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Rozprawy doktorskiej lek.dent. Joanny Toczewskiej pt. ,Wybrane parametry antyoksydacyjne u
pacjentow z zapaleniami przyzebia” z Katedry Periodontologii Uniwersytetu Medycznego we
Wroctawiu

Choroba przyzebia w swojej zaawansowane] formie dotyczy ponad 740 milionéw o0séb na
catym Swiecie. Istotg choroby jest niszczenie tkanek utrzymujgcych zab w zebodole. Wedtug
wspodfczesnej wiedzy proces ten jest przede wszystkim zalezny od nieswoistej komponenty
odpowiedzi zapalnej, ktdra jest reakcjg gospodarza na obecnosé w kieszonce przyzebnej
dysbiotycznej mikroflory. Komponenta ta jest warunkowana funkcjg dwéch rodzajéw komérek.
Pierwszym typem sa makrofagi, przejawiajace nieswoistg fagocytoze i zdolne do prezentacji
antygenu, co inicjuje komponente swoista odpowiedzi zapalnej. Istotniejsza rola w patomechanizmie
zapalenia przyzebia przypada jednakze granulocytom obojetnochtonnym — neutrofilom. Komorki te
po migracji w kierunku ogniska zakazenia dokonujg degranulacji ziarnistosci lizosomalnych,
zawierajacych przede wszystkim enzymy proteolityczne i oksydazy. Pierwsza grupa enzymow
prowadzi do degradacji tkanki tgcznej, druga — do powstania wolnych rodnikéw tlenowych. Rodniki
te, krotkoterminowo dziatajac korzystnie, przy przewlektej obecnosci w tkance nasilaja procesy
degradacyjne. Zjawisko przewlektej obecnosci wolnych rodnikéw tlenowych i nasilajacej sie
niezdolnosci organizmu do ich skutecznego usuwania nazywane jest stresem oksydacyjnym. Z tego
powodu jedng z istotnych sktadowych strategii leczenia przyzebia jest stosowanie antyoksydantow,
miedzy innymi w diecie. Z powyzszych powoddéw uznaje temat pracy lek. dent. Joanny Toczewskiej
jako uzasadniony naukowo, a rowniez niezwykle istotny dla wspotczesnej periodontologii klinicznej.

Przedstawiona do recenzji praca doktorska stanowi samodzielng 307-stronicowa dysertacje z
podziatem na wstep, cele pracy, materiat, metodyke, wyniki badan, dyskusje, wnioski w jezyku
polskim i angielskim, pi$miennictwo, tabele i ryciny, oraz streszczenie w jezyku polskim i angielskim.

Wstep stanowi interesujgce podsumowanie wspofczesnej wiedzy periodontologicznej i
wykazanie celowosci przeprowadzanego badania. Doktorantka umiejetnie przedstawita zagadnienie
zapalenia przyzebia i towarzyszacej mu reakcji immunologicznej. Za cenny i interesujgcy uwazam
wywod Doktorantki szczegétowo opisujgcy nowe zrozumienie patomechanizmu choroby przyzebia
jako efektu dysbiozy. Za réwnie interesujgce i inspirujgce naukowo uwazam omdéwienie wptywu
stresu oksydacyjnego na przebieg stanu zapalnego, choréb sercowo-naczyniowych,
neurodegeneracyjnych i autoimmunologicznych, a takze choroby nowotworowej. W moim
subiektywnym odczuciu przy omawianiu wptywu zapalenia przyzebia na zaburzenia poznawcze
istotnym wktadem bytoby uzupetnienie wstepu omdwieniem najnowszych, tegorocznych badan
autoréw nowozelandzkich i polskich dotyczacych wptywu P.gingivalis na chorobe Alzheimera. Zdaje
sobie jednakze sprawe z procesu powstawania pracy doktorskiej i majac na uwadze fakt, ze sg to
najnowsze doniesienia, nie traktuje braku tego oméwienia jako niedociagniecia. Tym bardziej ze
Doktorantka wyczerpujgco omdwita to zagadnienie w dyskusji, bazujgc na wezesniejszych
doniesieniach.

