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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Matgorzaty tacznej pt.
»Rola czynnikéw zapalnych w patogenezie reumatoidalnego zapalenia
stawow"

Reumatoidalne zapalenie stawdw (RZS) jest przewlektg, autoimmunologiczng
chorobg zapalng tkanki tacznej. W jej przebiegu dochodzi do nieswoistego zapalenia
btony maziowej wyscielajacej staw, w konsekwencji takie powiekszania sie i
niszczenia przylegajgcych struktur takich jak chrzastki, kosci, wiezadta, $ciegna.
Nieleczony RZS prowadzi do destrukcji stawow i ciezkiej niesprawnosci, a takie do
uszkodzenia wielu narzadéw i w konsekwencji przedwczesnej $mierci chorych.

Pomimo wielu badan nad RZS, przyczyny tej choroby nie sg w petni poznane.
Do rozwoju RZS moze przyczynia¢ sie wiele czynnikdw. Do najwazniejszych z nich
mozna zaliczy¢ czynniki Srodowiskowe, w tym palenie papieroséw, stres, zakazenia
wirusowe i bakteryjne, jak rowniez pte¢ (kobiety chorujg znacznie czeéciej niz
mezczyini), defekty uktadu odpornosci, a takze predyspozycje genetyczne.

Adiponektyna (ADPN) jest biatkiem wydzielniczym komdrek tkanki
ttuszczowej. Gtéwne funkcje ADPN wigzg sie z metabolizmem glukozy i kwasow
ttuszczowych w watrobie i miesniach szkieletowych. ADPN odgrywa réwniez wazina
role w procesach patologicznych poprzez modulowanie uktadu odpornosciowego. W
zwigzku z tym, ADPN jest przedmiotem zainteresowania ze wzgledu na dwojaki
wptyw, jaki wywiera na procesy patologiczne. Przeprowadzone dotad badania
wykazujg bowiem, ze ADPN moze odgrywac role zaréwno przeciw jak i prozapalna.

W odniesieniu do RZS, ADPN moze przyczynia¢ sie do progresji chronicznego
stanu zapalnego w obrebie tkanek stawowych, stymulujgc wydzielanie mediatoréw
prozapalnych. Przytaczajagc za autorka dysertacji ,nie wiadomo jednak, czy
obserwowane podwyzszone stezenia ADPN u pacjentéw z RZS sq jednq z gtdwnych
przyczyn rozwoju przewlektego stanu zapalnego, czy tez jego konsekwencjg. Wcigz
nie ustalono, w ktdrych tkankach chorych na RZS, ADPN wykazuje charakter
prozapalny, ani ktore mediatory stanu zapalnego zwiekszajq ekspresje ADPN”.

W Swietle powyzszych informacji, podjeta przez doktorantke préba oceny roli
adiponektyny w patogenezie RZS jest jak najbardziej stuszna i celowa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Matgorzaty tacznej liczy
tacznie 101 stron i zawiera spis 177 pozycji piSmiennictwa. Dysertacja zilustrowana
jest 11 tabelami i 16 rycinami; zawiera réwniez 5 stron indeksu skrétow/
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skrotowcow, 1 strone spisu tabel, 2 strony spisu rycin, a takze tozsame streszczenia
W jezyku polskim i angielskim. Dysertacja ma uktad charakterystyczny dla prac
naukowych, w ktérej wystepuje podziat na rozdziaty. Uktad i proporcje
poszczegolnych czesci pracy s prawidtowe.

