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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Natalii Domian
»Ocena komérek blony sluzowej jamy ustnej u pacjentéw z uzupelnieniami
protetycznymi” wykonanej w Zakladzie Histologii i Cytofizjologii
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
pod kierunkiem prof. dr hab. Ireny Kasackiej

Jama ustna jest poczatkowym odcinkiem przewodu pokarmowego, pelni ona wiele
waznych funkcji zwigzanych z pobieraniem, rozdrabnianiem i przygotowaniem pokarméw do
polknigcia. Wykazywane w literaturze powigzania miedzy powaznymi problemami uktadowymi
a zmianami patologicznymi jamy ustnej potwierdzaja, ze jej zdrowie moze mie¢ wplyw na caty
organizm. Prawidlowa czynno$¢ jamy ustnej zalezna jest od wielu czynnikéw, zardéwno
wewnetrznych, jak i zewnetrznych. W zwigzku, migdzy innymi, ze zwigkszaniem sie liczby osob
starszych w populacji, wzrasta liczba pacjentow z czesciowym lub catkowitym brakiem
uzgbienia. Braki w uzebieniu powoduja znaczne uposledzenie funkcji  ukladu
stomatognatycznego, wplywajac na zaburzenia zucia, utrudniajgc poprawng wymowe, zmieniajac
rysy twarzy. Rekonstrukcja i rehabilitacja protetyczna w przypadku czesciowego lub catkowitego
braku uzgbienia ma na celu czynnosciowe i estetyczne odtworzenie brakujgcych zebow. Jedna z
najbardziej powszechnych metod stosowanych w protetyce stomatologicznej sg ruchome protezy
akrylowe.

Kazdy material obcy, wprowadzany do ludzkiego organizmu w celu terapii czy
rehabilitacji, moze spowodowac dziatania niepozadane. Dotyczy to w szczegdlnosci materialow
stomatologicznych czy protetycznych, ktorych dtugotrwaly kontakt z blong $luzowa jamy ustne;j
moze zaburza¢ jej funkcje i prowadzi¢ do powaznych zmian, zaréwno lokalnych, jak i
dotyczgcych calego organizmu. Materialy stosowane do produkcji protez maja dlugotrwaty
kontakt ze $rodowiskiem jamy ustnej, a zatem ich wplyw na kondycje blony sluzowej moze by¢
znaczgcy. Doniesienia wskazujg, ze 20% - 70% pacjentow majacych ruchome protezy
dotknigtych jest stomatopatiami protetycznymi.

Dlatego histopatologiczna ocena komoérek blony $luzowej jamy ustnej u pacjentow
uzytkujacych ruchome czesciowe i catkowite uzupelnienia protetyczne, z wykorzystaniem tatwo
dostgpnego materiatu diagnostycznego, jakim sa komarki nablonka blony $luzowej jamy ustnej
oraz Slina, przeprowadzone w ocenianej Rozprawie mogg pozwoli¢ na lepsze zrozumienie zmian
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zachodzacych w tkankach jamy ustnej wskutek diugotrwatego kontaktu z materiatem, z ktérego
wykonane sg uzupehienia protetyczne.

Przedtozona do recenzji Rozprawa zawarta jest 116 stronach. Na poczatku pracy zostal
umieszezony wykaz stosowanych skrétoéw, z objasnieniami w Jezyku polskim i angielskim.
Rozprawa podzielona zostata na 10 rozdziatéw: wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki,
omowienie wynikow, wnioski, streszczenie pracy w jezyku polskim i angielskim, zalgczniki oraz
pismiennictwo. Podzial pracy na rozdzialy i ich wzajemne proporcje nie budza zastrzezen
recenzenta. Poza tym, ze rozdzial Wstep wydaje sie proporcjonalnie nieco zbyt dlugi w
stosunku do rozdzialu Dyskusja, ale moze to wynika¢ z nowatorskiej tematyki pracy i
niezbyt duzej liczby publikacji, z ktéorymi Autorka moglaby przedyskutowaé uzyskane
przez siebie wyniki.

Na uznanie zastuguje umieszczenie w pracy 13 rycin i 4 tabel oraz 33 fotografii
sporzadzonych profesjonalnie przez Doktorantke.