Wstep nie jest pozbawiony niewielkich btedéw lub niescistosci merytorycznych. Nie dotyczg one
istoty rozprawy i nie wptywajg na jej ocene, uwazam jednak, ze ich korekta poprawi jakos¢ i tak
znakomitego opracowania:

- na stronie 9 Doktorantka opisujac | stadium zapalenia przyzebia pisze: ,(...) pojawia w odpowiedzi
na utrzymujace sie zapalenie dzigset i dysbioze biofilmu. (...)” — zdanie jest prawdziwe, cho¢ w
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kontekécie dalszego opisu kolejnych stadiéw moze sugerowaé, ze one z kolei nie sg efektem dysbiozy
—co nie jest prawda. By¢ moze warto bytoby dodaé jedno zdanie opisujace charakter zapalenia

przyzebia ogdlnie, a potem przy | stadium dodaé, ze jest to najmniej zaawansowana, poczatkowa
forma zapalenia.

- Stosunkowo duzym ogdélnym btedem merytorycznym jest wadliwie objasniona na stronie 9 réznica
miedzy stadium Il i IV zapalenia przyzebia. W zadnym z cytowanych przez Doktorantke dokumentéw
#rédtowych (Papapanou i wsp., Tonetti i wsp.) nie ma mowy o parametrze gtebokosci kieszonki jako
kryterium rozréznienia miedzy tymi dwoma stadiami choroby.

Zdaje sobie sprawe z faktu, ze przy tak obszernym opracowaniu pomytki redaktorskie sa nie do
unikniecia. Jednoczeénie generalnie uwazam, ze ich obecnos¢ nie wptywa na odbiér merytoryczny
pracy, pozwalam sobie wiec wykaz znalezionych btedéw umiesci¢ w zatgczniku do niniejszej recenzji.
Do niektérych chciatbym jednak doda¢ komentarz sie w tym miejscu.

- Generalna uwaga do wykazu skrétéw — znakomita wiekszo$¢ uzytych skrétéw to akronimy
pochodzenia angielskiego. Jakkolwiek wiec rozumiem intencje Doktorantki objasnienia skrétow
powszechnie stosowanych w periodontologii, mysle ze ich angielskie rozwiniecie mozna pomingc.

- Objasniony na stronie 7 skrét PMN oczywiécie przettumaczony jest prawidtowo, jednakze doktadne
tlumaczenie niewiele wnosi do zrozumienia, co byé¢ moze jest wing rozbieznosci w nomenklaturze
histologicznej i immunologicznej. W praktyce periodontologicznej PMN to neutrofile, co zreszta
stusznie zauwaza Doktorantka na stronie 15. Oczywiscie eozynofile i bazofile réwniez zalicza sig do
PMN, ale ich obecno$é w tkankach przyzebia jest incydentalna.

Dziewie¢ celéw pracy zostato przez Doktorantke sformutowane w sposéb prawidtowy. Dotycza one
aktywnosci oksydacyjnej i antyoksydacyjnej w tkance przyzebia i $linie. Obejmujg pomiar ekspresji
antyoksydantéw, zbadanie aktywnosci oksydantéw i antyoksydantéw, oszacowanie kompleksowej
aktywnosci antyoksydacyjnej ptynu dzigstowego i sliny, zbadanie wptywu stresu oksydacyjnego na
proteiny i lipidy, takie ewaluacje parametréw stresu oksydacyjnego najsilniej korelujgcych ze stanem
klinicznym i mogacych stuzyé jako markery prognostyczne. Jako drobne niedociagnigcie traktujg
wspomnienie w tym miejscu po raz pierwszy o dysmutazie ponadtlenkowej 1. Wczedniej, na stronie
26 wstepu, Doktorantka wspomina o istnieniu trzech izoform enzymu, jednakze uzywa tam jedynie
skrétow.

