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Rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lek. dent. Elzbiety Klimuszko pt. ,Ocena
niektoérych makro i mikroelementéw w szkliwie zebéw bez zmian patologicznych”.

Pochodzace z ektodermy szkliwo zgba buduje najbardziej zewnetrzna cze$¢ korony zeba
chronigca warstwy wewnetrzne zebine i miazge. Szkliwo jest strukturg bezkomodrkowa,
wytwarzang przez komorki szkliwotwércze — ameloblasty, ktérych ilo§¢é zmniejsza sie o okoto
50% w wyniku apoptozy w trakcie ostatniej fazy amelogenezy. Po zakofczeniu morfogenezy
korony zeba i uformowaniu dojrzatego szkliwa, pozostate ameloblasty t3cza sie z komérkami
wewnetrznej Sciany woreczka zebowego tworzac oszkliwie. Stad, szkliwo raz uksztaltowane w
trakcie amelogenezy nie moze by¢ odnawiane z powodu catkowitego braku komérek
szkliwotwoérczych w dojrzatym organizmie.

Zaleznie od lokalizacji warstwa szkliwa rézni sie szerokoécig (gruboscia) na
poszczegdlnych powierzchniach korony zeba. Najszersza warstwa wynoszaca okoto 2,5 mm
wystepuje w okolicy szczytéw guzkéw umiejscowionych na powierzchni okluzyjnej zebéw
trzonowych i przedtrzonowych. Nastepnie, sukcesywnie grubo$¢ szkliwa zmniejsza sie do okoto
1,3 mm na powierzchniach bocznych korony zgba az do bardzo cienkiej okoto 0,01 mm warstwy
zlokalizowanej w okolicy szyjki zeba. Prawidtowo zbudowane, dojrzate szkliwo jest najbardziej
zmineralizowang struktura organizmu ludzkiego osiggajac stopieri mineralizacji na poziomie
96%. Tak wysoki stopiefi mineralizacji zapewnia szkliwu odporno$é¢ na sity zgryzowe
(Sciskania) oraz abrazje w trakcie zucia pokarméw. Pomimo duzej twardoéci szkliwo zeba
wykazuje pewien stopien elastycznosci wynikajacy z okreslonej, a podlegajacej $cistej kontroli
orientacji przestrzennej podstawowych jednostek strukturalnych szkliwa nazwanych
pryzmatami. Przestrzen pomiedzy pryzmatami wypelniona jest szkliwem miedzy-
pryzmatycznym. Zaréwno pryzmaty szkliwa jak i szkliwo miedzypryzmatyczne zbudowane s3 z
hydroksyapatytéow wapnia (Cai0(PO4)s(OH)2) bedacych podstawowa jednostka budulcowag
mineratu szkliwa i stanowiacych 88-90% jego objetosci. Pozostata cze$¢ stanowia komponenty
organiczne tj biatka oraz niewielka ilo$¢ wody (okoto 2%). Uwaza sie, ze zawarto$¢ mineratu w
kolejnych warstwach szkliwa nie jest rownomierna i rozktada sie gradientowo od najwiekszej
jego zawartosci w warstwie powierzchniowej do najnizszej w okolicy granicy szkliwno-
zebinowe;j.

Formowanie szkliwa rozpoczyna w obszarze tzw. weztéw sygnalizacyjnych
zlokalizowanych w okolicy szczytéw pézniejszych guzkéw na powierzchniach zujacych zebow
wieloguzkowych oraz w okolicy brzegu siecznego zebéw bezguzkowych i przebiega w trzech
fazach: - sekrecyjnej, - przejsciowej oraz dojrzewania. Faza sekrecyjna rozpoczyna sie od
wydzielania do przestrzeni zewnatrzkomérkowej ameloblastéw, organicznej macierzy
zawierajacej biatka budulcowe gtéwnie amelogeniny i nieamelogeniny, w tym enameline oraz
ameloblastyng oraz liczne biatka enzymatyczne. Niemal réwnocze$nie do przestrzeni



