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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych
pt. ,Znaczniki aktywacji limfocytdw ptynu stawowego w reumatoidalnym zapaleniu stawéw.
Modyfikacja pod wptywem leczenia”
mgr Eweliny Wedrowskiej
pod kierunkiem dr hab. n. med. Piotra Kopiriskiego, prof. UMK

Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) jest jedna z najczesciej wystepujacych
uktadowych choréb zapalnych tkanki tacznej. RZS wystepuje 2-3 razy czesciej u kobiet
niz u meiczyzn niezaleznie od wieku. Choroba rozwija sie przez cate zycie, poczatkowo
bezobjawowo, a manifestacja kliniczna przypada zazwyczaj Pomigdzy trzecig a széstg dekadg
zycia. Patofizjologia RZS obejmuje: 1) utrate zdolhosci tolerancji na antygeny wtasne przez
osoby predysponowane genetycznie; 2) autoimmunizacje i produkcje przeciwciat
skierowanych  przeciwko wiasnym postranslacyjnie modyfikowanym biatkom;
3) ostre zapalenje btony maziowej, ktére nastepnie przechodzi w zapalenie przewlekte,
niszczace chrzastke stawowg i kos¢ okotostawowa. Postep w zrozumieniu patomechanizmdéw
choroby, cho¢ niewystarczajgcy, pozwolit lepiej pozna¢ zjawiska zwigzane z procesem
zapalnym, co z kolei umozliwito Opracowanie skuteczniejszych form terapii RZS. Nalezy jednak
podkresli¢, ze stosowane terapie maja charakter leczenia objawowego, a nie przyczynowego,
dlatego konieczne s3 dalsze badania pozwalajace lepiej zrozumied mechanizmy
immunologiczne zwigzane z rozwojem choroby oraz procesy immunologiczne zachodzgce
podczas terapii. W Zwigzku z powyzszym wysoce interesujaca i aktualna jest tematyka badan
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Przedstawiona do recenzji rozprawa ma uktad typowy dla dysertacji na stopien
naukowy doktora. Na 155 stronach maszynopisu Doktorantka zawarta 12 rozdziatéw,
wspartych 16 rycinami, 20 tabelami i wykazem az 599 pozycji pisSmiennictwa. Na koricu pracy
Doktorantka zawarta spis tabel i rycin, wykaz skrétéw oraz zataczyta kopie zgéd komisji
bioetycznej. Praca przygotowana jest bardzo starannie. Napisana jest poprawnie jezykowo
i zrozumiale.

Wstepna czesé rozprawy to 41 stronicowy opis, w ktérym szczegétowo przedstawione
53 najbardziej istotne zagadnienia zwigzane z tematem badawczym. Ta czegé rozprawy skfada
sig z trzech gtéwnych podrozdziatdw, z ktérych dwa pierwsze zostaty podzielone na liczne
sekcje i podsekcje.

W pierwszym podrozdziale Doktorantka szczegétowo opisuje epidemiologie RZS,
przyczyny rozwoju RZS (z podziatem na czynniki Srodowiskowe, genetyczne oraz czynniki
epigenetyczne), symptomy choroby, diagnostyke RZS, oraz dostepne terapie. Podczas opisu
czynnikéw epigenetycznych Doktorantka skupita sig na roli miRNA oraz metylacji DNA
pomijajgc mechanizmy zwigzane z modyfikacjg biatek histonowych, stanowigcych istotny
choc niezwykle stabo poznany mechanizm epigenetycznej kontroli ekspresji genéw w rozwoju
RZS. Niniejszym Proszg o odniesienie sie do tej uwagi. Cigzko zgodzi¢ sie réwniez
ze stwierdzeniem, ze stosowanje leczenia biologicznego niesie ze sobg liczne dziatania
niepozadane. Wdrozenie leczenia biologicznego uznaje sig powszechnie za przetomowe
w leczeniu RZS, a odpowiednio stosowana terapia uznawana jest za bezpieczng,
w ktérej korzysci przewyzszajg ryzyko wystepowania dziatan niepozadanych.