Rozdziat Wstep liczacy 43 strony, zostal podzielony na 5 podrozdziatow. Kazdy z nich
zostal precyzyjnie zaplanowany.

W pierwszym podrozdziale, podzielonym jeszcze na 3 kolejne, Doktorantka opisata
budoweg oraz funkcje blony $luzowej jamy ustnej oraz czynniki zaréwno miejscowe, jak i
ogolnoustrojowe, wplywajace na stan btony $§luzowej. Niektére z przedstawianych informacji
podsumowata w czytelnych, przejrzystych tabelach.

W drugim podrozdziale Wstepu Doktorantka przedstawita sktad i glowne funkcje $liny,
czynniki regulujace jej wydzielanie oraz stany majace wplyw na zwigkszenie lub zmniejszenie
wydzielania §liny. Opisata takze jej wykorzystanie w diagnostyce podkreslajac, ze materiat
diagnostyczny jakim jest $lina cieszy sie coraz wieksza popularno$cig miedzy innymi ze wzgledu
na dostgpnos¢ i tatwos¢ w pobieraniu, co pozwala na wykrycie w §linie np.: markerow
nowotworowych, wykltadnikéw stanu zapalnego, substancji biologicznie czynnych — hormonow,
lekéw, substancji toksycznych.

W kolejnym, trzecim podrozdziale Wstepu, podzielonym na 5 kolejnych czesci
Doktorantka opisata rézne metody uzupelnien protetycznych, protezy czesciowe 1 calkowite,
stomatopatie protetyczne oraz dzialania niepozadane ruchomych uzupelnien protetycznych.
Podkreslita, ze rozwigzaniem problemu ubytkéw w jamie ustnej sa protezy zebowe, ktére
odtwarzaja funkcjonalnos¢ zucia i poprawiajg samopoczucie pacjenta, jednak problemem moga
by¢ skutki uboczne uzytkowania protez akrylowych, wynikajace z ucisku na btone §luzowa i na
kos¢, co prowadzi do zaniku kosci. Etiologia stomatopatii protetycznych jest zlozona i
wieloczynnikowa. Gloéwnymi czynnikami sprzyjajacymi powstawaniu stomatopatii sg:
niedostateczna higiena protez, kolonizacja protez grzybami drozdzopodobnymi, urazy
mechaniczne, schorzenia ukladowe (cukrzyca), reakcje alergiczne, czynniki chemiczne.

W czwartym podrozdziale Wstepu Doktorantka opisala apoptoze. Podkreglita, ze dla
zachowania homeostazy organizmu bardzo istotna jest kontrola proceséw proliferacji i
zaprogramowanej Smierci komorek (programmed cell death — PCD). Doktorantka podkreslila,
ze oba te zjawiska stanowig podstawowe mechanizmy w procesie adaptacji. Opisala szereg
zmian morfologicznych. charakterystycznych dla komérek umierajacych w wyniku apoptozy.
W dalszej czesci podkreslifa role kaspaz, enzymow proteolitycznych odgrywajacych kluczowa
role¢ w mechanizmie apoptozy. Ze wzgledu na role. jaka petnia w koméree, podzielila je na
inicjatorowe (8, 9, 10) oraz efektorowe (3, 6, 7). Opisata tez udziat kaspaz w procesach,
niezwigzanych z apoptoza, zachodzacych w komérce, takich jak: modulacja odpowiedzi
zapalnej, proces réznicowania i proliferacji.

Dalej, Doktorantka przedstawita informacje co do roli antyapoptotycznej oraz
proapoptotycznej, jakg odgrywa transkrypcyjny czynnik jadrowy xB (nuclear factor - xB).
Wykazano antyapoptyczne dziatanie czynnikéw transkrypcyjnych Rel/NF-kB w wielu rodzajach
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komorek. Najlepiej poznanymi biatkami, ktére podlegaja $cistej kontroli NF-kB sq biatka c-IAP —
komérkowe inhibitory apoptozy. Wykazuja one zdolno$é do hamowania kaspaz efektorowych 3 i
6, jak rowniez blokowania aktywacji prokaspaz 6 i 9. Odgrywajac istotna role w procesach
odpornosciowych oraz zapalnych, poprzez wzmozenie ekspresji gendw  odpowiedzi
immunologicznej, NF-kB wplywa gléwnie na szlak wewnatrzpochodny apoptozy. Zauwazyla
istotny fakt, ze coraz wigcej jest doniesien na temat czynnika NF-kB i jego roli jako inhibitora
badz aktywatora apoptozy, w zaleznosci od typu komorki oraz rodzaju czynnika wywolujgcego
ten rodzaj $mierci komoérki.

