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Ocena rozprawy doktorskiej lekarza medycyny Mateusza Zakrzewskiego
p-t. , Wybrane markery stanu zapalnego w S$linie dzieci zakazonych Helicobacter

pylori”.

chkrycie bakterii Helicobacter pylori (H.pylori) i uznanie jej roli w etiopatogenezie
zapalenia btony $luzowej zoladka, choroby wrzodowej, raka czy chloniaka zolgdka w istotny
sposOb zmienito postepowanie diagnostyczne i terapeutyczne w tych chorobach. W 1994 r.
H.pylori zostata uznana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia za czynnik karcinogenny klasy 1.
Rozpowszechnienie H.pylori jest duze, dotyczy zaréwno dzieci, jak i oséb dorostych.
Zakazenie FH.pylori nabywane jest najczgsciej w dziecifistwie droga oralna. H.pylori
charakteryzuje sie duzym zréznicowaniem genetycznym, podatnoscig na mutacje oraz zdolnoscig
do ksztaltowania whasnych mechanizméw unikania sil obronnych w organizmie zakazonym.
Genom jest kluczem do funkcji biologicznych. Przyjmuje si¢, ze zréznicowanie antygenowe
szczepdw H.pylori, moze warunkowaé przebieg kliniczny zakazenia. U wigkszosci dzieci
immunologicznie kompetentnych zakazenie stymuluje powstanie swoistej odpornosci
komérkowej i humoralne;.

Pierwsza linig obrony organizmu przed atakujacymi go ustrojami chorobotwérczymi stanowia
fagocyty. Zdolno$¢ przekraczania przez drobnoustroje bariery tworzonej przez fagocyty moze by¢
jedng z przyczyn przewleklego przebiegu zakazen H.pylori. W organizmie czlowieka
w odpowiedzi na zakazenie wystepuje aktywacja makrofagow, ekspresja antygendéw zgodnosci
tkankowej HLA-DR na komorkach nabtonka, ekspresja receptorow typu Toll dla antygenu
obecnych na powierzchni komérek prezentujgcych antygen, takich jak makrofagi, czy komorki
dendrytyczne. Makrofagi powstale z monocytow zaczynajg proces eliminacji komorek
bakteryjnych w procesie fagocytozy. Komoérka zerna w procesie opsonizacji poprzez odpowiednie
receptory rozpoznaje okre$lone struktury w $cianie bakterii albo rozpoznaje czynniki
oplaszczajace komorke bakteryjng tzw. opsoniny. Najwazniejszymi opsoninami sa przeciwciata
i sktadniki dopetniacza. Do innych czynnikow, ktore optaszczaja mikroorganizmy i speiniaja
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funkcje opsonin naleza; biatko C-reaktywne, biatko wigzace LPS w $cianie bakterii gram
ujemnych i kolektyny. Stwierdzono, ze pateczki H.pylori posiadajg lektynopodobne struktury
powierzchniowe (sialoswoiste hemaglutyniny, biatka wiazace glikozoaminy heparanowe), ktore
sg miejscem kontaktu dla kolektyn/mannozy i predysponujg do procesu lektynofagocytozy .

Pomimo rozwoju silnegd odczynu zapalnego w blonie $§luzowej zasiedlonej przez H.pylori
nie zawsze dochodzi do samoistnej eliminacji bakterii z organizmu gospodarza. Zakazenie
przybiera najczesciej postaé przewlekla, a zapalenie wywotane przez H.pylori utrzymuje sig
latami. Ewolucja zmian w blonie §luzowej od zakazenia cztowieka H.pylori do rozwoju wrzodu
w trwa kilka, a raka czy chloniaka zolgdka nawet dziesigtki lat. Powiklania przewlekltego
zakazenia H.pylori, pod postacig raka czy chloniaka zotadka, dotyczg zwykle populacji ludzi
dorostych.

Przewlekly charakter zakazenia H.pylori oraz odlegle nastgpstwa diugotrwatego zakazenia
u ludzi, pod postacig rozrostu nowotworowego w zotadku, wskazujg na potrzebg prowadzenia
kompleksowych badan nad przebiegiem zakazenia H.pylori, zwkaszcza u dzieci, i opracowania
nieinwazyjnych metod diagnostycznych pozwalajacych na szybka diagnostyke, interwencje
terapeutyczng i monitorowanie przebiegu procesu zakazenia, i odpowiedzi immunologicznej
chorego.