W' drugim podrozdziale Doktorantka skupia sie na wyjasnieniu mechanizméw
immunologicznych RzS. w tej czesci opisane zostaty populacje komoérek uktady
immunologicznego wigczajgc w to komaorki dendrytyczne, limfocyty T, limfocyty B, makrofagi,
fibroblasty, neutrofile, a takze czynniki rozpuszczalne (cytokiny i mikropecherzyki)
Zaangazowane w patomechanizm choroby. Opisujac role limfocytéw pomocniczych
typu 1 (Th1l) Doktorantka sugeruje, ze limfocyty Thi poprzez produkcje IFNy aktywuja
limfocyty B. Powszechnie wiadomo, ze odpowieds typu Thl (zapalenie T1) zwigzana
jest z aktywacja odpowiedzi komérkowej, a nie humoralnej. T3 druga wspieraja natomiast
limfocyty Th2. Bede wdzieczny za odniesienie sig do tej uwagi. Jednoczeénie w tej czesci
wstepu brakuje opisu limfocytow subpopulacji Th2, odgrywajacych, jak juz wspomniano,
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W patomechanizmie RZS Doktorantka niezwykle trafnie Zauwaza, ze rola cytokin powinna
by¢ rozpatrywana w kontekscie catego mikros$rodowiska, a wigc balansu pomigdzy kazdym
elementem je tworzgcym. $wiadczy to o duzym zrozumieniu skomplikowanych mechanizmoéw
immunologicznych. W tej czesci Oomawianego podrozdziaty Doktorantka dzieli jednak cytokiny
nate o dziataniu prozapalnym (opisujac TNF, IL-17, IFN-y, RANKL, IL-26, oraz IL-2) oraz cytokiny
0 dziataniu przeciwzapalnym wiaczajac w to zgodnie z oczekiwaniem IL-10, ale rédwnies IL-4,
IL-13, IL-5 oraz IL-9. Zaliczenie |L-4, IL-13, IL-5 oraz IL-9 do grona czynnikéw o dziataniu
przeciwzapalnym jest niezwykle ryzykowne. Petnig one bowiem kluczowg role w indukgc;ji
zapalenia typu T2 lezacego u podfoza m.in. zapalenia alergicznego oraz astmy Th2 zaleznej,
a wigc wykazujg szereg aktywnosci prozapalnych réwniez w RZS. Oczywiscie odpowied? typu
Th2 nie prowadzi do tak znacznego uszkodzenia tkanek jak odpowied? zwiazana z aktywnoscig
limfocytéw Thi, aw przypadku RZS mozna jg uznaé za bardziej preferowang (co Doktorantka
rowniez  zauwaza na poczatku  tego podrozdziatu). Dlatego sugerowatbym,
aby charakterystyka czynnikow rozpuszczalnych biorgcych udziat w patogenezie RZS zostata
opisana bez podziatu na czynniki prozapalne, przeciwzapalne oraz wykazujgce obie
aktywnosci.

Trzecia cze$¢ wstepu stanowi uzasadnienie koniecznosci podjecia badan. Podrozdziat
ten w sposéb przejrzysty podsumowuje informacje zawarte we wczesniejszych etapach
wstepu i wprowadza czytelnika w problematyke podejmowana w badaniach prowadzonych
podczas realizacji projektu doktoranckiego.

Z obowiazku recenzenta Zmuszony jestem zwrdci¢ uwage na drobne btedy edycyjne
jakie pojawiaja sie w pierwszym rozdziale rozprawy, takie jak: brak odniesienia w tekscie
do niektérych tabel, pojawianie sie literéwek oraz niezachowanie rozréznienia pomiedzy
pisownig gendw i biatek. Chciatbym jednak podkresli¢, ze zadne z wyzej wymienionych uwag
nie podwazaja wysokiej wartoéci merytorycznej omawianego rozdziatu, a informacje
przedstawione w nim w petni uzasadniajg celowos$¢ i znaczenie podjetych przez Autorke
badan.

W rozdziale ,Cele pracy” Doktorantka przedstawita ogdlny cel podjetych badarn
polegajacy na ocenie zmian znacznikéw (markeréw) aktywacji limfocytéw ptynu stawowego
(powierzchniowych Oraz oznaczanych w supernatancie ptynu stawowego), pod wptywem
leczenia metotreksanem (MTX) i metyloprednizolonem (MPRE) u chorych na reumatoidalne
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obejmujacymi: 1) Zbadanie subpopulacji limfocytéw  oraz ekspresji  czasteczek
powierzchniowych (CD25, HLA-DR, FaslL, TRAIL) i zewngtrzkomérkowych (cytokin
oznaczanych w supernatancie ptynu:IL-2, IL-4, IL-17, IFN-y oraz innych biatek rozpuszczalnych:
sCD25, sFasL oraz STRAIL) w stawach chorych na RZS przed leczeniem metotreksanem
lub metyloprednizolonem; 2) Ocene w/w znacznikéw (markeréw) w trakcie leczenia tymi
lekami i poréwnanie uzyskanych wynikéw z wartoéciami wyjsciowymi (przed leczeniem); 3)
Ocene zaleznodci migedzy zmianami markeréw aktywacji limfocytéw, a stezeniem biatka
C-reaktywnego (CRP) w surowicy chorych; oraz 4) Ocene czy zmiana ktéregos z badanych
znacznikow odpowiada poprawie klinicznej.