Badaniem objeto 90 os6b, z czego 60 0sdb zostato podzielonych na dwie podgrupy — zaleznie od
zaawansowania destrukcji tkanek przyzebia (36 0s6b z mniej zaawansowanym stanem zapalnym 24 z
bardziej zaawansowanym), a 30 0séb stanowito grupe kontrolng. Moje uznanie budzi zastosowanie
prawidtowych, $cistych kryteriéw wigczenia i wytaczenia, umozliwiajgce wiarygodng oceng
uzyskanych wynikéw przy minimalizacji zaburzen wynikajacych z niepozadanych interakeji. W
metodyce pojawia sie po raz kolejny btad dotyczacy réznic pomiedzy stadiami choroby. W oczywisty
sposdb wynika on z konsekwencji Autorki dysertacji. Jak juz napisatem wczeéniej, btad ten nie
wptywa na méj odbiér merytoryczny pracy jako catosci, gdyz Autorka ma prawo zastosowac takie
kryteria podziatu grup pod wzgledem obrazu klinicznego, jakie uznaje za zasadne. Zastosowany
podziat na grupe | zapalenia przyzebia (Izejszy przebieg procesu chorobowego) i grupe Il zapalenia
przyzebia (cieiszy przebieg procesu chorobowego) nie budzi moich zastrzezen, jest uzasadniony
klinicznie i w mojej ocenie nie wptywa na generalng interpretacje wynikdw. Badanie kliniczne zostato
przeprowadzone z uzyciem standardéw powszechnie przyjetych w periodontologii, nie mam
wiekszych zastrzezer do zastosowanych parametréw oceny stanu przyzebia. Sugerowatbym, aby
wprowadzié wiekszy porzadek przy omawianiu parametréw klinicznych. Doktorantka wspomina o
o$miu parametrach klinicznych. Po doktadniejszym wczytaniu sie mozna sig zorientowac, o jakie
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parametry konkretnie chodzi. Jednakze wiekszg przejrzystos¢ osiggnieto by wymieniajac wspomniane
osiem parametréw, a dopiero potem podajac parametry wtérne wyliczane na podstawie PD i CAL
(tym bardziej, ze dalej w wynikach pojawiaja sie parametry nie wyszczegélnione w tym miejscu).

Za godne pochwaly uwazam zastosowanie najnowszej klasyfikacji chordb przyzebia, zwtaszcza majac
na uwadze fakt, ze jej kryteria do dzi$ sg przedmiotem dyskusji (czego przejawem sa moje marginalne
uwagi do przyjetego przez Doktorantke podziatu. Seminarium Polskiego Towarzystwa
Periodontologicznego poswiecone wytgcznie nowej klasyfikacji odbyto sig 22 listopada 2019 roku).

Metodyka badan laboratoryjnych nie budzi zastrzezen. Analizie poddano aktywnos¢ oksydazy
NADPH, enzyméw antyoksydacyjnych (peroksydazy $linowej, katalazy, dysmutazy ponadtlenkowej-1 i
reduktazy glutationowej) i aktywno$¢ antyoksydantéw nieenzymatycznych (zredukowanego
glutationu, kwasu moczowego i polifenoli). Zbadano réwniez catkowity potencjat antyoksydacyjny,
catkowity potencjat oksydacyjny (na ich podstawie wyliczano indeks stresu oksydacyjnego) i zdoIno$¢
redukowania jonéw zelaza. Oznaczono takze zawarto$é AGE, stezenie koricowych produktéw
oksydacji biatek, stezenie dialdehydu malonowego, zawartosé¢ modyfikowanych glikooksydacyjnie
aminokwaséw, zawartoéé beta-amyloidu, stezenie tlenku azotu, S-nitrozotioli, nadtlenoazotynu i
biatka catkowitego. W sumie u kazdego pacjenta oceniano 15 zmiennych klinicznych, 5 zmiennych
dodatkowych, 6 zmiennych genetycznych i 72 zmiennych biochemicznych. Moja jedyna uwaga do
metodyki - na stronie 43, w opisie badar biochemicznych Doktorantka (stusznie) zaznacza, ze
wszystkie oznaczenia biochemiczne (jezeli nie podano inaczej) wykonano w prébach podwdjnych i
wystandaryzowano na mg biatka catkowitego. Dodawanie tego opisu przy poszczegéinych
oksydantach i antyoksydantach (z wytaczeniem polifenoli, pomiaru catkowitego potencjatu
antyoksydacyjnego/oksydacyjnego i pomiaru zdolnosci redukowania jonéw zelaza) jest wg mnie
zbednym powtdrzeniem.

