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OCENA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ
mgr Malgorzaty Lacznej pt. ,,Rola czynnikéw zapalnych w patogenezie reumatoidalnego
zapalenia stawow”
wykonanej pod opieka naukowa prof. dra hab. n. med. Andrzeja Pawlika

Reumatoidalne zapalenie stawoéw (RZS) to przewlekta choroba autoimmunizacyjna zwigzana
z procesem zapalnym w obregbie blony maziowej stawdw, ktéry prowadzi do stopniowej
destrukcji tkanek stawowych i postepujacej niepetnosprawnosci pacjentow. Co wiecej,
choroba ma charakter uogoélniony, zatem u wigkszosci pacjentéw rozwijaja sic objawy
pozastawowe i powiklania ukladowe. Epidemiologia wskazuje, ze RZS dotyka ok. 1%
populacji $wiatowej, 3-krotnie czedciej kobiet niz mezczyzn. Mimo licznych badan,
patomechanizm choroby nie jest w pelni wyjasniony, przy czym postuluje sie udziat
czynnikébw  zwigzanych z mechanizmami odpornosci, a takze genetycznych
i sSrodowiskowych. Z uwagi na powyzsze, kluczowe pozostaje podejmowanie badan majacych
na celu identyfikacj¢ nowych markerow choroby (genetycznych, biochemicznych,
odpornosciowych), czy tez wyjasnienie mechanizméw rozwoju i podtrzymywania stanu
zapalnego. Ich wyniki moga przyczyni¢ sie¢ do optymalizacji procesu diagnozowania,
zwlaszcza we wezesnej, skapoobjawowej, fazie choroby oraz ustalenia skutecznych metod
leczenia RZS. Przedstawiona do oceny praca wpisuje si¢ w niniejsze potrzeby, a Doktorantka
podjeta si¢ ambitnego zadania ustalenie roli czynnikoéw zapalnych w rozwoju RZS. Po
wstepnej selekeji, do dalszych analiz Doktorantka wybrata czasteczke adiponektyny (ADPN),
argumentujac to niejednoznacznag rola ADPN w rozwoju stanu zapalnego i niejasny jej udzial
w patogenezie choroby.

Mgr Malgorzata Laczna przygotowata dysertacje nt. ,,Rola czynnikéw zapalnych

w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawow”. Tu nasuwa mi si¢ jedynie drobna



sugestia, ze tytul/temat pracy nie powinien by¢ az tak szeroko okreslony, a precyzyjniej
wskazywaé na zakres badan. Niemniej jednak, cato$¢ pracy stanowi logiczne i spdjne
opracowanie, ktére wnosi oryginalne i kompleksowe podejscie do badan nad czynnikami
zapalnymi w patogenezie RZS.

Rozprawa doktorska mgr Matgorzaty Lacznej liczy 101 stron, zawiera czytelnie
przygotowane 11 tabel i 16 rycin, ktére wlasciwie uzupehiaja informacje tekstowe. Uklad
formalny pracy jest poprawny a jej struktura jest logiczna i przejrzysta. Zgodnie z typowym
ukladem prac empirycznych, dysertacja zawiera charakterystyczne dla rozpraw doktorskich
rozdzialy tj. Wstep, Cele pracy, Materialy i metody, Wyniki, Dyskusja, Wnioski. Poza nimi,
w strukturze pracy znajduja sig¢ spisy (tresci, tabel, rycin), wykazy (piSmiennictwa, skrotow)
oraz streszczenia (w jezyku polskim i jezyku angielskim). Autorka przygotowata rozprawe
w oparciu o imponujacg liczbe 177 pozycji pismiennictwa — w znakomitej wigkszosci sg to
artykuly opublikowane w migdzynarodowych czasopismach w ciggu ostatnich 15 lat.
Wykorzystane pozycje zostaly poprawnie dobrane i stanowig aktualny przeglad prac
zwigzanych z tematyka dysertacji.

Wstep pracy stanowi obszerne i kompetentne omoéwienie istoty reumatoidalnego
zapalenia stawow. Autorka przedstawila etiopatogeneze choroby, w tym poszczegdlne
czynniki ryzyka, epidemiologig, objawy kliniczne oraz diagnozowanie i leczenie RZS. Wstep
pracy wprowadza czytelnika w skomplikowang materi¢ zaburzen prowadzacych do rozwoju
RZS. Wyrdznia go wysoka jako$¢ doboru i przedstawienia tresci, co podkresla wiasciwe
przygotowanie i stosowne kompetencje Doktorantki. Rozdzial konczy krotki podrozdziat
1.2. Przestanki do podjecia pracy, w ktorym Autorka wyjasnita motywacje do podjecia badan
nad wyjasnieniem roli adiponektyny w patogenezie RZS.