Pierwszg cze$¢ pracy (strony 3-7) stanowi_Wykaz skrétéow stosowanych w
pracy. W tym miejscu nalezy zwroci¢ uwage autorce, ze jest to de facto wykaz
zarowno skrotow, jak i skrotowcédw. Skrétowcami nazywamy bowiem ,wyrazy
pochodne (powstate ze skrocenia wielowyrazowej nazwy, zwykle nazwy instytucji),
funkcjonujqce nie tylko w pismie, lecz takze w mowie. Skréty natomiast nie sqg
wyrazami, lecz tylko sposobem zapisu wyrazéw (lub ich potgczeri), co mozna pozna¢
po tym, ze nie wystepujq w jezyku mowionym. A zatem — skrétowce wymawiamy
jako skrétowce, nie jako petne nazwy, natomiast skréty wymawiamy jako cate stowa
(lub ich potgczenia)” (Stownik Jezyka Polskiego PWN).

Pierwszym rozdziatem wydzielonym numerycznie jest Wstep (strony 8-32),
ktéry podzielony zostat przez doktorantke na 2 podrozdziaty. W podrozdziale 1.1. pt.
Reumatoidalne zapalenie stawdw, ktdry stanowi gtéwng czeéé Wstepu, doktorantka
przedstawia bardzo wyczerpujaco i rzeczowo aspekty teoretyczne zwigzane z
etiopatogenezg RZS, epidemiologig RZS, objawami klinicznymi RZS, diagnozowaniem
RZS i leczeniem RZS. Ta czgs¢ dysertacji jest bardzo waznym elementem catosci, gdyz
pozwala czytelnikowi zapoznac sie z problematykg RZS w taki sposdb, aby nie
pozostawiac u niego niedosytu wiedzy. Nalezy wyraznie podkresli¢, ze ten fragment
pracy doktorskiej jest popisem erudycji autorki, wskazujgc na jej dogtebng wiedze
dotyczagca omawianych zagadnien.

Tylko z powinnosci recenzenta przytoczono kilka przyktaddw niedcistosci
polegajgcych na wykorzystaniu skrétéw myslowych czy tez zargonu naukowego w
tej czgsci pracy. Na stronie 13 autorka podaje: , Przypuszcza sie, ze czynniki te u 0séb
z wrazliwym genotypem mogq doprowadzi¢ do rozwoju petnoobjawowego RZS”.
Zdaniem recenzenta, uzyte sformutowanie ,wrazliwy genotyp” jest zargonem
naukowym wskazujagcym na genotyp (np. ukfad alleli genéw/haplotypéw), ktéry
zwieksza prawdopodobienstwo wystgpienia choroby.

Podane na stronie 16 przez autorke dysertacji sformutowanie ,,...potagczenie
SNP w HLA-DR, PTPN22 i TRAF1-C5 zwigksza ryzyko zachorowania na RZS ponad 40-
krotnie...”", powinno zdaniem recenzenta przyja¢ forme ,..wspdlne wystepowanie
predysponujgcych do RZS alleli/haplotypdw zlokalizowanych w obrebie loci dla HLA-
DR, PTPN22 i TRAF1-C5 zwieksza ryzyko zachorowania na RZS ponad 40-krotnie.”

Na tej samej stronie doktorantka zapisuje uktady genotypowe dla
polimorfizmu -238G/A w sposéb prawidtowy np. -238 GG, jak réwniez
nieprawidtowy, tj -238G/A. Trzeba zaznaczy¢, iz rozdzielenie alleli w zapisie wskazuje
na rodzaj polimorfizmu (w tym przypadku transwersje guaniny w adenine w pozycji
-238), nie zas na genotyp.

Na stronie 29, w paragrafie ,Inhibitory TNFa” podano kilkukrotnie btedna
nazwe dla inhibitora TNFa tj. entanercept w miejsce etanercept. Podobnie na




stronie 31, btad literowy wkradt sie do nazwy inhibitora stymulacji limfocytéw, tj.
abatacept (podano adatacept).