W dalszej czgsci Wstepu Doktorantka opisala role biatka p53 w apoptozie. Podkreslita, ze
prawidtowe funkcjonowanie organizmu zalezy od obecnosci skutecznych mechanizméw
regulujacych procesy zyciowe kazdej komoérki do ktérych nalezy biatko p53. Biatko to chroni
przed reprodukcja komérek z uszkodzeniami DNA, poprzez zatrzymanie cyklu komérkowego i
wywotanie aktywacji mechanizméw naprawy komorek/wywotanie $mierci komorki. W procesie
apoptozy biatko p53 zaangazowane jest w aktywacje kaspaz, ktére odpowiedzialne s3 za
degradacje wielu biatek.

W kolejnym, pigtym Wstepu rozdziale Doktorantka opisata czynniki wewnatrz lub
zewnatrzpochodne (fizyczne - wurazy mechaniczne, wysoka lub niska temperatura,
promieniowanie jonizujace, ultradzwicki, pole magnetyczne; chemiczne — kwasy, zasady,
terpentyna, karagenina; biologiczne — bakterie, wirusy, grzyby, pierwotniaki, egzotoksyny,
endotoksyny) wywolujace proces zapalny, ktéry przebiega z zaangazowaniem wielu
mechanizméw fizjologicznych i réznych typéw komérek.

W kolejnym podrozdziale opisata cyklooksygenazy (COX-1 i COX-2). COX-1 bierze udzial
zardwno w utrzymaniu homeostazy organizmu w prawidlowych warunkach, jak i we wczesnych
etapach odczynu zapalnego (0-1 godzina). Z kolei COX-2 jest zaangazowana w pdzniejsze etapy
reakcji zapalnej (> 1 godzina), kiedy dochodzi do rozwoju odpowiedzi immunologiczne;.

W podsumowaniu moge stwierdzié, ze informacje przedstawione we Wstepie pracy
doktorskiej $wiadczg o bardzo dobrej znajomosci aktualnej literatury Swiatowej i duzej
wiedzy Doktorantki dotyczjcej przedmiotu jej zainteresowan badawezych.

Celem, ktéry wyznaczyla sobie Doktorantka w obecnej pracy jest ocena wplywu uzupelnien
protetycznych na blong Sluzowa jamy ustnej w zaleznosci od rodzaju protezy i czasu jej
uzytkowania.

Cel ten realizowata poprzez:

— Oceng - morfologiczng komérek nablonkowych blony $luzowej jamy ustnej
pacjentéw uzytkujacych ruchome uzupetniania protetyczne

— Oceng reakeji immunohistochemicznych w komoérkach blony $luzowej jamy ustne;
z zastosowaniem swoistych przeciwcial wykazujacych kaspaze 3, kaspaze 8,
kaspaz¢ 9, NF-kB, biatko p53

— Oceng ekspresji kaspazy 3, kaspazy 8, kaspazy 9, NF-kB, p53 i COX-2 metoda
Western Blot.

Cele podje¢tych badan zostaly sformulowane jasno i przejrzyscie.

Doktorantka uzyskala na przeprowadzenie badan zgode Komisji Bioetycznej
Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku, (nr zgody: R-1-002/503/2015).