Doktorantka za cel badan obrata oceng¢ roli wybranych czynnikéw prozapalnych
w patogenezie RZS. Z uwagi na ostateczny wybdr do dalszych badan adiponektyny, Autorka
okreslila 5 szczegotowych celow badawezych:

1. Oceng stezenia ADPN w osoczu oraz jej ekspresji na poziomie mRNA w szpiku
kostnym, blonie maziowej i ciele ttuszczowym Hoffy chorych na RZS.

2. Badanie korelacji migedzy ekspresja ADPN w tkankach oraz jej stezenia w osoczu ze
stezeniami wybranych mediatoréw prozapalnych bioragcych udzial w patogenezie

RZS,

3. Badanie wplywu mediatorow stanu zapalnego LPS i TNFa na ekspresje ADPN

w ludzkich synowiocytach o fenotypie fibroblastéw (hFLS).



4. Ocene wplywu ADPN na ekspresje mRNA IL-6 w komorkach hFLS, kluczowej
cytokiny zaangazowanej w patogeneze RZS.

5. Badanie ekspresji receptoréw adiponektyny (AdipoR1 i AdipoR2) na poziomie
mRNA oraz ocena lokalizacji ADPN i jej receptorbw za pomocg analizy
immunohistochemicznej w btonie maziowe] oraz ciele thuszczowym Hoffy chorych na
RZS.

Gléwny cel pracy i cele szczegolowe zostaly okreslone jasno i precyzyjnie oraz sg realne do
osiggnigcia.

Badania zostaly przeprowadzone na grupie 17 pacjentow z reumatoidalnym
zapaleniem stawow, 25 pacjentéw z chorobg zwyrodnieniowg stawow (stanowig oni grupe
kontrolng) oraz 30 zdrowych osobach (tylko do badan z wykorzystaniem osocza). Materialem
do badan byly tkanki stawowe 1 szpik kostny pozyskane w czasie operacji
endoprotezoplastyki oraz osocze. Badanie uzyskalo zgode Komisji Bioetycznej Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szezecinie (KB-0012/39/17). Dodatkowo, w  pracy
wykorzystano badania in vitro na kulturze tkankowej — ludzkie synowiocyty o fenotypie
fibroblastow. Imponujacy jest zakres metod badawczych wykorzystywanych przez
Doktorantke, ktory obejmuje badanie poziomu mRNA (qPCR), takze w kulturach in vitro po
stymulacji, pomiar stezenia cytokin iadiponektyny (technologia mikrokulek - Luminex),
lokalizacja adiponektyny i jej receptoréw (immunohistochemia). Badania eksperymentalne
dopetnia szeroko zakrojona analiza statystyczna, w tym dotyczgca ciekawych analiz korelacji
pomiedzy stezeniem adiponektyny i prozapalnych cytokin. Dobdr metod, ich opis oraz
adekwatnos¢ ich zastosowania do postawionych celow nie budzg zadnych zastrzezen. Drobna
uwaga dotyczy braku wskazania oprogramowania do analiz statystycznych.

Uzyskane rezultaty zostaly przedstawione czytelnie i rzeczowo w formie opisowe]
oraz wykresow lub tabel. Calo$¢ rozdziatu Wyniki zostala podzielona na 8 podrozdziatow,
opisujacych poszczegdlne etapy analiz. Pierwszy z nim dotyczy oceny ekspresji wybranych
mediatorow stanu zapalnego (TNF, IL-1B, IL-6, IL-1783, IL-20, IL-23 1 adiponektyny)
w szpiku i tkankach stawowych pacjentéw z RZS. Na podstawie tych wynikéw, Autorka
podjeta decyzje o dalszych badaniach nad czasteczka adiponektyny.