zewnatrzkomérkowej wydzielane sg jony budujace krysztaty mineratu, co sprawia, ze $wiezo
uformowane szkliwo pierwotne jest zmineralizowane w okoto 30%. Dopiero po uformowaniu
sig catej ostatecznej warstwy szkliwa ameloblasty zmieniaja swoj fenotyp i podejmuja funkcje
intensywnej mineralizacji polegajacej na sukcesywnej degradacji sktadnikéw organicznych i
zastgpowaniu ich krysztatami hydroksyapatytu. Dzieje si¢ to w fazie przejsciowej i fazie
mineralizacji szkliwa. W tym czasie ameloblasty intensywnie transportujg do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej makroelementy (jony wapnia, fosforany) oraz mikroelementy, wszystkie
budujace krysztaty mineratu. W konsekwencji, mineraty wydzielane poprzez wypustke Tomesa
formujg pryzmaty szkliwne, a te wydzielane przez $ciane komérkowa poza wypustka Tomesa
daja poczatek szkliwu miedzypryzmatycznemu.

Z uwagi na fakt, ze warunkiem powstania prawidtowo zbudowanego szkliwa jest
degradacja biatek wydzielanych do przestrzeni zewnatrzkomérkowej ameloblasta we wczesnej
fazie formowania szkliwa oraz zastgpienie fazy organicznej mineratem o wia$ciwym sktadzie,
tematyka pracy podjeta w rozprawie doktorskiej przez lekarz dentyste Elzbiete
Klimuszko jest w pei uzasadniona, niezwykle atrakcyjna i aktualna. Z uznaniem
przyjmuje fakt podjecia przez Doktorantke tak trudnego tematu, gleboko zakorzenionego
w badaniach zwigzanych z naukami podstawowymi i biochemig struktur budujacych zab.

Praca ma typowy uklad charakterystyczny dla prezentacji wynikéw badan
eksperymentalnych. Rozprawa obejmuje 135 stron tekstu z 24 rycinami i 21 tabelami oraz 210
pozycji piSmiennictwa. Cytowane pi$miennictwo stanowi obszerng bibliografie prac,
poswigcong w wiekszo$ci rozwojowi struktur organicznych oraz mineratu szkliwa, a takze
procesom metabolicznym modulujagcym powstawanie prawidtowego szkliwa. Znamienita
wigkszo$¢ pismiennictwa (az 75%)) stanowig pozycje anglojezyczne.

Na 29 stronach Wstepu Doktorantka szczegbtowo przedstawita zagadnienia zZwigzane z
budowa i rozwojem szkliwa uwzgledniajgc sktad mineralny szkliwa. Szczegblny nacisk potozyta
Doktorantka na opis mineratéw, ktére nastepnie badata w swojej pracy eksperymentalnej.
Szeroki opis dotyczacy rozwoju szkliwa zawiera etapy formowania zawigzka zeba z peinym
opisem procesu amelogenezy zar6wno w aspekcie sktadowych organicznych szkliwa, w tym
biatek strukturalnych amelogeniny, ameloblasty, enameliny oraz tufteliny, jak i najwazniejszych
dla amelogenezy biatek enzymatycznych metaloproteinazy 20 (enamelizyny, MMP-20) i
proteinazy serynowej 1 (kalikreiny-4; KLK-4). We wstepie uwzgledniono réwniez opis
mechanizmu mineralizacji szkliwa oraz opisano czynniki genetyczne mogace mie¢ wplyw na
powstanie szkliwa wadliwego.

W tej czesci pracy Doktorantka nie ustrzegta sie jednak kilku btedéw i niezrecznych
sformutowan wynikajacych po czgsci z ttumaczenia nazw angielskich na polskie. Na stronie 20,
Doktorantka uzyta sformutowania »histodyferencjacja”, ktéra jest niczym innym jak
réznicowaniem histologicznym. Dodatkowo naleciato$cia anglojezyczna wydaje sie uzywanie w
catym tekscie stowa ,proteina”. W nomenklaturze polskiej odpowiednikiem angielskiego stowa
protein jest biatko, natomiast nie istnieje pojecie chemiczne proteina. Stad opisywana nieco dalej
sialoproteinaza zgbinowa i/lub fosforoteinaza zebinowa sa odpowiednio biatkiem sialowym
zegbiny oraz biatkiem fosforowym ze¢biny. Dodatkowo sformutowanie proteinaza (koncéwka -
aza) nasuwa chemiczne przypuszczenie, ze jest to biatko enzymatyczne rozktadajgce biatka,
podczas gdy zaréwno biatko sialowe jak i fosforowe zgbiny s3a biatkami strukturalnymi
niewykazujgcymi zadnych wtagciwoéci enzymatycznych.