Rozdziat Material i metody zawarto na 7. stronach. Analiza dotyczyla grupy 45
zdrowych os6b w wieku od 42 do 65 lat (24 kobiet i 21 mezczyzn). bedacych pacjentami
Zakladu Chirurgii Stomatologicznej i Zakladu Protetyki Stomatologicznej Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku. Z kazdym pacjentem zostal przeprowadzony dokladny
wywiad. Nastgpnie zostalo przeprowadzone rutynowe badanie stomatologiczne. w
standardowych warunkach. Oceniano: stan i liczbg zgbow, rodzaje wypelnien, stan higieny



Jamy ustnej, stan dzigsel, objawy stanu zapalnego. Do badania zostali zakwalifikowani
pacjenci bez zadnych zmian klinicznych w obrebie blony sluzowej jamy ustnej.
Pacjenci zostali podzieleni na 5 grup w zaleznosci od czasu uzytkowania i rodzaju protezy:
A — grupa kontrolna, 5. ogolnic zdrowych pacjentéw nie uzytkujacych uzupelnien
protetycznych,
B — 10. ogdlnie zdrowych pacjentow uzytkujacych proteze czesciowa krocej niz dwa lata,
C - 10. og6lnie zdrowych pacjentéw uzytkujgcych czgsciows proteze diuzej niz dwa lata,
D — 10. ogdlnie zdrowych pacjentéw uzytkujacych proteze catkowita krocej niz dwa lata,
E —10. ogélnie zdrowych pacjentow uzytkujacych proteze catkowita dhuzej niz dwa lata.
Materiat do badan histologicznych stanowily wymazy z blony §luzowej jamy ustnej majgce;
kontakt z uzupelnieniem protetycznym. Wymazy barwiono metodg May-Griinwalda—
Giemsy. Mikroskopowej ocenie poddano wielko$¢, ksztalt, jadro komérkowe oraz
wybarwienie cytoplazmy komérek nablonkowych blony $luzowej jamy ustnej, poddano je
tez komputerowej analizie morfometrycznej. Przeanalizowano: pole powierzchni komérki
(CA), pole powierzchni jadra komérkowego (NA) i stosunek objetosci jadra do objetosci
cytoplazmy (NA/CA).
Do przeprowadzenia reakcji immunohistochemicznych w komérkach z wymazow, z
jamy ustnej zastosowano odpowiednie przeciwciala (Anti-Caspase-3 antibody, Caspase 8
antibody, Caspase 9 antibody. Anti-NF-kB p65 antibody, Anti-p53 antibody). W prébkach sliny

oznaczono metodg Western Blot ekspresj¢ kaspazy-3, kaspazy-8, kaspazy-9, NF-kB p65, p53,
beta aktyny.

Analizg statystyczng przeprowadzono prawidlowo, przy uzyciu pakietu statystycznego
Statistica wersja 12.5 PL (StatSoft Inc. USA), w oparciu o jednoczynnikowa analize wariancji
(ANOVA) oraz test post-hoc Duncana. Za istotne statystycznie przyjeto rdznice miedzy
Srednimi przy p<0,05. ,

Przy przygotowywaniu pracy do druku mozna byloby zamieécié¢: informacje czy uzyskane
wyniki cechowat rozklad normalny.

Rozdziat Wyniki zostat doktadnie i szczegétowo opracowany przez Doktorantke.

Doktorantka ocenita morfologi¢ komorek nablonkowych biony $luzowej jamy ustnej os6b
ze wszystkich grup. Wykazata, ze obraz komoérek nablonka blony sluzowej pacjentow
uzytkujacych czgdciowe protezy krécej niz dwa lata roznit sig¢ istotnie od obserwowanego u
pacjentow grupy kontrolnej. Réznice morfologiczne dotyczyly zaréwno wielkosci i ksztattu, jak i
barwliwosci cytoplazmy badanych komérek. Niektore komoérki cechowalo zaburzenie stosunku
objetosciowego jadra i cytoplazmy, w innych wystepowaly mate, ciemno wybarwione,
pyknotyczne jadra. Zmiany morfologiczne komérek nablonkowych blony $luzowej jamy ustnej
pacjentéw uzytkujacych uzupelnienia protetyczne czesciowe dluzej niz dwa lata (Grupa C -
proteza czesciowa dluzej niz dwa lata) byly mniej zaznaczone, w poréwnaniu do pacjentow
grupy B (proteza czgsciowa krocej niz dwa lata). Najbardziej nasilone byly zmiany w
morfologii komorek blony $luzowej pacjentow uzytkujacych calkowite uzupelnienia
protetyczne krocej niz dwa lata (grupa D) vs pacjenci pozostalych grup. W obrazie
mikroskopowym obserwowano komérki o bardzo zréznicowanej wielkosci, ksztalcie i
barwliwosci. Wyraznie zaburzony byl stosunek objetosci jadra do objetosci cytoplazmy. Ksztalt i
wielko$¢ jader komérkowych byly zréznicowane. W wymazach z blony §luzowej jamy ustnej
pacjentéw uzytkujgcych calkowite uzupelnienia protetyczne dluzej niz dwa lata obserwowano
mniej nasilone zmiany w obrazie morfologicznym komoérek nabtonkowych vs grupa D (protezy
catkowite krdcej niz dwa lata).



