Recenzja

rozprawy na stopien doktora w dziedzinie nauk medycznych w dyscyplinie medycyna
lek. Oresta Szczygielskiego ,,Poziom wybranych metaloproteinaz oraz ich inhibitoréw w

Slinie 0s6b z rozszczepem szczeki”

Rozszczep wargi i/lub podniebienia jest jedng z najczesciej wystepujacych na swiecie
wad wrodzonych, glowy i szyi, dotykajaca okoto 1 na 700 zywych urodzen w ciagu roku.
Obecnie wiemy, ze pojawiajg si¢ on najczesciej na skutek zaburzefi embriogenezy miedzy 4.
— 7. oraz 5. — 12. tygodniem cigzy. W piémjennictwie znajdujemy licznie publikowane
badania kliniczne wskazujace, iz powstawanie rozszczepéw podniebienia pierwotnego i
wtornego jest uwarunkowane genetycznie. Dotychczasowe badania pozwolily na
zidentyfikowanie kilku genéw, ktére moga odgrywal znaczgcg role w przypadku
rozszczepéw jamy ustnej. Sposrod nich szczegdlne znaczenie przypisywano: MSX1, IRF6,
FOXEI1, MAFB, WNT3, WNT9B, CRISPLD2, FGFR1, FGF8, BMP4 i region chromosomu
8q24. Ponadto sugerowano istotng rol¢ w przypadku innych genéw np. TGF-B3, TGF-a,
MMP-3, VAX1, ABCA4, AXIN2. Dodatkowo stwierdza si¢, iz rozszczepy jamy ustnej sa
wywolane przez wiele czynnikéw, w tym sSrodowiskowych, ktére powodujg zmiany w
specyficznych bialkach sygnalowych i tym samym indukujg rozszczep wargi i/lub
podniebienia.

W badaniach opartych na poszukiwaniu genéw aktyWnych W czasie tworzenia struktur
twarzoczaszki, szczegblng uwage zwraca si¢ na geny kodujgce skladniki macierzy
zewngtrzkomoérkowej. Dotyczy to zar6wno czynnikéw wzrostu, ich receptoréw, czynnikéw
transkrypcyjnych, bialek strukturalnych oraz enzyméw, wplywajacych na ich aktywnosé,
czyli MMPs i ich tkankowych inhibitor6w. Badania wykazaly, iz MMP-2 i MMP-3
odgrywajg istotng rol¢ w rozwoju podniebienia. W przypadku zaktécenia réwnowagi miedzy
MMPs a TIMPs moze wystapi¢ proces rozszczepu wargi i/lub podniebienia. Dodatkowo,
badania pokazujg, iz przebudowa tkanek przy udziale MMPs 6dgrywa wazng role w péznych
stadiach formowania wargi i podniebienia, zas§ MMPs, razem z ich endogennymi inhibitorami
TIMPs, s3 rzadko wykrywane w zdrowych tkankach. Ich ekspresja wzrasta w czasie
fizjologicznego lub patologicznego remodelingu tkanek przy udziale czasteczek sygnatowych,
ktore sg zdolne do zmiany ekspresji genéw. W swietle przedstawionych faktéw podjecie
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oraz ich inhibitor6w w $linie 0séb z rozszczepem szczeki jako tematu rozprawy doktorskiej
uwazam za aktualne i celowe. Decydujg o tym zaréwno wartosci praktyczne, jak i aspgkty
poznawcze, a badanie wpisuje si¢ w nurt zywych dyskusji, toczgcych si¢ na ten temat w
piSmiennictwie.

Uklad liczacej 88 stron druku komputerowego pracy, podzielony na rozdzialy zawiera
6 tabel, 22 ryciny i 122 pozycje piSmiennictwa i jest typowy dla prac doktorskich. Dysertacja
Pana Oresta Szczygielskiego ma swiamq szat¢ edycyjng, jest napisana czytelnym,
przejrzystym jezykiem ulatwiajacym czytelnikowi jej lekture.

W rozdziale ,,Wstep” Pan Orest Szczygielski w sposOb przejrzysty zestawit
etiopatogenez¢ wad rozszczepowych szczegblowo opisujac ich rodzaje, wystepowanie i
etiologié. Nastgpnie wychodzac od charakterystyki ogdlnej $liny opisal jg jako materiat
diagnostyczny, podkreslajac latwe i nieinwazyjne pobieranie i fakt iz metaloproteinazy
macierzy zewnatrzkomorkowej moga réwniez. byé wykrywane w tym materiale
biologicznym. Kolejno, w sposob logicznie ulozony, zestawil charakterystyke i podziat
metaloproteinaz macierzy zewnatrzkomorkowej, skupiajagc uwage na budowie strukturalnej
MMPs, regulacji aktywnosci metaloproteinaz oraz znaczeniu MMP-3 i MMP-9 w chorobach

twarzoczaszki.