Na stronie 9 autorka podaje, ze.."krysztaty hydroksyapatytu s3 wydzielane przez
wypustke Tomes’a jednego, centralnego ameloblastu”... . Stwierdzenie to btednie nasuwa
przypuszczenie, ze caly krysztal jest wydzielany przez komérke do przestrzeni
zewnatrzkomérkowej, podczas gdy komérka szkliwotwoércza - ameloblast transportuje do
przestrzeni zewngtrzkomérkowej jony, ktére nastepnie ulegajg precypitacji, dochodzi do
nukleacji krysztatu, a nastepnie jego wzrostu. W opisie odontogenezy na stronie 16 Doktorantka
wymienia, iz ..."Rozwiniety narzad szkliwotworczy zbudowany jest z nabtonka zewnetrznego,
nabtonka wewnetrznego narzadu szkliwotwérczego, miazgi oraz komoérek nabtonka
wewnetrznego bocznej czesci narzadu szkliwotworczego”... Ten ostatni twér jako taki nie jest
czgScig sktadowgq narzadu szkliwotwérczego. Dodatkowa skladowa jest natomiast czesé
komérek ztozonych z okoto 4-warstw tworzacych tzw. warstwe posrednig odpowiedzialng za
odzywianie komérek nabtonka wewnetrznego narzadu szkliwotwérczego. Komérki, o ktérych
pisze Doktorantka sg szybko dzielacymi sie komérkami nabtonka wewnetrznego narzadu
szkliwotwérczego odpowiedzialnymi za formowanie ostatecznego ksztattu przysztej korony
zgba. Na stronie 18 oraz 28 wstepu istnieje niesp6jnoéé danych polegajaca na podaniu
informacji, iz w fazie sekrecji..."poczatkowa zawarto$¢ mineratéw wynosi 15%”, podczas gdy na
stronie 28 Doktorantka opisujac poczatki formowania krysztatéw hydroksyapatytéw (majace
miejsce praktycznie réwnoczesnie z wydzieleniem organicznej macierzy) stwierdza, ze
... powstaje szkliwo zawierajgce 30% substancji nieorganicznych”. Te ostatnig informacje uznaje
si¢ obecnie za prawidtowa gdyz w przeciwieristwie do mineralizacji zebiny, mineralizacja
szkliwa rozpoczyna si¢ praktycznie w tym samym czasie kiedy do przestrzeni
zewnatrzkomoérkowej ameloblasta zostajg wydzielone biatka strukturalne szkliwa.

Na stronie 22 istnieje btedna informacja iz biatka DSPP i SIBLING dziatajg jako czasteczki
sygnatowe, podczas gdy biatka z rodziny SIBLING (DSPP réwniez nalezy do tej rodziny) sa
biatkami strukturalnymi biorgcymi aktywny udziat w budowie macierzy organicznej koéci i
zebiny. Na stronie 24 Doktorantka stwierdza... ,Biatko to (ameloblastyna przyp. recenzenta) w
dalszym przebiegu amelogenezy, przytacza si¢ do ameloblasta, utrzymujac sekrecyjny fenotyp
komérki i jej podziaty”. Ameloblastyna jest biatkiem macierzy zewngtrzkomérkowej, a nie
biatkiem cyklu komérkowego wiec nie moze odpowiada¢ za podziaty ameloblasta. Na stronie 25
w opisie enamelizyny zakradto si¢ przektamanie w stwierdzeniu, ze jest to metaloproteinaza
odpowiedzialna za rozwoéj wszystkich biatek szkliwa. MMP-20 jest enzymem degradujacym
(rozktadajacym) biatko wiec korzystniej bytoby uzy¢ stwierdzenia, ze MMP-20 odpowiada za
modyfikacje potranslacyjne lub po prostu rozktad biatek strukturalnych macierzy
zewngtrzkomoérkowej szkliwa.