U pacjentéw grupy kontrolnej reakcja immunohistochemiczna nie wykazata kaspazy 3
podczas, gdy u wszystkich pacjentéw uzytkujacych uzupelnienia protetyczne, wynik reakcji
byl pozytywny, z réznym nasileniem w poszczegdlnych grupach badanych. Najsilniejsza
reakcj¢ immunohistochemiczng wykazujgcg kaspaze 3 stwierdzono w komoérkach nablonkowych
pacjentéw uzytkujacych calkowite uzupelnienia protetyczne krocej niz dwa lata. W miare
uptywu czasu uzytkowania uzupelnieni protetycznych, zaréwno czesciowych, jak i catkowitych
intensywno$¢ reakcji byla stabsza. W wymazach z blony §luzowej jamy ustnej pacjentow z grupy
kontrolnej nie stwierdzono immunoekspresji kaspazy 8, natomiast u wszystkich pacjentéw z
pozostatych grup wynik reakcji byl pozytywny. Najsilniejszg reakcje stwierdzono w komdrkach
nablonkowych pacjentéw uzytkujacych czesciowe i catkowite protezy przez okres krétszy niz
dwa lata. Nie stwierdzono dodatniej reakcji immunohistochemicznej wykazujgcej kaspaze 9 w
komérkach nablonkowych pacjentéw z grupy kontrolnej i tylko $ladowa lub ujemng u pacjentow
z innych grup badanych.

Immunoekspresj¢ NF-kB stwierdzono w jadrach komoérkowych i w cytoplazmie komérek
zarbwno w grupie kontrolnej, jak i we wszystkich grupach badanych. Nasilenie reakcji w
komorkach nabtonka blony §luzowej pacjentéw grupy kontrolnej byto bardzo stabe lub $ladowe.
U pacjentéw z uzupetnieniami protetycznymi immunoreaktywnos¢ NF-kB byla zréznicowana, w
zaleznosci od typu uzupelnienia i czasu uzytkowania protezy. Najsilniejsza reakcje stwierdzono
w komoérkach nablonkowych pacjentéw uzytkujacych uzupehnienia protetyczne krécej niz dwa
lata (D,B). U pacjentow z grup C, E reakcja byta silniejsza niz w grupie kontrolnej, jednak
stabsza niz u pacjentéw z grup B,D.

W wymazach z jamy ustnej pacjentdw z grupy kontrolnej nie stwierdzono immunoekspresji
bialka p53. Najbardziej nasilong reakcje wykazujacg biatko p53 stwierdzono w komorkach
nablonkowych pacjentéw uzytkujacych czesciowe i catkowite uzupelnienia protetyczne przez
okres krétszy niz dwa lata, w przypadku dtuzszego niz 2 lata uzytkowania protez wynik reakcji
byl pozytywny, ale o mniejszym nasileniu.

Metodg Western blot wykazano zwigkszong ekspresje kaspazy 3, kaspazy 8, kaspazy 9, NF-
kB i biatka p53 w slinie pacjentdéw z uzupelnieniami protetycznymi (B, C, D, E) vs grupa
kontrolna (A). Najwyzsza ekspresjc kaspazy 3 stwierdzono u pacjentéw z calkowitymi
uzupelnieniami protetycznymi przez okres krétszy niz dwa lata, rowniez w pozostalych grupach
byla istotnie statystycznie wyzsza w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Stwierdzono istotny wzrost
ekspresji kaspazy 8 w grupach pacjentéw C, D i E. Nie stwierdzono istotnie statystycznego
wzrostu ekspresji-kaspazy 9 w zadnej z badanych grup. Najwyiszy poziom ekspresji NF-kB i
biatka p53 stwierdzono w §linie pacjentow uzytkujacych protezy calkowite krocej niz dwa lata.
Nie wykazano wzrostu ekspresji cyklooksygenazy 2 w zadnej z badanych grup.