Przedstawione we ,Wstepie” dane uzasadniajg ceiowoéc’ podjecia si¢ przez
Doktoranta badan, a zastosowanie materialu diagnostycznego zasluguje na uznanie ze
wzgledu na malg czasochlonnos¢ i latwosé pozyskania go do S$ledzenia oceny
przydatnosci diagnostycznej MMP-3, MMP-9 i TIP-3 u pacjent6w z rozszczepem wargi
i/lub podniebienia, sugerujac, ze enzymy te moga odgrywa¢ rol¢ w patogenezie tego
schorzenia. Wartos¢ tej czgsci rozprawy doktorskiej a tym samym przygotowanie teoretyczne

Doktoranta Pana Oresta Szczygielskiego oceniam bardzo dobrze.

Doktorant w rozdziale ,,Cel pracy” za cel gléwny rozprawy postawil oznaczenie
stezenia metaloproteinazy MMP-3 i MMP-9 oraz tkankowego inhibitora metaloproteinaz —
TIMP-3 — w §linie pacjentéw dotknietych rozszczepem wargi i / lub szczeki. Zdefiniowat tez
prawidlowo dwa szczegblowe cele pracy. Pierwszy to ocena st¢zenia metaloproteazy MMP-3
i MMP-9 i ich inhibitora TIMP-3 w $linie 0s6b z rozszczepami twarzoczaszki w poréwnaniu
ze stezeniem tych MMPs i inhibitora u pacjentéw zoperowanych z powodu wady
- rozszczepowej jak i u os6b bez wady rozszczepowej. Drugi to ocena wspétwystepowania

MMP-3, MMP-9 i TIMP-3 z rozszczepem twarzoczaszki okre§lona poprzez wyliczenie
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czutosci i swoistosci diagnostycznej, dodatniej i ujemnej wartosci predykcyjnej (PPV, NPV)
oraz mocy diagnostycznej testu, poprzez analiz¢ pola powierzchni pod krzywag ROC (AUC}.
Podkreslam: praca doktorska zostala logicznie zaplanowana, a jej cele okreslono jasno i

precyzyjnie.

W rozdziale ,,Material i metody” Pan Orest Szczygielski zestawil dane, tagcznie 120
wlaczonych do badania oséb, podzielonych na trzy grupy. Pierwsza grupg¢ stanowilo 40
pacjentdw z rozszczepem twarzoczaszki -leczonych w Klinice Leczenia Wad Twarzoczaszki
Formmed (Babice Nowe kolo Warszawy, kierownik prof. dr hab. n. med. Zofia Dudkiewicz).
Do drugiej grupy zakwalifikowano 40 pacjentow ktorzy przeszli z sukcesem operacje z
powodu rozszczepu wargi i / lub podniebienia. Grupa kontrolna skladala si¢ z 40 0s6b bez
rozszczepu twarzoczaszki. Sredni wiek badanych wynosit 8,5 roku, zwraca tu uwage fakt, ze
zakres jest bardzo szeroki: 0,9 - 20 lat, brak tez danych w jakim czasie wykonano
prezentowane w pracy badania oraz czy grupy pierwsza i druga (calkowicie lub nie)
nachodzily na siebie. Niestety w przekazanej mi do zrecenzowania rozprawie nie
umieszczono informacji o uzyskaniu zgody lokalnej Komisji Bioetycznej na prowadzenie
badan. Nie znalazlam tez informacji o kryteriach wilaczajacych i wylaczajacych oraz
uzyskaniu pisemnej zgody pacjentow, rodzicow lub opiekunéw prawnych na
przeprowadzenie badan. Postuluj¢ uzupekni¢ te informacje przy przygotowywaniu publikacji
do druku.

W omawianym rozdziale w sposob szczegétowy opisano ﬁatomiast proces pobierania i
przechowywania materialu diagnostycznego — $liny oraz oznaczenie metaloproteinaz (MMP-
3, MMP-9) oraz inhibitora TIMP-3, metodg immunoenzymatyczng (ELISA automatyczny
czytnik plytek FL 600 firmy BIO-TEK) z wykorzystaniem odczynnikéw firmy R&D
Systems. Wybrana do pracy metoda ELISA jest powszechnie stosowana i charakteryzuje si¢

wysokg czutoscig i swoistoscig.