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona prawidfowo, z wykorzystaniem adekwatnych
testow nieparametrycznych i parametrycznych. Interpretacja wynikdw nie budzi zastrzezer. Na
wyréznienie zastuguje zastosowanie analizy wariancji, umozliwiajacej badanie obserwacji zaleznej
wieloczynnikowo (choroba przyzebia z pewnoscia sig do nich zalicza) i modelu regresji logistycznej,
umozliwiajacego (w odrdznieniu od regresji liniowej) wiarygodng ocene wptywu konkretnego
czynnika na zmienng zaleing, jaka w przypadku badania jest stan kliniczny przyzebia.

Uzyskane przez Doktorantke wyniki badaf umozliwity ocene parametréw biochemicznych i
ich wptyw na parametry kliniczne w wyodrebnionych grupach. Stwierdzono znamiennie wyzsze
stezenie tlenku azotu w §linie stymulowanej i niestymulowanej (bez réznic w GCF) migdzy grupami
badanymi a grupa kontrolna. Interesujace i zaskakujace dla mnie byto zaobserwowanie zmiennosci
stezerh enzyméw antyoksydacyjnych. Stwierdzono znamiennie nizsze stezenie oksydazy NADPH w
$linie stymulowanej oséb chorych, przy odwrotnych wynikach dla $liny niestymulowanej i GCF.
Réwnie zaskakujace byto stwierdzenie dokfadnie odwrotnego wzorca stezeri przy analizie oksydazy
glutationowej — wyisze w §linie stymulowanej, a nizsze w niestymulowanej i GCF. Stezenie katalazy
byto z kolei znaczgco wyisze w GCF, a nizsze w $linie stymulowanej i niestymulowanej 0oséb chorych.
Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej-1 byta znaczaco nizsza u 0séb chorych w kazdym z badanych
$rodowisk. Stezenie reduktazy glutationowej byto nizsze w $linie niestymulowanej, wyzsze w GCF, a
w $linie stymulowanej pozostawato na zblizonym poziomie. Stezenia wszystkich antyoksydantéw
nieenzymatycznych byty znaczaco nizsze we wszystkich badaniach.

Zaobserwowano wyisze stezenia dialdehydu malonowego, dityrozyny i nadtlenoazotynu.
Zawartosci beta-amyloidu i S-nitrozotioli byty wyzsze w $linie, a poréwnywalne w GCF. Zawartos¢
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AGE, koicowych produktéw oksydacji biatek i tryptofanu byta wyzsza u 0séb chorych zaréwno w
Slinie, jak i w ptynie dzigstowym.

Zaréwno zawarto$é N-formylokininureniny, jak i kininureniny byta wyzsza u oséb chorych w $linie
niestymulowanej i GCF, w $linie stymulowanej pozostawata na niezmienionym poziomie.

W $linie stymulowanej, niestymulowanej i ptynie dzigstowym u 0séb chorych catkowity
potencjat oksydacyjny i indeks stresu oksydacyjnego byty znaczaco wyisze, a catkowity potencjat
antyoksydacyjny - znaczaco nizszy. Zdolno$é redukowania jonéw zelaza w §linie oséb chorych byta
znamiennie nizsza, w GCF rdznica nie byta znamienna.

Ekspresja enzymow i biatek antyoksydacyjnych byta nizsza w dzigsle, a wyzsza w §linie 0s6b chorych
w poréwnaniu z grupg kontrolng (z wytgczeniem dysmutazy ponadtlenkowej, w przypadku ktorej w
$linie nie zaobserwowano réznic).

