq z wykorzystaniem
isotiocjanianiu fluoresceiny sprzeionego z ankeksyng V. Pozwolito to wyréznié¢ cztery
subpopulacje komérek — nekrotyczne, w stadium poinej apoptozy i/lub nekrozy, zywe oraz

apoptyczne we wczesnym stadium apoptozy.
Morfologig komérek oceniano takze w mikroskopie optycznym.

Uzyskane wyniki badan poddano wnikliwej analizie statystycznej stosujac
jednoczynnikowa analize wariancji ANOVA uzupetniong testem post-hoc Tukey’a, test t-
Studenta dla préb niezaleznych, test jednoczynnikowej analizy wariancji ANOVA uzupetnionej
testem Kruskal-Wallis dla préb niezaleznych oraz test t-Studenta dla dwéch <rednich

przyjmujac poziom istotnosci p<0,05.

Wyniki Doktorant przedstawit na 37 stronach, na ktérych zawart 8 rycin. Obraz tego
dziatu bytby niepetny, gdyby nie doda¢, ze na owe 8 rycin sktadaja sie 54 wykresy czastkowe,
histogramy i 12 fotografii. Badania cytotoksycznosci wykazaty, ze zaden z materiatéw nie
wykazywat wysokiej cytotoksycznodci. Bezposrednio po zarobieniu umiarkowana
cytotoksycznoscig charakteryzowaty sie Meta Seal Soft, Endomethasone N i Real Seal, a
brakiem cytotoksycznosci — uszczelniacze siloksanowe Gutta Flow, Roeko Seal i Apexit Plus. Po
utwardzeniu Zzaden z materiatéw réwniez nie wykazywat wysokiej cytotoksycznosci.
Umiarkowana cytotoksyczno$é charakteryzowata uszczelniacze Meta Seal Soft, Sealapex,
Endomethasone N, AH Plus i Tubli-Seal. Podobnie jak po zarobieniu, takze po zwiazaniu brak

cytotoksycznosci wykazaty uszczelniacze siloksanowe Gutta Flow, Roeko Seal oraz Apexit Plus.

Pomiar poziomu wewngtrzkomérkowych reaktywnych form tlenu nie wykazat zmian

fluorescencji fibroblastéw w grupie materiatéw utwardzonych. W grupie materiatéw



zarabianych znamienny wzrost fluorescencji fibroblastéw ozebnej indukowaty uszczelniacze

Meta Seal Soft, Endomethasone N, Real Seal, Seal Soft, MTA Fillapex i AH Plus.

Okredlenie profilu $mierci komdrek z wykorzystaniem cytometrii przeptywowej
wykazato, ze ekspozycja fibroblastéw ozebnej zaréwno na materiaty Swiezo zarabiane jak i
utwardzone powodowata statystycznie znamienng redukcje odsetka komérek zywych. W obu
grupach uszczelniacze zawierajgce eugenol zwiekszaty procentowy udziat komorek

nekrotycznych.

W Dyskusji Doktorant omawia uzyskane wyniki odnoszac sie do wynikow innych
autoréw w oparciu o 241 pozycji piSmiennictwa. Na wstepie w oparciu o pozycje z literatury
uwypukla zalety badan in vitro w odniesieniu do techniki ich przeprowadzania, powtarzalnodci
i zagadnien etycznych. Analiza wynikow przeprowadzona jest w rzeczowy sposéb i dostarcza
szereg praktycznych informacji przydatnych dla kazdego klinicysty wykonujacego leczenie
endodontyczne. Duzy akapit poswiecony jest umiarkowanej toksycznosci uszczelniaczy z
zawartoscig eugenolu. Jest to o tyle istotne, ze materiaty tego typu s ciagle w powszechnym
uzyciu. Gtosy krytyczne najczesciej eksponujg negatywny wptyw eugenolu na polimeryzacje
zywic Bis-GMA pomijajac wykazang przez Doktoranta cytotoksycznos¢. Wykazany catkowity
brak cytotoksycznosci uszczelniaczy siloksanowych Roeko Seal i Gutta Flow jest réwnie wainy,
bowiem jest to grupa relatywnie nowych materiatéw, ktére dopiero nabierajg popularnosci.
Doktorant wykazat réwniez wptyw eugenolu na wewnatrzkomorkowa produkcjg reaktywnych
form tlenu. Nalezy zwrdci¢ uwage na nowatorskos¢ podjetych badan, jako ze w dostepnym
pi$miennictwie brak jest publikacji na ten temat. Toksycznos¢ materiatéw zawierajacych
eugenol wykazang za pomoca testu MTT potwierdzity réwniez badania profilu $mierci
komérek metodg cytometrii przeptywowej — w ktérych Doktorant wykazat wysoki odsetek
fibroblastéw w stanie nekrozy. Podobne dziatanie wykazat w odniesieniu do wypetniaczy
ZnO/E, ktérych uzywanie w Swietle przedstawionych badar i innych udokumentowanych wad

tych materiatéw powinno by¢ dawno zarzucone.

Podsumowaniem pracy s3 trafnie postawione wnioski, z ktérych wiekszo$¢ ma
znamiona istotnych wskazéwek postepowania klinicznego. Nalezy podkresli¢, ze mimo iz
badania oparte byly na eksperymencie in vitro, ich wyniki maja istotne znaczenie praktyczne,

wnoszac wazne informacje dla praktykujacych dentystow.



Bioragc pod uwage powyisze, rozprawe doktorsky lek. dent. Grzegorza Szczurko
oceniam nad wyraz pozytywnie. Doktorant zajat sie aktualnym zagadnieniem wychodzac
naprzeciw potrzebom Kklinicystéw stajacych przed problemem wyboru okreslonych
materiatow niezbednych do ich codziennej praktyki lekarskiej. Szczegélnie istotne jest
wykazanie negatywnego wptywu na fibroblasty ozebnej materiatéw dogmatycznie uzywanych

od lat.

Dlatego tez uwazam, ze praca pt.: ,Ocena dziatania cytotoksycznego materiatéw do
ostatecznego wypetniania kanatéw korzeniowych zebéw w badaniach in vitro” odpowiada w
pefni wymaganiom, jakie stawiane s3 rozprawom na stopief doktora nauk medycznych. W
zwigzku z tym mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego z Odziatem
Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku Angielskim Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku wniosek o dopuszczenie lek. dent. Grzegorza Szczurko do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.
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