Drugi rozdziat stanowi_Cel pracy, ktérym byta ocena roli wybranych czynnikéw
prozapalnych w patogenezie RZS. Cel jest jasno sformutowany i w kontekécie
przedstawionych we wstepie wiadomosci jest jak najbardziej zasadny. Dalej
doktorantka uszczegdtawia, ze celem byta préba oceny roli jakg petni adiponektyna
w patogenezie reumatoidalnego zapalenia stawow. Autorka wskazuje, ze dokonata
selekcji ADPN na podstawie analizy, cytuje ,po przeprowadzeniu wstepnej analizy do
dalszych badan wybrano adiponektyne”, jednakie nie podaje jaki rodzaj analizy
zostat przeprowadzony (o tym czytelnik dowiaduje sie w dalszych rozdziatach pracy).
ADPN zostata co prawda doktadnie scharakteryzowana w podrozdziale 1.1.1.5.
Wstepu, jednakze istnieje jeszcze catkiem pokaine spektrum mediatoréw stanu
zapalnego bioracych lub mogacych braé udziat w etiopatogenezie RZS. Biorgc pod
uwage powyisze bardziej zasadnym wydaje sie, aby tres¢ przedstawiona w
podrozdziale 1.2. zatytutowanym ,Przestanki do podjecia pracy” rozbudowaé o
dodatkowe argumenty popierajace stusznos¢ wyboru adiponektyny i cato$é umiescié
w rozdziale Cel pracy.

W rozdziale 3 (strony 34-44) doktorantka skrupulatnie opisata wszystkie
wykonane w trakcie prac laboratoryjnych procedury. Rozdziat ten zostat podzielony
na podrozdziaty, tj. Materiat (3.1.) i Metody (3.2.). W podrozdziale Materiat autorka
opisata wykorzystany w pracy materiat biologiczny (btona maziowa, ciato Hoffy, szpik
kostny, krew) pochodzacy od 17 pacjentéow z RZS (grupa badana), 25 pacjentow z
chorobg zwyrodnieniowg stawow (grupa kontrolna) oraz 30 o0séb zdrowych
(osocze), a takze linie komoérkowe (ludzkie synowiocyty o fenotypie fibroblastéw).
Szkoda, ze poza wiekiem osob badanych doktorantka nie podata dodatkowych
danych medycznych pacjentéw np. BMI. Zastanawia takie brak podstawowych
danych odnosnie oséb zdrowych, od ktorych doktorantka pozyskata osocze. Pani
mgr powinna rowniez poda¢ argumentacje wyboru pacjentow z CHZS jako grupy
kontrolne;j.

Nastepnie w podrozdziale Metody opisano w kolejnosci: izolacje RNA,
odwrotng transkrypcje, RealTime-PCR. Przedstawiono metody oceny stezenia biatek
w osoczu, immunohistochemicznej lokalizacji adiponektyny i receptoréw dla
adiponektyny w tkankach, stymulacji komérek hFLPS oraz metody statystyczne.
Podsumowujac, zastosowane procedury zostaty opisane starannie i, z pewnymi
wyjatkami, nie budzg zastrzezen recenzenta.

Ponizej przedstawiam swoje uwagi do tej czesci pracy. Wszystkie odczynniki i
sprzet wykorzystany w dysertacji powinien by¢ opisany w taki sposéb, aby wiadoma
byta nazwa producenta oraz kraj pochodzenia. W podrozdziale 3.2.3., autorka
opisuje metode ilosciowego oznaczania mRNA, m.in. za pomocg techniki
tancuchowej reakcji polimerazy w czasie rzeczywistym. Doktorantka podaje, ze
absolutng wartos¢ ekspresji dla danego genu wyrazano jako 2%, Wedtug wiedzy
recenzenta zastosowanie powyiszego sposobu obliczen wskazuje, ze oznaczenia