Rozdziat ,Materiaty i Metody” rozpoczyna sie od opisu materiatu wykorzystanego
do badan. Materiat do badan stanowita krew zylna oraz ptyn stawowy, ktéry pobierany
byt od pacjentéw z rozpoznanym RZS. Do badania wiaczono pacjentow Kliniki Reumatologii
i Uktadowych Choréb Tkanki tacznej Szpitala Uniwersyteckiego nr 2 w Bydgoszczy
oraz pacjentéw Klinicznego Oddziatu Ortopedii i Traumatologii Narzadu Ruchu Szpitala
Uniwersyteckiego nr 1 w Bydgoszczy. taczna liczba pacjentéw chorych na RZS w badaniu
wyniosta 43 osoby, ktére podzielono zgodnie z przyjeta strategia terapeutyczng,
a wigc leczonych metotreksanem (n=25) lub leczonych metyloprednizolonem (n=18).
Przedstawione grupy wydaja sie odpowiednio dobrane i zréwnowazone pod wzgledem wieku,
ptci oraz dtugosci trwania choroby. Autorka scharakteryzowata szczegdtowo grupe badang
i podata kryteria wiaczenia i wytaczenia z badania. Na przeprowadzenie projektu uzyskano
zgodg Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Mikotfaja Kopernika w Toruniu (kopia zgody zostata
zataczona do ocenianej rozprawy).

W dalszej czesci rozdziatu Doktorantka opisata wykorzystywane podczas prowadzenia
badan metody, rozpoczynajac od szczegdétowego opisu sposobu oceny aktywnoéci RZS.
W kolejnym fragmencie skupita sig na metodach badan prowadzonych na krwi zylnej. Opisata
sposdb pobierania krwi zylnej oraz metode oznaczania biatka C-reaktywnego w surowicy krwi.
Nastepnie Autorka opisata metody pobierania ptynu stawowego oraz metody stosowane
do jego analizy obejmujgce: ocene liczebnoéci oraz zywotnosci komdrek izolowanych z ptynu
stawowego, wykonania preparatéw mikroskopowych, barwienia histochemicznego
(May Grunwald-Giemsa oraz Hematoksylina Eozyna), a takie testéw immunoenzymatycznych
ELISA, cytometrii przeptywowej (w zakresie przygotowania probek oraz analizy danych
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statystycznych. Nalezy podkreéli¢ starannog¢ opisu wykorzystanych przez Doktorantke metod
analitycznych, co Swiadczy o bardzo dobrym warsztacie badawczym. Niemniej dziwi¢ moze
fakt, ze pomimo wykorzystania dog¢ Zaawansowanego cytometru przeptywowego
(FACSCanto 1) pozwalajgcego w najnizszej konfiguracji na wykorzystanie szeéciu,
a W najwyiszej dziesieciu kanatéw fluorescencji, w trakcie realizacji badania zdecydowano
sig na jedynie tréjkolorowe panele i multiplikowanie probek. Nie jest to oczywiécie btedem,
ale w sposéb Znaczacy ogranicza mozliwosci analityczne. Przedstawiona W tej czesci strategia
bramkowania jest klarowna. Sugerowat bym jednak podczas przygotowywania manuskryptu
zaprezentowanie catej strategii bramkowania na jednej rycinie i uzupetnienie
jej o odpowiednie barwienia kontrolne. Pomoze to w lepszy sposéb zobrazowa¢ jak ustalane
byly regiony analityczne (bramki). Ponadto dobrag praktyka jest pozostawianie wartosci
na osiach cytograméw (nie jest to jednak wymagane we wszystkich czasopismach
naukowych). Prosze réwnie: o informacje czy w trakcie analizy cytometrycznej
wykorzystywata byta dyskryminacja komérek martwych oraz dubletéw?

Opis metodyczny wiericzy podrozdziat zawierajacy krytyke wykorzystanego modelu
badawczego. Podrozdziat ten sktada sig z osmiu punktéw, w ktérych Autorka w niezwykle
krytyczny sposéb przedstawia stabe strony realizowanej pracy wraz z uzasadnieniem.
Podejscie takie jest niezwykle rzadkie, Swiadczy o wysokiej swiadomosci oraz dojrzatosci
naukowej Doktorantki i zastuguje na szczegélne uznanie.

