Katedra i Zaklad Department of Biochemistry
Biochemii i Biologii Molekularnej e and Molecular Biology
Uniwersytet Medyczny w Lublinie Medical University of Lublin
Lublin 20-093 Poland, Lublin 20-093
ul. W. Chodzki 1 ul. W. Chodzki 1
tel./fax (081) 448 6350 tel./fax (00-48-81) 448 6350

Head of Department
Andrzej Stepulak M.D., Ph. D.

Kierownik
Prof. dr hab. n. med. Andrzej Stepulak

Lublin, dn.  29.03.2016r.

Ocena rozprawy doktorskiej mgr Justyny Baczyk
pt. ,Insulinopodobne czynniki wzrostowe w ptynie stawowym i surowicy w przebiegu

szkodzenia stawu kolanowego o réznej etiologii”

Choroby zwyrodnieniowe stawéw sg wyzwaniem wspotczesnej medycyny. Mimo
ogromnego postepu zapobieganie i leczenie farmakologiczne nie przynosi oczekiwanych,
dobrych rezultatéw. Dlatego podejmowanie badan dotyczacych patomechanizmu tych
choréb jest ze wszech miar wskazane.

W ten nurt badan wpisuje sie przediozona do oceny rozprawa Pani Justyny Baczyk.
Stanowi ona raport z badan Autorki dotyczacych ustalenia zaleznosci pomiedzy
obecnoscig i stezeniem insulinopodobnych czynnikéw wzrostu (IGF), biatek je wigzacych
(IGFBP-1, IGFBP-3) oraz aktywnoscig wybranych metaloproteinaz, a wystepowaniem
choroby zwyrodnieniowej stawow o réznej etiologii. W tym celu Doktorantka oznaczyta
aktywnos¢ zelatynolityczng enzyméw MMP2 i MMP9 degradujgcych niektére biatka
macierzy zewnatrzkomorkowej, jak réwniez stezenie IGF-1 w surowicy i ptynie stawowym w
kilku grupach chorych ze stwierdzong chorobg zwyrodnieniowa stawu kolanowego o
réznej etiologii.

Rozprawa doktorska o typowym uktadzie dla prac do$wiadczalnych liczy 81 stron i
zostata podzielona na 9 rozdziatéow, w tym streszczenia pracy w jezyku polskim i
angielskim. Tekst uzupetiony zostat 4 tabelami i 23 rycinami. Praca zostata wzbogacona
o wykaz uzywanych skrétéw i symboli stanowigce uzyteczny dla czytelnika odno$nik do
tekstu. Nie znalaztem jednak rozwinigcia skrotow RAF, MAP, ERK, uzytych w rozdziale
pierwszym pracy dotyczacych nazw kinaz (m.in. na stronach 17 i 19).

Wstep zawarty na stronach 5-25 zawiera charakterystyke sktadnikow macierzy

zewnatrzkomorkowej, ptynu stawowego, omawia budowe i metabolizm chrzastki szklistej,




przedstawia aktualne dane na temat budowy i roli szeregu czynnikéw wzrostu ze
szczegolnym uwzglednieniem IGF-I/IGF-II i biatek wigzgcych te czynniki, jak rowniez w
zwiezty sposéb opisuje etiologie i patogeneze choréb zwyrodnieniowych stawéw,
bedacych tematem pracy doktorskiej. ,Wstep” jest obszernym i przejrzystym
wprowadzeniem w problematyke zagadnier podejmowanych w rozprawie. Z obowigzku
recenzenta chciatbym zwréci¢ uwage na rycing nr 4, sugerujac zwiekszenie wielkosci
czcionki, gdyz niektore nazwy sg praktycznie nieczytelne, oraz na rycing 3, gdzie
zastosowano moim zdaniem zbyt daleko idace uogdlnienie — ,geny zwigzane z
nowotworem”, ktére nalezatoby doprecyzowac.

Cel pracy dotyczy waznego watku  badan  poszukujgcego czynnikow
patogenetycznych  choréb zwyrodnieniowych  stawéw na poziomie zaburzen
biochemicznych. Wybér tematu badan i sposobdéw jego realizacji nie budzi zastrzezen,
tym niemniej samo sformutowanie celu pracy jest stabo zdefiniowane — Autorka powtarza
w tym rozdziale dane ze Wstepu, opisuje materiat badawczy i wymienia metody, ktére
bedzie uzywa¢. Jednak dopiero z ostatniego fragmentu Celu pracy mozna wywnioskowaé
o istocie zamierzonych badan.

Materiat i metody stosowane w pracy zostaty opisane w rozdziale 3. Konstrukcja
badania jest czytelna i wyraznie akcentuje kryteria wiaczenia chorych do badania. Brak mi
jednak informaciji, czy artroskopia i pobranie ptynu stawowego byty dokonywane podczas
diagnozy, czyli przed zastosowaniem leczenia? Czy tez u pacjentéw juz poddanych
terapii? — w takim razie wymagatoby to uzupetnienia o wskazanie rodzaju stosowanego
leczenia i czasu jego trwania, gdyz mogto to mieé¢ wptyw na wyniki otrzymane przez
Doktorantke. Pewne dane w tym zakresie w odniesieniu do grupy miodych pacjentéw
podane sg dopiero w Dyskus;ji (str. 60).