Analiza statystyczna zostala przeprowadzona prawidlowo 2z zastosowaniem
nowoczesnych, adekwatnych metod. Uzyto program STATISTICA 10.0, a poniewaz wstgpna
analiza wynikow badan (test chi-kwadrat) wykazala, ze rozklad stezen analizowanych
parametrow nie byt zgodny z rozkladem normalnym, to do analizy statystycznej roznic
pomigdzy pacjentami z rozszczepami wafgi i/lub podniebienia a grupg kontrolng zastosowano
nieparametryczny test U-Manna-Whitneya oraz test Wilcoxona. Analogicznie jak w
* przypadku innych prac naukowych w doktoracie Pana Oresta Szczygielskiego wyniki uznano

za istotne statystycznie na poziomie istotnosci p<0.05.




Rozdzial ,,Wyniki” rozpoczyna tabelarycznie zestawiona ocena stezenia MMP-3,
MMP-9 oraz TIMP-3 u pacjentéw z rozszczepami wargi i/lub podniebienia oraz osob
zdrowych. Przeprowadzona analiza wskazuje Ze, u 0s6b ktore cierpialy na rozszczep i sg juz
po operacji, warto§¢ MMP-3 spada o blisko 2/3 w stosunku do wartosci u osdb, ktdre jeszcze
nie przeszly operacji (znamiennos$¢ statystyczna p< 0,001). Ponadto u os6b zdrowych, ktére
nigdy nie cierpialy na rozszczep, wartosci MMP-3 sg bardzo zblizone do poziomu
obserwowanego u chorych leczonych. -Obserwacja ta ma wazne implikacje praktyczne.
Stwierdzono, ze w przypadku oséb chorych na rozszczepienie wargi szczeki/podniebienia,
ktorzy jeszcze nie byli operowani wartosci MMP-9 s3 prawie takie same jak u pacjentow u
ktérych wykonana zostala operacja naprawcza (brak znamiennosci statystycznej pomiedzy
grupami). Warto podkreslié, ze osoby zdrowe, ktére nigdy nie cierpialy z powodu
rozszczepienia majg wartosci o okoto 30-40% wyzsze od 0séb z rozszczepami (znamienno$é
statystyczna p<0,001). Jeszcze inaczej przedstawia si¢ sytuacja w przypadku TIMP-3.
Pacjenci, ktorzy byli operowani maja poziom TIMP-3 nieznacznie wyzszy w stosunku do
poziomu obserwowanego u 0s6b z rozszczepem, ktore jeszcze nie przeszly operacji (brak
znamiennosci statystycznej). Dzigki czytelnym rycinom Doktorant pokazat, ze poziom TIMP-
3 u pacjentéw po operacji jest taki sam jak u osOb zdrowych, ktére nigdy nie miaty

rozszczepu.

Nastgpnie w sposob przejrzysty — graficznie — Pan Orest Szczygielski przedstawia
ocen¢ wspolwystgpowania MMP-3, MMP-9 oraz TIMP-3 z rozszczepieniem poprzez
wyliczenie czutosci i swoistosci diagnostycznej, dodatniej i ujemne; wartosci predykcyjnej
(PPV, NPV) oraz mocy diagnostycznej testu, poprzez analize¢ pola powierzchni pod krzywa
ROC (AUC). Wiele wynikéw wyjasnia analizowane zaleznosci, ale jest tez inspirujacych do
dalszych badan. Zwraca wage solidny, oparty na gruntownych podstawach klinicznych
warsztat pracy, co jest z pewnoscia zastlugg Doktoranta, ale wynika tez z osoby Promotora.
Moim zdaniem wyniki badan s3 udokumentowane wlasciwie, za pomoca czytelnych
rycin oraz tabel. Szczegélowo i punkt po punkcie w pracy zbadano wszystkie zaleznoSci
uzyskane w materiale badanym w poszczegélnych grupaci; oraz poddano je prawidlowo

analizie statystycznej.

Dopelnieniem calosci czgéci teoretycznej i analiz statystycznych jest interpretacja oraz

dyskusja uzyskanych przez Doktoranta Pana Oresta Szczygielskiego rezultatéw badan

* wiasnych. Rozdziat ,,Dyskusja” rozprawy stanowi probke wnikliwosci badawczej Doktoranta

jego kompetencji naukowych i klinicznych, umieje¢tnosci analitycznych, jego wiedzy,
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swobody w ocenianiu i rozumieniu probleméw zwigzanych z realizowanym tematem
badawczym doktoratu. W Swietle zawartych w rozdziale tresci Autor jawi si¢ nie tylko
jako badacz rzetelny, lecz takze dokladny i kompetentny. Uwazam, ze dyskusja jest
rzeczowa i prowadzona na odpowiednim poziomie. Z pracy wynikajg trzy logiczne

wyprowadzone wnioski:

1. Leczenie chirurgiczne przywracajace poprawne stosunki anatomiczne powoduje ze
wartosci MMP-3 osiggaja taki sam poziom jak u 0s6b zdrowych. Ten fakt dowodzi ze

MMP3 bierze w udziat patogenezie rozszczepéw wargi i/lub podniebienia.