W przedstawionej mi do recenzji pracy Doktorant podjat si¢ oceny stgzenia cytokin
i markeréw stanu zapalnego w $linie dzieci z/lub bez zakazenia H.pylori.

Badaniami objete zostaty dzieci ;

1. z zakazeniem Helicobacter pylori i obecno$cia H.pylori w blonie sluzowej zotgdka,

2. bez zakazenia Helicobacter pylori i obecnosci H.pylori w blonie §luzowej zotadka.

Doktorant z obu w/w grup wyodrebnit dzieci z réznymi objawami klinicznymi i w tych
podgrupach analizowat, poréwnywat odpowiedz immunologiczng gospodarza i markery tej
odpowiedzi w §linie.

Doktorant zatozyl, ze obecno$ci bakterii H.pylori w zotadku gospodarza towarzyszy
reakcja zapalna i odpornosciowa miejscowa, i uogdlniona, ktéra moze determinowac zakazenie,
a takze procesy patologiczne w obrebie blony $luzowej jamy ustnej oraz objawy kliniczne ze
strony organizmu dziecka.

Materiatem badawczym byta $lina dzieci, w ktorej oznaczano stgzenie cytokin (TNF-alfa,
IL-8) i markerow zapalenia, jak; defensyna neutrofilowa 1 (podjednostka dehydrogenazy) ND-1,
bialko czasteczki adhezyjnej sICAM, (Intercellular Adhesion Molecule), kalprotektyna,

metaloptroteinaza 2, metaloproteinaza -9, laktotransferyna TLR-2.



7 ciekawosci badacza zapytam; jaka minimalna ilo§¢ $liny byla wystarczajgca do
wykonania tych wszystkich oznaczen ?

Przedtozona do oceny dysertacja liczy 87 stron tekstu. ilustrowanego 12 rycinami, 23
tabelami. Praca ma typowy ukfad; wstep i dane z pi$miennictwa, zatozenia i cel pracy, materiaty
i metody badawcze, wyniki i oméwienie wynikéw badan, dyskusja, wnioski, streszczenia w jezyku
polskim i angielskim, pi$miennictwo, aneks. Zamieszczony jest réwniez wykaz skrotow
zastosowanych w pracy.

Interesujacy wstep zawarty na 31 stronach stanowi omoéwienie drogi transmisji bakterii
Helicobacter pylori i jej zwiazku z zapaleniem blony $luzowej zotadka, jak rowniez przeglad
wiedzy o H.pylori, jej wirulencji, miejscowym i uogélnionym mechanizmie oddzialywania na
organizm ,gospodarza, metodach diagnostyki zakazenia. Szczeg6towo zostaty rowniez oméwione
predyktory zapalenia w organizmie oraz sktad $liny ludzkiej. Ta czgd¢ przedstawiona zostata
w sposob jasny i klarowny, $wiadczacy o dobrej znajomosci poruszanych przez Doktoranta
zagadnien.

W rozdziale materialy i metody badawcze Doktorant dokonat charakterystyki grupy
badanej z podziatem na analizowane podgrupy, stosowanych metod badawczych oraz analiz
statystycznych.

Badania realizowat w grupie 117 dzieci w wieku od 4,6 do 17.8 lat (sr. 13,3 +/- 3.,4).

Warto$é merytoryczna wykonanych badan nie budzi zastrzezen, podobnie jak zastosowane
metody obliczen statystycznych. Wyniki przeprowadzonych badan immunologicznych zostaly
zaprezentowane i omowione szczegbtowo .

W badaniach Doktordant wykazat;

Objawy kliniczne, jak; béle brzucha, spadek masy ciata, utrata faknienia, czy pokrzywka rownie
czgsto wystepowaly u dzieci z i bez zakazenia H. pylori, natomiast niedokrwisto$¢ czgsciej
u badanych Hpylori(+). (Wskazniki antropometryczne BMI liczbowo w kg/m? byly
porownywalne, aczkolwiek nie zgodzg si¢ z informacja zawartg w metodyce, ze oceny BMI
u dzieci dokonujemy w oparciu o wartosci referencyjne stale a nie porownujemy wartosci
i kanatow centylowych i odchylen standardowych — patrz. siatki OLAF).