Badaniami objeto grupe 70 chorych poddanych artroskopii stawu kolanowego,
podzielonych na 5 gtéwnych grup w zaleznosci od etiologii choroby i zwigzanego z nig
wieku pacjentéw oraz dwie grupy chorych zalezne tylko od ich wieku. Przedstawiony wiek
analizowanych chorych w badanych grupach stanowi przemyslane kryterium
umozliwiajgce prawidtowa ocene badanych parametrow w odniesieniu do wieku chorych.
Interesujgcym by byto jednak poréwnanie poszczegdinych jednostek chorobowych przy
zblizonym wieku chorych w poszczegdlnych grupach pacjentéw dorostych. Ze wzgledu na
konstrukcje zaproponowanego badania w przedstawionej pracy mozliwe to byto tylko w
grupie pacjentéw mtodych.

Zastosowana metodyka jest adekwatna do wytyczonego celu i spetnia wymogi

nowoczesnosci wymagane w badaniach z zakresu biochemii — Autorka okre$lita stezenie



biatka catkowitego w badanym materiale dwoma metodami, stosowata elektroforeze w
warunkach natywnych i redukujgcych, elektrotransfer z detekcja specyficznych biatek,
zymografig, oraz test immunoenzymatyczny typu ELISA z wykorzystaniem komercyjnych
zestawow. Z obowigzku recenzenta muszg zwrdci¢ uwage na brak podanych sktadéw
buforéw prébkowych do zawieszenia biatek uzytych nastepnie do elektroforezy i
zymografii. Nie jest tez podany rodzaj uzywanego elektrotransferu biatek na nitroceluloze
- ,mokry”, czy ,potsuchy”.

Analiza statystyczna nie budzi zastrzezen. Przyjete testy statystyczne nie odbiegajg
od standardéw $wiatowych, a ich wybor nalezy uzna¢ za odpowiedni.

Wyniki wykonanych pomiaréw przedstawiono w sposob czytelny i jasny. Autorka
dokonata bardzo wielu korelacji badanych parametrow, uwzgledniajac szereg czynnikéw.
Dane te zostaty starannie zobrazowane w postaci licznych tabel i wykreséw, w wiekszosci
wypadkow - z zaznaczonymi wynikami analizy statystycznej. Oznaczen takich nie ma przy
rycinach nr 5A i 5B. W korespondujacym z rycinami tek$cie nie ma tez podane; informaciji,
czy wskazywane roznice w stezeniu biatka catkowitego oznaczane réznymi metodami w
poszczegdlnych grupach chorych byty statystycznie istotne. Przy przygotowywaniu danych
do publikacji doktorantka mogtaby uwzgledni¢ umieszczenie w opisie rycin rodzaju testu
statystycznego, ktérym prezentowane wyniki byty liczone, mimo ze byt to ten sam test.
Sugerowatbym tez umieszczenie szczegotowych wynikéw ilosciowych stezenia IGF-I
prezentowanych na rycinach od nr 8 do nr 15 w formie jednej lub dwéch zbiorczych tabel,
Co znacznie ufatwitoby analize tych wartosci w réznych jednostkach chorobowych i
wiekowych grupach pacjentéw. Doktorantka stwierdzita wyzsze stezenia IGF-I w surowicy i
ptynach stawowych w grupie pacjentéw mtodych. W grupie pacjentéw dorostych Autorka
dysertacji stwierdzita stosunkowo wysokie stezenia catkowitego IGF-I w plynie stawowym
chorych z rozpoznang boreliozg przy jednoczesnym niskim stezeniu wolnej formy tego
czynnika. Odmienng sytuacje stwierdzita w przypadku RZS — nizsze stezenie catkowitej
formy IGF-1 i stosunkowo wysokie stezenie formy wolnej, co przetozyto sie na najwyzszy
wskaznik procentowy stosunku catkowitego do wolnego IGF-1 w przypadku chorych z
RZS w poréwnaniu do innych jednostek chorobowych w grupie pacjentéw dorostych
pomimo réznic wiekowych. Wydaje mi sie to interesujaca obserwacja, ktéra mogtaby by
by¢ zbadana w grupach pacjentéw o zblizonej strukturze wiekowej, wraz z préba korelacji
czasu trwania choroby, czy nasilenia zmian patologicznych w stawie ocenionych za
pomocg badarnn obrazowych. Doktorantka ocenita réwniez aktywno$¢ enzymow
proteolitycznych degradujacych zelatyne w ptynach stawowych i surowicy chorych,



zakwalifikowanych jako MMP2 i MMP9 ze wzgledu na obserwowane masy czasteczkowe
wytrawionych prazkéw w zymografii. Do publikacji przedstawionych w rozprawie wynikéw
W renomowanych czasopismach miedzynarodowych istotne by byto jednoznaczne
potwierdzenie, ze te enzymy to MMP2 i MMP9 — na przyktad poprzez immunobloting.
Reasumujac, wyniki do$wiadczen przeprowadzonych przez mgr Justyne Baczyk stanowig
uzupetnienie wiedzy o roli IGF oraz metaloproteinaz w patogenezie choréb
zwyrodnieniowych stawow.