Sposob prezentacji wynikéw $wiadczy o bardzo dobrym opanowaniu przez Doktorantke
warsztatu metodycznego niezbednego do przygotowania, przedstawienia i interpretacji
uzyskanych wynikow badan.

Rozdzial Dyskusja, liczacy 8 stron, napisany zostal bardzo czytelnie i poprawnie
merytorycznie. Doktorantka poréwnata i umiejetnie przedyskutowata, w nim wyniki uzyskane w
swojej pracy, z uzyskanymi przez innych badaczy.

Przeprowadzona przez Doktorantke analiza uzyskanych wynikow pozwolila na
sformutowanie pigciu Wnioskéw, ktore sg odpowiedzig na postawione cele pracy:

1. Badania wykazaly, ze uzupetnienia protetyczne moga mie¢ wplyw na metabolizm
komorek nablonka jamy ustnej, czego konsekwencjg sa zaobserwowane zmiany w
morfologii komoérek.



2. Wzrost immunoreaktywnosci kaspazy 3, kaspazy 8, NF-xB i biatka p53 w komérkach
nablonka jamy ustnej pacjentéw uzytkujacych protezy SUZETruje WzZmozone procesy
apoptotyczne.

3. Zwickszona ekspresja kaspazy 8 w komérkach nablonka jamy ustnej pacjentow
uzytkujacych uzupelnienia protetyczne, moze wskazywaé na szlak receptorowy
procesu apoptozy.

4. Brak roznic ekspresji COX-2 w $linie badanych pacjentdw moze sugerowaé, ze
apoptoza nie byla inicjowana stanem zapalnym.

5. Nasilenie obserwowanych zmian zalezy od czasu uzytkowania protez.

Wyniki przeprowadzonych badann dostarczaja nowych, wczesniej niepublikowanych
informacji na temat wptywu ruchomych protez zaréwno czgsciowych jak i calkowitych na
kondycj¢ blony sluzowej jamy ustnej. W $wietle powyzszych badaf i konkluzji wazne byloby
przeprowadzenie dalszych badan i zweryfikowanie wplywu, najczesciej stosowanych protez w
celu doktadnego wyjasnienia patomechanizmu zmian zaobserwowanych w nabtonku jamy ustne;.
Wiedza przedstawiona w niniejszej pracy moze stanowié¢ dobry wstep do dalszego badania
wplywu uzupehien protetycznych na srodowisko jamy ustnej.

PiSmiennictwo jest dobrze dobrane i liczy 161 pozycji literatury, gtéwnie anglojezycznej, z
ktorych wigkszos¢ pochodzi z lat 2009-2011 - 73 pozycje (ok. 61%). Zostaly réwniez
zacytowane prace starsze, klasyczne, wazne dla tematyki pracy. Prace sa zacytowane w tekscie
prawidlowo, recenzent nie dopatrzyl si¢ bledéow w przedstawionym spisie literatury. Pod
wzglgdem edytorskim praca zostata przygotowana prawidtowo.

Jako recenzent cheialabym podkreslié duzy wkiad pracy Doktorantki w przygotowanie
niniejszej rozprawy.

W podsumowaniu chciatabym stwierdzi¢, ze praca doktorska mgr Natalii Domian dotyczy
waznego i aktualnego zagadnienia oraz poszerza nasza wiedze w badanym zakresie. Wskazuje na
duzg wiedzg¢ Doktorantki w zakresie przeprowadzonych badan.

Rozprawa spelnia warunki stawiane na stopien naukowy doktora nauk medycznych okreslone
w artykule 13 Ustawy z dnia 14.03.2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o
stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. z 2003r., nr 65, poz.595, Dz.U. z 2005r., nr 164, poz.
1365, Dz. U. z 2011 r. nr 84, poz. 455), dlatego zwracam sie do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Natalii
Domian do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

KIEROWNIK .
Zaktadu Dermatologii Estetycznej
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