Kolejne podrozdziaty dotycza okreslenia poziomu adiponektyny w osoczu 3 badanych
grup, korelacji miedzy stezeniem adiponektyny (odpowiednio w osoczu, szpiku kostnym,
blonie maziowej i ciele thuszczowym Hoffy) i cytokin prozapalnych, oceny poziomu ekspresji
receptoréw adiponektyny w tkankach stawowych, lokalizacji adiponektyny 1 jej receptoréw
(AdipoR1 i AdipoR2) w tkankach stawowych, skutkéw stymulacji ludzkich synowiocytow
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o fenotypie fibroblastow mediatorami stanu zapalnego oraz oceny wplywu adiponektyny na
ekspresjc mRNA dla IL-6 w tych komorkach. Uzyskane rezultaty wskazuja na:

1. wyzszy poziom ekspresji genu kodujacego adiponektyng w blonie maziowej i ciele
thuszczowym Hoffy u pacjentdéw z RZS w poroéwnaniu z chorymi na ChZS.

2. brak istotnych statystycznie réznic w ekspresji genu kodujacego adiponektyne w
szpiku kostnym oraz w jej stezeniu w osoczu mig¢dzy grupami badanymi.

3. brak istotnych korelacji miedzy stezeniem i ekspresja adiponektyny w tkankach
i osoczowym stezeniem wybranych mediatorow o charakterze prozapalnym.

4. brak istotnych statystycznie roznic w ekspresji na poziomie mRNA receptorow
adiponektynowych (AdipoR1 1 AdipoR2) w tkankach stawowych pomigdzy
pacjentami z RZS i ChZS.

5. nadekspresje w blonie maziowej stawu adiponektyny i jej receptoréw na poziomie
bialka w grupie RZS w stosunku do grupy ChZS. W ciele tluszczowym Hoffy
obserwacja ta dotyczy jedynie AdipoR2.

6. znaczny wzrost ekspresji mRNA adiponektyny w ludzkich hFLS po stymulacji TNF
i EPS.

7. wzrost ekspresji 11-6 w ludzkich hFLS po stymulacja adiponektyng lub adiponektyna

w obecnosci LPS.

Dyskusja pracy to 11-stronicowe opracowanie, ktore dowodzi szerokiej i rzetelnej
wiedzy Autorki obejmujgcej poruszane zagadnienia. Dyskusje rozpoczyna podsumowanie
wynikéw badan wiasnych, dalej Doktorantka prowadzi spdjng analizg otrzymanych
rezultatow i zgrabng prébe ich interpretacji na podstawie dostepnych danych literaturowych.
Konstrukcja Dyskusji  potwierdza umiejetnoéci Autorki w zakresie wykorzystania
piSmiennictwa i krytycznego rozpatrywania zawartych tam danych na potrzeby interpretacji
i analizy witasnych dokonan. Wnioski z badan zostaly zaprezentowane na zakonczenie
dysertacji, w Rozdziale 6. Autorka wysnuta 7 wnioskéw, przy czym 6 pierwszych wynika
bezposrednio z uzyskanych rezultatdw badan eksperymentalnych, a siodmy jest konkluzja, ze
..adiponektyna jest jednym ze skladnikow kaskady zapalnej w przebiegu reumatoidalnego

zapalenia stawdow”.



Prace czytalam ,jednym tchem”, ale w trakcie lektury nasungly mi si¢ pewne pytania
i komentarze, zatem prosze Doktorantke o ustosunkowanie si¢, w czasie publicznej obrony,
do nastgpujacych kwestii:

1. Przez lata choroba zwyrodnieniowa stawoéw uznawala byta za chorobe zwiazang ze
zuzyciem chrzastki stawowej o podlozu mechanicznym. Obecnie, coraz wigcej
doniesienn naukowych wskazuje na znaczny udzial procesu zapalnego i czynnikéow
genetycznych w rozwoju ChZS. Jak moglo to wptyna¢ na uzyskane rezultaty, gdzie
chory na gonartroze stanowili grupe kontrolng dla chorych na RZS — tu prosze
o przytoczenie wynikow dotyczacych stezenia cytokin w osoczu u pacjentéw z ChZS
1 RZS oraz wskazanie czy wystgpowaly roznice w poziomie oznaczanych cytokin. Te
dane sg rowniez interesujgce z uwagi na réznice w obserwowanej korelacji pomiedzy
grupami (Tabele 7 1 8).

2. Okreslajac kryteria wylaczajace z badania zapisala Pani: U o0séb wigczonych do
badania zastosowano nastepujgce kryteria wykluczenia: choroby autoimmunologiczne,
ostre i przewlekle stany zapalne”. A dla mnie, to ,niefortunny” zapis w kontekscie
kwalifikowania do badan pacjentow z chorobg autoimmunizacyjng z przewlekle
toczacym si¢ stanem zapalnym.