Dyskusja przedstawionej do recenzji dysertacji $wiadczy o swobodnym poruszaniu
sie Autorki w zagadnieniu bedgcym przedmiotem rozprawy doktorskiej. Zawarte w dyskus;ji
informacje w sposéb rzeczowy i wiarygodny poréwnujg uzyskanie wyniki z danymi
zaczerpnietymi z pi$miennictwa. Doktorantka formutuje odwazne hipotezy, popierajgc je
wynikami badan wtasnych oraz dostepnych w piSmiennictwie. Ma jednak $wiadomosé, ze
dane te sg niepetne i do udowodnienia wysuwanych w Dyskusji sugestii wymagane jest
przeprowadzenie szeregu dodatkowych eksperymentéw, ktorych w przysztosci zapewne
sie podejmie. Swiadczy to o tym, ze Autorka planuje swoj dalszy rozwdj naukowy.

Whioski nr 1, 3, 4 i 5 wynikaja z konstrukcji badania oraz znajdujg uzasadnienie w
wynikach i nie budzg zastrzezen. Nie do konca moge sie zgodzi¢ z wnioskiem nr 6,
poniewaz konstrukcja badania uniemozliwia okreslenie innych  zaleznoéci, co
uwzglednitem juz w komentarzu dotyczacym Wynikéw dysertacji. Wniosek nr 7 wymaga
doprecyzowania, gdyz ocene destrukcji stawéw mozna przeprowadzi¢ bardziej przez
zastosowanie badan obrazowych, a w mniejszym stopniu za pomoca wyktadnikéw
biochemicznych.

Pismiennictwo zawierajace 113 pozycji jest adekwatne i $wiadczy o umiejetnosci
selekcjonowania istotnych  informacji zwigzanych z podjetym tematem badan.
Umieszczone pozycje pismiennictwa sg aktualne i znajdujg sie w bazach danych
czasopism naukowych. 37 pozycji pochodzi z ostatnich pieciu lat (2011-2015), pozostate
posiadajg kluczowe znaczenie dla redakgji wstgpu lub zawierajg oryginalne opisy
stosowanych metod badawczych. Niektére publikacje pogladowe mogtyby byé nowsze,
szczegolnie te z lat 2000-2001 lub starsze (pozycje nr 1, 18, 21, 22, 31, 36, 48, 55, 66, 77,
78, 89, 104). Moja watpliwos¢ budzi zasadnosé cytowania pozycji nr 92 w poczatkowych
zdaniach Wstepu na stronie 10 w kontekscie ,uszkodzen chrzastki ... w przebiegu ...
choréb ogélnoustrojowych lub infekcyjnych.”, podczas gdy pozycja nr 92 pi$miennictwa
publikowana w Przegladzie Elektrotechnicznym traktuje o rekonstrukcji przestrzennej oraz
ocenie doktadno$ci odwzorowania ubytkéw tkanki chrzestnej w stawie kolanowym z

wykorzystaniem MR. Podobnie, pozycja nr 108 uzyta w dysertacji jako odno$nik do tekstu



»Insulinopodobne czynniki wzrostowe sg syntetyzowane ... w komérkach watroby, jak
rowniez przez komérki wielu innych narzadow...” nie dotyczy IGF, o ktérym nie ma
wzmianki w cytowanej publikacji, a dotyczy reorganizacji aktyny i roli MMP w tym procesie.
Dodatkowo, pozycja ta powinna byé uzupetniona o prawidtowy rok jej wydania — zamiast
1989 powinno by¢ 1986.

Przedstawione uwagi w niczym nie umniejszajg jednak wartosci recenzowane;
rozprawy doktorskiej, ktéra oceniam wysoko. W zdecydowanej wigkszosci dotyczg one
zagadnien typowo technicznych, ktére moga by¢ tatwo skorygowane, badz uzupetnione
przy przygotowywaniu wynikéw do publikacji w czasopismach naukowych.

Konkludujac stwierdzam, ze przedmiot prowadzonych badan, dobér metod,
prezentacja wynikow, rzeczowos$¢ dyskusji oraz uzyskane wnioski odpowiadajg kryteriom
stawianym pracom doktorskim okreslonym w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r.
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.
U. nr 65, poz. 595 z pézn. zm.).

W zwigzku z powyzszym

przedktadam Wysokiej Radzie

Wydziatu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku
Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku

whniosek o dopuszczenie mgr Justyny Baczyk

do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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