Btedy zawiera podrozdziat 1.2.5 omawiajacy czynniki genetyczne wplywajace na rozwéj
szkliwa. W pierwszym zdaniu Autorka stwierdza, ze tworzenie szkliwa jest kontrolowane
genetycznie i jest zakodowane w genach i DNA; i kolejno, ze geny nie moga kodowa¢ mineratu, w
zwiazku z tym DNA koduje RNA, a ten koduje biatka (str. 30 wers 5-7). Stwierdzenia powyzsze
sugerujg, iz geny i DNA to odrebne struktury kodujace, podczas gdy gen jest fragmentem DNA
odpowiedzialnym za kodowanie konkretnego biatka, gdyz 99,9% kodujgcego genomowego DNA
koduje biatka. Wyjasni¢ nalezy réwniez, ze przepisywanie informacji genetycznej kazdorazowo
odbywa sie poprzez transkrypcje DNA na RNA i kolejno translacje RNA na biatka. Caly proces
dotyczy ekspresji wszystkich 25 tysigcy genéw ulegajacych transkrypcji w ludzkim genomie.
Dodatkowo, informacja genetyczna przekazywana do biatek sygnalizacyjnych, transferowych,
biatek kodujacych kanaty wapniowe, biatek transportujacych jony itp. sprawia, ze sktadowe



niezbedne do budowy szkliwa, w tym jony tworzace hydroksyapatyt $q transportowane przez
ameloblast do przestrzeni pozakomérkowej, a sterowane przez biatka macierzy, formuja
wiadciwg strukture szkliwa, W tym samym podrozdziale zawarto informacje, iz gen kodujacy
amelogenine jest zlokalizowany na chromosomie X, W gruncie rzeczy gen kodujacy amelogenine
jest zlokalizowany zaréwno na chromosomie X jak i Y i jest wykorzystywany w medycynie
sadowej do oznaczania pochodzenia probek biologicznych, gdyz obydwie sekwencje roznig sie
ilosciag kodonéw. Na stronie 31 zmodyfikowa¢ nalezatoby sformutowanie »8en autosomalny
recesywny” gdyz jest to rodzaj skrétu myslowego. Gen jest dziedziczony zawsze od rodzica, bez
wzgledu jaka informacje genetyczng przenosi, natomiast fenotyp wynikajacy z kodowanej
informacji moze by¢ dziedziczony w sposéb autosomalny recesywny badz dominujacy.

Doktorantka nie ustrzegta sie btedéw dotyczacych genu DSPP kodujacego biatko
sialofosforowe zebiny (str.31 ostatni akapit). Gen DSPP zlokalizowany jest na dtugim ramieniu
chromosomu 4q21 i koduje jedno biatko DSPP, ktére ulega podziatowi na DSP oraz DPP. W
tekscie btednie podano informacje, ze DSP jest produkowana w zebinie i cienkiej warstwie
szkliwa, gdyz biatko DSP nie moze by¢ biosyntetyzowane oddzielnie od DPP. Dodatkowo na
nastgpnej stronie stwierdzono, ze DSP powoduje wzrost twardoéci szkliwa, podczas gdy
nadmierna ekspresja DPP powoduje powstanie szkliwa wadliwego. Biatko DSPP jest
syntetyzowane gtéwnie w zebinie, w stezeniu 400 krotnie wyzszym niz w innych tkankach.
Dopiero w wyniku modyfikacji potranslacyjnych ulega podziatowi na DSP, ktére jest biatkiem
hamujacym proces mineralizacji oraz DPP ktére odpowiada za nukleacje i mineralizacje
krysztatéw hydroksyapatytu zgbiny (badania Boskey et all). Stad, nie jest mozliwe stymulowanie
mineralizacji przez DSP. Jednoczeénie pozycja piSmiennictwa nr 199 Cytowana w tym miejscu
przez Doktorantke jako tekst zrédtowy nie omawia wynikéw badan nad DSPP, a badania nad
odpornoscig szkliwa na pekanie powstajgce w wyniku naciskéw na szkliwo w réznych osiach.