poziomu stezen badanego kwasu nukleinowego w poszczegdlnych prébach
wykonano  metodg wzgledng (relatywng) w odmianie poréwnawczej
(komparatywnej). Metoda ta oparta jest na modelu matematycznym, ktéry
umozliwia wyliczenie relatywnej réznicy poziomu ekspresji genu poddanego analizie
miedzy badanymi prébami (w tym przypadku pomiedzy grupa badang - RZS i
kontrolng CHZS). Ocena wartosci absolutnej ekspresji, na ktérg powotuje sie
autorka oparta jest na zatozeniu, ze wartoS¢ stezenia (poziom ekspresji) préb
kalibracyjnych jest znany i wyrazony w stosownych jednostkach, np. liczby kopii
sekwencji na jednostke objetosci (ul). W odniesieniu do rozdziatow 3.2.4.
doktorantka nie podata czym kierowata sie przy wyborze 16 cytokin o charakterze
zapalnym, ktére zamierzata zbada¢ w prébkach osocza (Tabela 4). Analogicznie,
autorka dysertacji nie okreslita kryteriow wyboru stezen czynnikdw stymulujgcych
(TNFa i LPS, Tabela 5 oraz LPS i ADPN Tabela 6).

Rozdziat 4 (strony 45-62) przynosi bardzo rzeczowa dokumentacje uzyskanych
w trakcie analiz wynikdw badan. Nalezy podkresli¢, ze opracowanie obszernego
materiatu zawierajacego liczne zmienne poparte jest graficzng prezentacjg w postaci
wykresdw oraz tabel, co znaczaco zwieksza czytelno$¢ tej czesci pracy. Podrozdziat
4.1 opisuje efekt oceny ekspresji mediatoréw stanu zapalnego w prébkach szpiku
kostnego btony maziowej i ciele ttuszczcowym Hoffy. Z tego podrozdziatu
dowiadujemy sie, ze sposrédd 7 wybranych przez doktorantke mediatordw stanu
zapalnego tj. TNFa, IL-1B, IL-6, IL-17B, IL-20, IL-23 oraz ADPN, tylko IL-20 i ADPN
wykazaty istotny statystycznie wzrost ekspresji gendw u pacjentéw z RZS w
poréwnaniu u do CHZS.

W zwigzku z tym, cytuje ,na podstawie dokonanych obserwacji dotyczgcych
zmiany w poziomie ekspresji ADPN miedzy grupami RZS | ChZS oraz
niejednoznacznosci funkcji, jakg ADPN petni w przebiegu RZS do dalszych analiz
wybrata wfasnie adiponektyne.” Nastepnie autorka dokonata oceny stezenia ADPN
w osoczu (podrozdziat 4.2), skorelowata stezenie ADPN z wybranymi cytokinami o
charakterze zapalnym (podrozdziat 4.3), zbadata korelacje miedzy ekspresjag ADPN w
tkankach stawowych i szpiku kostnym, a stezeniami wybranych cytokin o
charakterze prozapalnym (4.4). W dalszej kolejnosci oceniono ekspresje receptoréw
ADPN AdipoR1 i AdipoR2 w tkankach stawowych (4.5), oceniono lokalizacje ekspresji
ADPN oraz jej receptorow AdipoR1 i AdipoR2 w tkankach stawowych (4.6) i finalnie
przeprowadzono ocene stymulacja komdérek hFLS mediatorami stanu zapalnego
TNFa i LPS (4.7), a takze wptywu adiponektyny na ekspresje mRNA IL-6 w komdrkach
hFLS (4.8). Podsumowujac te cze$é pracy, nalezy wielce doceni¢ pracowitosé,
sumiennos¢ i skrupulatno$¢ doktorantki. Konieczne jest takze podkreslenie bogatego
warsztatu pracy autorki zwigzanego z wykorzystaniem wielu technik i metod, co w
konsekwencji wigze sie z ogromem wykonanych przez nig prac laboratoryjnych
zmuszajgcych do wielkiej samokontroli (m.in. w celu unikniecia bteddéw, ktorych
popetnienie niestety jest mozliwe na kazdym etapie analizy).