3. We wstepie pracy wskazata Pani, ze ,,poziom ADPN u chorych na RZS nie zalezal od
masy ciala, mimo faktu, ze adipokina ta jest produktem wydzielniczym adipocytow.
Podwyzszony poziom ADPN moze byé zwigzany zaréwno z otyloscig, jak i niskg masq
ciala u chorych na RZS.” W tym kontekscie, dopytuje, czy posiada Pani dane oséb
uczestniczacych w badania dotyczace BMI lub masy ciata? Jesli tak, to czy badane
grupy roznity sie pod wzgledem tego parametru? Czgsto pacjenci przed
endoprotezoplastyka sg zobowigzywani przez lekarza do zmniejszenia masy ciata — czy
zna Pani jakie$ doniesienia wskazujagce na zmiany metabolizmu adipocytow, w tym
poziomu ekspresji adiponektyny w czasie stosowania diety redukcyjnej?

4, Tabela 3 — prosze wyjasni¢ rozwigzanie wykorzystane w prezentacji sekwencji
starteréw. Zazwyczaj, dla obu starterow (forward i reverse), podaje si¢ sekwencje od
konca 5’ do konca 3°.

Poza wskazanymi uprzednio komentarzami, przedstawiam drobne uchybienia, ktére
zauwazytam w przygotowanym tekscie:

— str 30. — powinniémy mowi¢ o liczbie a nie iloSci obrzeknigtych stawow (jest to

policzalne);



— str 35. — Krew — probki osocza przechowywano raczej na potrzeby analizy
biochemicznej a nie genetycznej;

— Autorka powinna zachowaé jednolity system wskazywania polimorfizméw
genetycznych (np. dla PTPN22 C1858T, a dla TNFa -489G/A)

— w spisach tabel i rycin zbedne sa legendy (np. Panel A.....) — wystarczylo podaé same
tytuly;

— jedng z cytokin powinni$my okresla¢ mianem TNF a nie TNFq;

nieliczne btedy literowe i interpunkcyjne.

Niemniej jednak, calo$¢ pracy zostala przygotowana z niezwykla jakoscia. Czyta si¢ ja
z ogromng przyjemnos$cig, zardwno z uwagi na zawarto$¢ merytoryczng, jak roéwniez
ogromng dbato$¢ Autorki o strone jezykowa, redakcyjna i edycyjna.

Kilka powyzej wskazanych kwestii poddaje pod dyskusje, natomiast drobne
uchybienia w zadne] mierze nie umniejszajg jakosci dysertacji, ktérg oceniam niezwykle
wysoko. Praca jest poprawna pod wzgledem merytorycznym 1 stanowi oryginalne
rozwigzanie zatozonego problemu badawczego. Doktorantka wykazata si¢ dobrg znajomoscig
literatury przedmiotu oraz konsekwencjg w realizacji zadania badawczego. Pozyskane dane sg
bezsprzecznym  uzupelnieniem wiedzy podstawowej w  zakresie etiopatogenezy
reumatoidalnego zapalenia stawow 1 stanowig podstawe do przygotowania rozwigzan

praktycznych zwigzanych z diagnostyka i opracowaniem metod leczenia RZS.

We wniosku koncowym, stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska mgr Matgorzaty Eacznej nt. ,Rola czynnikéw zapalnych w patogenezie
reumatoidalnego zapalenia stawdéw” spelnia wymagania okre$lone w art. 187 Ustawy z dnia
10 lipca 2018 r. — Prawo o Szkolnictwie Wyzszym 1 Nauce (Dz. U. z 2020 r. poz. 85 z pézn.
zm). Wnosze zatem do Wysokiej Rady Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego
Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie o dopuszczenie mgr Malgorzaty Lacznej do
dalszych etapéw postepowania o nadanie stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk
medycznych i nauk o zdrowiu, w dyscyplinie nauki medyczne.

W zwigzku z opublikowaniem wynikéw zawartych w rozprawie doktorskiej
wczasopismie z Listy Filadelfijskiej (J Clin Med. 2022;11(10):2740. doi:
10.3390/jcm11102740) wnosze o przyznanie mgr Matgorzacie L.acznej wyroznienia summa

cum laude zgodnie z przyjetymi w Pomorskim Uniwersytecie Medycznym w Szczecinie
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zasadami.