W rozdziale Materiat i Metody autorka wyczerpujaco opisata stosowana procedure
analityczng tacznie z podaniem normy zawierajgcej zalecenia dotyczace sposobu preparacji oraz
przechowywania zebdw. Eksperyment przeprowadzono na 15 ludzkich zebach siecznych
gornych pozyskanych z banku zebéw, co eliminowato koniecznogé uzyskania zgody stosownej
Komisji Bioetyki. W ww rozdziale Doktorantka zawarta informacje o odlegtosciach szlifu
poszczegblnych warstw w zaleznoéci od przebiegu linii Retziusa (str. 37), jednak nie okreélita w
jaki sposéb oznaczata ilogé kolejnych linii. Nalezatoby zaznaczy¢ czy usredniano dobowg iloé¢
odktadanego szkliwa, a tym samym ilos¢ linii w kontekscie pobierania prébek co 150um, czy tez
kolejne linie liczono obserwujac obraz pod duzym powiekszeniem.

Wyniki uzyskane z przeprowadzonych do$wiadczenn wraz z analizg statystyczng
doktorantka opisata na 31 stronach. Wyniki te sa uzupetnione 10 rycinami i 20 tabelami. Jest to
imponujacy materiat. Otrzymane rezultaty s przedstawione czytelnie, a analize statystyczng
przeprowadzono na reprezentatywnym materiale, wykorzystujac metody stosowne do
osiagnietych wynikéw badan i liczebnoéci poréwnywanych grup. Drobna uwaga recenzenta
dotyczy jedynie faktu, iz ze wzgledu na wysokie wartosci odchylenia standardowego,
przekraczajace w niektérych grupach wartosci $redniej (tabela 2, 3, 4), bardziej czytelne bytoby
podanie warto$ci mediany i/lub przy prébie 15 sktadowych w grupie pokazanie wykresu w
postaci punktéw ukazujgcych rozktad wynikéw jednostkowych. Pozyskane prze Doktorantke
wyniki wykazaty, iz najnizsze stezenie wapnia, magnezu, cynku oraz miedzi wystepowato w
najbardziej powierzchownej warstwie szkliwa. Najwigksze stezenie wapnia i magnezu
odnotowano odpowiednio na gtebokosci 750-900 pm oraz 900-1050 nm. Natomiast, stezenie



cynku i miedzi rosto do najwyzszej wartosci odpowiednio w warstwie 150-300 um oraz 450-
600 um. Taki rozktad stezen badanych mineratéw skutkowal, iz najnizsza wzajemna proporcja
pomiedzy wapniem a magnezem, wapniem a cynkiem oraz wapniem a miedzig wystapita w
warstwie na gtebokosci 450-600 Hm. Odnotowano réwniez gwattowne wzrosty proporgcji
magnezu do cynku oraz magnezu do miedzi odpowiednio w warstwach 750-900 um oraz 900-
1050 pm. Wnikliwa analiza statystyczna wykazala istotne statystycznie réznice stezen wapnia
oraz cynku pomiedzy kolejnymi badanymi warstwami oraz zalezno$¢ pomiedzy zawartoscia
wapnia i magnezu w kolejnych warstwach na gtebokosciach 150 - 900 Hm. Stwierdzono réwniez
korelacje pomiedzy zawartosScig wapnia i cynku w warstwie na gtebokosci 150-300 pm.
Korelacje wartoéci magnezu w kolejnych badanych warstwach wystapity jedynie w ptytkich
warstwach szkliwa (150-600 um), natomiast korelacje magnezu do cynku dotyczyty warstw
150-300 pm, 450-600 pm oraz 900-1050 pm. Jedyna stwierdzong korelacja stezen miedzi
wykazano w relacji miedzi do cynku i dotyczyta ona warstwa 150-300 um, 450-600 um oraz
600-750 um. Ze wzgledéw edytorskich nalezatoby usung¢ podrozdziaty 5.2.2.2,, 5.2.3.2,, 5233,

5.2.4.2. 5.2.43. oraz 5.24.4. gdyz stanowig one odwrécona relacje podrozdziatéw 2212,
5.2.1.3,5.2.2.3,5.2.1.4, 5.2.2.4. oraz 5.2.34.