2. Wyniki tej pracy wskazuja takze na zwigzek pomi¢dzy st¢zeniem MMP-9 i
rozszczepem wargi i/lub szczgki i podniebienia sugerujac, ze moze odgrywaé role w

pafologii tego schorzenia.

3. TIMP-3 nie wykazuje odchylen od poziomu obecnego u 0séb zdrowych i nie ulega
zmianie po leczeniu chirurgicznym, tym samym wydaje si¢ nie bra¢ udziatu w patologii

r0ZSZCZEepOw.

Rozdzial ,PiSmiennictwo” zawiera 122 prawidlowo dobranych i wykorzystanych
pozycji literaturowych. W dysertacji Doktorant Pan Orest Szczygielski wykorzystal
réznorodne zrédla bibliograficzne dotyczgce obszaru wiedzy medycznej i nauk o
zdrowiu wymagajace duzego nakladu pracy i zaangazowania przy opracowaniu
zagadnienia. Nalezy podkreslic wlasciwy dobdr pisSmiennictwa (w wiekszosci — 96% —
angielskojezycznego) oraz jego umiej¢tne przytaczanie i interpretowanie. Przy przygotowaniu
pracy do publikacji nalezato by jednak je uaktualnié. Na 122 cytowane pbzycje 13 jest z
ostatnich 5 lat (2019 trzy pozycje, 2018 jedna, 2017 trzy pozycje, 2016 pie¢ pozycji, 2015
jedna).

Za najcenniejsze w recenzowanej pracy, uwazam podjecie ciekawego, nadal zbyt mato
jeszcze poznanego tematu rozszczepu wargi i/lub podniebienia wywolujacego zaréwno
konsekwencje medyczne, psychologiczne, socjologiczne jak i ekonomiczne. W
podsumowaniu uwazam, ze Doktorant wywigzal si¢ ze swojego zadania szczegétowo
charakteryzujac grupe metaloproteazy MMP-3 i MMP-9 i ich inhibitora TIMP-3 w §linie 0s6b
z rozszczepami twarzoczaszki. Szczegblng uwage poswiegcit pacjentom z rozszczepem
szczgki, wadzie wrodzonej u dzieci, przekladajacej si¢ na rozwoj fizyczny, psychiczny i
spoleczny. Podkre§lam: rozszczep wargi i/lub podniebienia jest jedng z najci¢zszych wad

rozwojowych charakteryzujacg si¢ tym, zZe jej leczenie jest wieloetapowe i wieloletnie, a
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stygmat w zakresie wygladu twarzy lub zaburzenia mowy cze¢sto pozostaja na zawsze,
mimo dlugotrwalego i zlozonego leczenia chirurgicznego, ortodontycznego, czy
stosowania terapii mowy. W przedstawionej do recenzji pracy Pan Orest Szczygielski
wykazal umiej¢tnos¢ wlasciwego podejscia i analizy problemu klinicznego oraz

samodzielnego jego rozwigzania, a takze niezb¢dng dojrzatos¢ i krytycyzm naukowy.

Rozprawa doktorska nie jest wolna od pewnych uchybien, np. wykaz uzywanych
skr6tow jest niekompletny i nie jest utozony alfabetycznie. Niewielkie drobne bledy, glownie
interpunkcyjne (np. kropki na koncu tytutu rozdziatlu str. 42, czy podrozdziatu str. 27, 49),
edytorskie (np. brak justowania str. 42) i literowe nie umniejszajg wartos$ci pracy. Jestem
przekonana, ze po uzupelnieniu opisu materialu i metody, odpowiednim podzieleniu i
opracowaniu redakcyjnym oraz uaktualnieniu pi$miennictwa, wyniki zostang szybko
przedstawione w renomowanych czasopismach naukowych, stanowigc istotny wkilad w
rozwdj nauki.

Rozprawa Pana lek. Oresta Szczygielskiego budzi zainteresowanie, co wynika z
aktualnosci omawianej tematyki, jak i znaczenia klinicznego. Podsumowujac stwierdzam, ze
przedstawiona mi do recenzji dysertacja lek. Oresta Szczygielskiego spelnia warunki
stawiane pracom na stopien doktora okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca
2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopmiach i tytule w
zakresie sztuki (tj. Dz. U. z 2017 r., poz. 1789). Upowaznia mnie to do przedstawienia

Kolegium Wydzialu Nauk o Zdrowiu Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku wniosku o
dopuszczenie kandydata do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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