- U dzieci H.pylori(+) w poréwnaniu do H.pylori(-) istotne wyzsze stezenia IL-8, defensyny

neutrofilowej ND-1, laktotransferyny i TLR-2 w slinie.
- U dzieci H.pylori(+-) i dzieci H.pylori(-) nie roznily sig istotnie/byly porownywalne stezenia
laktotransferyny, kalprotektyny, MMP-2 i MMP-9 w slinie.
Ponadto Doktorant wykazat korelacj¢ dodatniag pomigdzy stgzeniem w slinie;

- IL-8 a biatkiem czasteczki adhezyjnej SICAM (R = 0,57, p=0,003) u dzieci H.pylori(+),



-ND-1 a MMP-2 (R=0,4, p<0,05) u dzieci H.pylori(+),
- sSICAM a kalprotektyng u wszystkich badanych
-ND-1 a MMP-2 i MM-9 (R=0.4, p<0,05) u dzieci H.pylori(-)
Poréwnania w podgrupach dzieci z objawami klinicznymi H.pylori(+) w poréwnaniu do
H.pylori(-) wykazaly ; .
- u dzieci z bolami brzucha znamiennie wyzsze stezenia IL-8, ND-1, TLR-2 w slinie,
- u dzieci z utratg taknienia i utratg masy ciala znamiennie wyzsze st¢zenia IL-8, TLR-2.

W metodyce badan Doktorant wspominat o ocenie stanu bfony $luzowej jamy ustnej
i uzebienia pacjentéw przez stomatologa —w wynikach brak odniesienia do tego elementu badania,
a przeciez $wiadczy on o miejscowej ekspresji zmian zapalnych i destrukcyjnych.

Dyskusja, w ktorej Doktorant umiejgtnie konfrontuje wyniki wlasne z doniesieniami
z pismiennictwa liczy 9 stron.

Tekst jest napisany poprawnym jezykiem, aczkolwiek Helicobacter pylori pisane jest
prosta czcionka a przeciez nazwg rodzajowg i gatunkowg bakterii piszemy kursywa.

Na podkreslenie zastuguje niezwykle staranne opracowanie pracy i graficzne wynikow.

Prace konczy 6 wnioskow bedacych w wiekszosci podsumowaniem wynikow. Whniosek nr
1 przedstawia wiedzg ogdlnie przyjeta, i powinien zosta¢ pominigty. Pozostate wnioski
sformutowane przez Doktoranta dowodzg stusznosci hipotezy stawianej przed podjeciem badan.

Autor wykorzystal 136 pozycji piSmiennictwa wlasciwe dobranych pod wzgledem
tematycznym co $wiadczy, ze byt dobrze przygotowana teoretycznie do realizacji postawionego
zadania badawczego. Pismiennictwo napisane jest w kolejnosci cytowania, z dobrze przestrzegang
konsekwencja interpunkcyjng i bibliograficzna.

W podsumowaniu pragng stwierdzi¢, ze W przedstawionej mi do recenzji pracy kierunek

zaprogramowanych badan odpowiada w pehi potrzebom poglebiania i aktualizacji wiedzy na
temat patomechanizmoéw procesu zapalnego w zakazeniu Helicobacter pylori i poznawania
modelu odpowiedzi obronnej organizmu na zakazenie tg bakterig.
Program badawczy zaplanowany zostal szczegbtowo, a nastgpnie konsekwentnie realizowany.
Praca jest wartosciowym opracowaniem, ktore wykazato immunoregulatorowy, miejscowy
mechanizm oddziatywania H.pylori na gospodarza juz we wrotach zakazenia jakim jest jama
ustna.

Reasumujgc stwierdzam, ze powierzona mi do oceny rozprawa pt. ,,Wybrane markery
stanu zapalnego w $linie dzieci zakazonych Helicobacter pylori” jest oryginalnym dorobkiem

naukowym Doktoranta i speinia warunki stawiane pracom doktorskim.



Mam zaszczyt przedstawi¢ Wysokiej Radzie Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
wniosek o dopuszczenie lekarza medycyny Mateusza Zakrzewskiego do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Lodz, 12 sierpnia 2021 r. Prof. dr hab. n. med. Leokadia Bgk-Romaniszyn
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