W rozdziale Dyskusja na 16 stronach tekstu przedstawiona jest szczegbétowa analiza
otrzymanych wynikéw. Doktorantka omawia kolejno znaczenie badanych mineratéw dla
budowy zdrowego szkliwa oraz potencjalne konsekwencje kliniczne zmian w ich stezeniu dla
rozwoju oraz dojrzewania szkliwa, a takze przemian metabolicznych zachodzacych w trakcie
procesu amelogenezy. Ponadto Doktorantka metodycznie analizuje wptyw zmian w zawartosci
poszczegblnych mineratéw na powstawanie szkliwa wadliwego, ulegajgcego szybkiemu
$cieraniu, co wymusza nie tylko koniecznosé interwencji lekarskiej, niejednokrotnie w postaci
rozlegtego leczenia protetycznego odbudowujgcego utracone twarde tkanki zeba, ale moze
réwniez skutkowaé powstaniem zaburzeri czynnos$ciowych catego uktadu stomatognatycznego.
Doktorantka umiejetnie dyskutuje z innymi autorami wyniki swoich badan wskazujgc na te
zgodne z wynikami uzyskanymi we wiasnych eksperymentach, jak réwniez odmienne od
dotychczas opisanych. W przypadku wynikéw rozbieznych, Doktorantka podejmuje prébe
wyjasnienia przyczyn, dla ktérych wyniki rézng sig, wykazujgc przy tym rozwage wynikajaca
niewatpliwie z bardzo znaczacej wiedzy jaka Doktorantka posiadta w trakcie wykonywania
doswiadczen jak réwniez zaznajamiania sie z dostepna literatura.

Prace wienczy sze$¢ wnioskéw, ktére doktorantka sformutowata na podstawie analizy
uzyskanych wynikéw. Obserwacje te odpowiadajg celom pracy. Z ostroznoscig nalezy podej$¢ do
interpretacji wniosku pigtego w zakresie stwierdzenia, ze w okresie poerupcyjnym istnieje
wymiana jonowa na granicy szkliwno-zgbinowej. Natomiast wniosek sz6sty ..”wyznaczone
zawarto$ci badanych pierwiastkéw oraz ich wzajemne proporcje tworza norme $wiadczacy o
prawidtowym przebiegu procesu mineralizacji i dojrzewania szkliwa w okresie
przederupcyjnym” nie wyptywa z zatozen i celu pracy i powinien by¢ traktowany z duza
ostroznoscia gdyz przyjeto sie, iz tzw. norme fizjologiczng mozna okresla¢ po przebadaniu 1000
lub wiecej prébek.

W catosci prace lekarz dentysty Elzbiety Klimuszko oceniam bardzo pozytywnie. Od
strony edytorskiej praca zostata wykonana bardzo starannie. Uwazam, zZe otrzymane przez
Doktorantke wyniki w istotny Sposob przyczynia sie do lepszego zrozumienia mechanizméw
powstania zdrowego szkliwa o wtasciwym sktadzie procentowym. Stanowig one oryginalny
wklad do wiedzy na temat sktadu i wzajemnych proporcji mineratéow budulcowych



(wapnia i magnezu) oraz mikroelementéw (cynku i miedzi) tworzacych zdrowe szkliwo, a
takze ich wzajemnych relacji w poszczegblnych warstwach szkliwa, co przyczynia sie
rowniez do pogiebienia wiedzy na temat etapowego przebiegu procesu amelogenezy.
Chce zaznaczy¢, ze przedstawione w mojej ocenie uwagi i zauwazone btedy dotycza gtéwnie
czesci opisowej dysertacji i w niczym nie umniejszaja wysokiej wartoéci merytorycznej
ocenianej pracy. Pozwala mi to z pelnym przekonaniem wystapi¢ do Wysokiej Rady
Wydzialu Lekarskiego z Oddziatem Stomatologii i Oddziatem Nauczania w Jezyku
Angielskim Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku z wniosKkiem o dopuszczenie lekarz
dentyste Elzbiete Klimuszko do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Gdarisk, dn. 10-04-2016r.
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