Analiza korelacyjna przyniosta szereg obserwacji statystycznych przydatnych do dalszej interpretacji
klinicznej. Moje uznanie budzi ilo$¢ pracy analitycznej przeprowadzonej przez Doktorantke. Analizie
korelacyjnej poddane zostaty nie tylko parametry kliniczne z biochemicznymi, ale réwniez parametry
biochemiczne. Ogétem praca doktorska lek. dent. Joanny Toczewskiej zawiera 74 tabele oraz 42
ryciny.

Analizujgc wyniki dopatrzytem sie dwéch niescistosci. Doktorantka wspomina na stronie 67 bo
parametrze klinicznym ,,ilo$¢ miejsc z CAL >= 3mm na powierzchniach miedzystycznych”. O
parametrze tym nie wspomniata wczesniej przy omawianiu metodyki badan. Na stronie 68
Doktorantka wspomina o korelacji pomiedzy stezeniem koricowych produktéw oksydacji biatek, a
obcigzeniem genetycznym zapaleniem przyzebia. Nie wspomniano w metodyce, w jaki sposdb
oceniano obcigzenie genetyczne.

W dyskusji Doktorantka doktadnie omawia wyniki badan wtasnych, grupujac je w siedem
podrozdziatéw. Zaleta tej czeéci pracy jest wnikliwe omdwienie poszczegdinych zagadnien, potaczone
ze skrupulatnym cytowaniem i dyskutowaniem doniesieri o podobnej tematyce z literatury
$wiatowej. Piémiennictwo pracy doktorskiej obejmuje 299 pozycji, w tym najnowsze doniesienia z
omawianej dziedziny. Uwagi Doktorantki cechuja sie duzg wnikliwoscia, odnosza sie bezposrednio do
tematu biezacej dyskusji i $wiadcza o biegtoéci w pracy naukowej. Przychylam sie do wnioskowanego
w dyskusji przez Doktorantke wiaczenia suplementacji antyoksydacyjnej do protokotéw leczenia
periodontologicznego, co wiecej, uwazam za celowe ich stosowanie rowniez w profilaktyce
pierwszorzedowe].

Whioski stanowig logiczng konsekwencje przedstawionych wynikéw i w petni odpowiadaja
celom pracy. Zaobserwowano obnizenie tkankowej ekspresji mRNA enzyméw antyoksydacyjnych,
nasilenie aktywnosci czynnikéw i wyktadnikéw prooksydacyjnych, oraz obnizenie aktywnosci
enzymoéw antyoksydacyjnych w ptynie dzigstowym i §linie. Stwierdzono réwniez obnizenie catkowite;
zdolnosci antyoksydacyjnej. Stres oksydacyjny wptywat zaréwno na lipidy, jak i proteiny. W modelu
regresji logistycznej stwierdzono silny zwigzek miedzy prawdopodobieristwem rozpoznania zapalenia
przyzebia, a stezeniem tlenku azotu w $linie niestymulowanej, ekspresja mRNA tioredoksyny w Slinie,
oraz wzrostem aktywnosci reduktazy glutationowej w ptynie dzigstowym. Rozréznieniu pomigdzy

lzejszym a ciezszym przebiegiem choroby przyzebia odpowiadato stezenie zredukowanego glutationu
w ptynie dzigstowym.
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Podsumowujac stwierdzam, ze rozprawa doktorska lek. dent. Joanny Toczewskiej wpisuje sig W
aktualny nurt badan nad patomechanizmem zapalenia przyzgbia. Nowatorskie wyniki pracy
doktorskiej wskazujg na potencjat stosowania markerow reakcji redoks w diagnostyce zapalenia
przyzebia, zaréwno w ptynie dzigstowym, jak i w $linie.

Prace doktorska lek. dent. Joanny Toczewskiej oceniam pozytywnie. Rozprawa doktorska spetnia
warunki okreélone 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, 2 péin.zm.).
Jednoczesnie ze wzgledu na walory poznawcze i aspekt praktyczny ocenianej rozprawy doktorskiej
zwracam sie do Wysokiej Rady o jej wyréznienie.

Warszawa, dn. 04.12.2019

Dr hab.n.med. Jan Kowalski

KOWALSKI
ogid ogolna
jodontolog

isddskiego 2/4