Wszystkie uzyskane i opisane przez autorke dysertacji wyniki zostaty
skonfrontowane z danym literaturowymi w rozdziale Dyskusja (strony 63-73).
Rozdziat ten napisany jest w sposdb przejrzysty i $wiadczy o dojrzatosci i
samodzielnosci doktorantki, ktéra wykazata sie bogatg wiedza z zakresu nauk
klinicznych, biochemii, fizjologii i biologii molekularnej. Nalezy stwierdzi¢ z catg
stanowczoscia, ze autorka posiada umiejetnosé postugiwania sie zdobytg wiedza,
ktorg w petni wykorzystata do oceny swoich wynikéw i przedyskutowania ich z
rezultatami innych grup badawczych.

Nastepnie, na podstawie uzyskanych wynikoéw badan doktorantka postawita 7
whnioskdéw. W ocenie recenzenta wnioski 1-6 sg bardziej opisami wynikéw obserwacji
niz wnioskami, np. wniosek nr 1. ,pacjenci z reumatoidalnym zapaleniem stawdw w
btonie maziowej i ciele ttuszczowym Hoffy maja zwiekszony poziom ekspresji mRNA
adiponektyny w poréwnaniu z grupg kontrolng” czy tei wniosek nr 3 , nie
zaobserwowano istotnych réznic migedzy poziomem ekspresji mRNA receptoréw
adiponektyny (AdipoR1 i AdipoR2) w tkankach stawowych pomiedzy pacjentami z
reumatoidalnym zapaleniem stawéw i chorobg zwyrodnieniowa stawéw”. Zdaniem
recenzenta, prawidtowo sformutowano wniosek nr 7, tj. ,badania sugeruja, ze
adiponektyna jest jednym ze skfadnikow kaskady zapalnej w przebiegu
reumatoidalnego zapalenia stawow”. W zwigzku z powyiszym wnioski 1-6
nalezatoby przeformatowac stylistycznie.

Powotywanie sie na literature oraz sporzadzenie spisu literatury. W pracy
doktorantka przyjefa system vancouverski (lub systemem autor-numer), jako sposdb
podawania odwotan do publikacji Zrédtowych. Oznacza to, ze powotanie na
informacje zawarte w Zrédle zwiericzone zostato odsytaczem cyfrowym do
cytowanej publikacji, a bibliografie sporzagdzono zgodnie z kolejnoscig cytowania w
tekscie. System ten jest stosowany przez autorke pracy prawidtowo. Spis literatury
zawiera 177 pozycji ze zdecydowang przewagg tytutdw anglojezycznych.
Przygotowany jest starannie, a doktorantka konsekwentnie stosuje raz przyjety
sposob zapisu publikacji zrédtowych.

Podsumowujgc nalezy przyzna¢, ze wigkszos¢ uwag zawartych w recenzji, to
uwagi o charakterze redakcyjnym lub przedstawiajace subiektywny punkt widzenia
recenzenta. Nie umniejszg w niczym wysokiej wartosci merytorycznej
przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej mgr Matgorzaty tacznej. Nalezy
ponownie podkresli¢, ze praca ma bez watpienia charakter poznawczy w kontekscie
poszerzenia wiedzy dotyczacej roli adiponektyny w etiopatogenezie RZS.
Odpowiednio okreslone cele badawcze, szczegétowo zaplanowane i drobiazgowo
przeprowadzone badania, prawidtowa interpretacja wynikéw, a takie wysnute, z
pewnym niedociggnigciami, wnioski wskazujg na bardzo duzg znajomo$é tematyki
badawczej i $wiadcza o tym, ze doktorantka moze by¢ uznana za dojrzatego
pracownika naukowego. Uwazam, Zze przedstawiona do recenzji praca mgr
Matgorzaty tacznej w petni spetnia wszystkie wymogi rozprawy doktorskiej
okreslone w ustawie o Szkolnictwie Wyzszym. Wnosze wiec do Wysokiej Rady




Naukowej Dyscypliny Nauki Medyczne Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w
Szczecinie o dopuszczenie mgr Matgorzaty tacznej do dalszych etapow przewodu
doktorskiego.

Marek Sawczuk
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