Rozdziat ,Wyniki” sktada sig z 7 podrozdziatéw w ktérych Doktorantka charakteryzuje
chorych z RZS oraz przedstawia wyniki przeprowadzonych analiz laboratoryjnych.
Przed opisem wynikéw Autorka wprowadza czytelnika w sposéb prezentacji wynikéw.
Wszystkie wyniki zostaty zaprezentowane w tabelach, a najbardziej istotne wedtug
Doktorantki zostaty dodatkowo zobrazowane graficznie na wykresach. Rozdziat jest niezwykle
przejrzysty i pozwala z tatwoscig $ledzi¢ rezultaty przeprowadzonych analiz. Podrozdziat
przedstawiajgcy charakterystyke zgormadzonej grupy chorych na RZS nie zawiera
szczegotowego opisu, a jedynie tabele podsumowujgca grupy chorych. Matoz cata pewnoscia
zwigzek z obszernym opisem pacjentow wiaczonych do badania w rozdziale
Materiaty i Metody. Dlatego sugerowatbym dofaczenie tabeli 10 jako element opisu
przedstawionego we wczesdniejszym rozdziale, W kolejnym podrozdziale Doktorantka opisuje
wyniki analiz badania cytologicznego ptynu stawowego. W dalszej czesci tego podrozdziatu
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oraz granulocytéw. W trzeciej czgsci Doktorantka przedstawia wyniki cytometrycznej oceny
populacji limfocytéw oraz komérek NK. Uzyskane wyniki warto<ci indeksu CD4/CDS8
przedstawione sg dodatkowo na wykresie typu ,przed vs po”, ktéry pozwala zaobserwowa¢
rozproszenie zmian indywidualnych pacjentéw w grupach. Prezentacja taka jest bardzo
Pomocna w zrozumieniu wynikdw. Sugerowatbym jednak wprowadzenie opiséw osi OX
oraz OY na wykresie co zwigkszy jego czytelnogé. W podrozdziale czwartym Doktorantka
opisuje wyniki badarhi markeréw aktywacji limfocytéw, mianowicie CD25, HLA-DR, FasL
oraz TRAIL w populacji limfocytéw oraz subpopulacji komérek pomocniczych (CD4+)
I cytotoksycznych (CD8+). W kolejnej czesci zaprezentowano wyniki  badan
zewnatrzkomérkowych  znacznikéw aktywacji limfocytdw, a mianowicie czynnikow
rozpuszczalnych, oznaczanych w ptynie stawowym pozyskanym od pacjentéw chorych na RZS.
W podrozdziale sz6stym opisano uzyskane wyniki stezenia biatka C-reaktywnego w surowicy
chorych, a nastepnie w podrozdziale 7 opisano wyniki badan korelacji pozioméw CRP
Z ocenianymi parametrami immunologicznymi wskazujacymi na aktywacje limfocytéw.
Doktorantka zaprezentowata jedynie wyniki istotne statystycznie, wskazujac na dodatnig
korelacje pomiedzy CRP, a odsetkiem HLA-DR+ limfocytéw oraz ujemnga korelacje pomiedzy
CRP, a odsetkiem limfocytéw CD8+TRAIL+ w obu analizowanych grupach przed leczeniem
jak i po jego zakoriczeniu. Ciekawe byto by réwniez przeanalizowanie zaleznosci pomiedzy
Zmianami (powszechnie oznaczanych jako ,delta”) w stezeniu CRP oraz analizowanych
markeréw aktywacji limfocytéw w obu analizowanych grupach.

Wyniki zostaty omdwione wyczerpujaco w szerokiej i krytycznej dyskus;ji opartej
0 wspofczesne, dobrze dobrane pismiennictwo. Przeprowadzona dyskusja $wiadczy o duzej
wiedzy Pani mgr Eweliny Wedrowskiej oraz krytycznym podejsciu do uzyskanych wynikéw.
Dyskusje podzielono na podrozdziaty, ktére w odréznieniu od pozostatych rozdziatéw
dysertacji nie znalazty swojego odniesienia w Spisie tresci.

Podsumowanie pracy stanowi 11 wnioskéw, odpowiadajgcych na zatozony cel badan.
Whioski sg trafnie sformutowane j poparte uzyskanymi wynikami przeprowadzonych przez
Doktorantke badar.

Reasumujac stwierdzam, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska
jest opracowaniem niezwykle ciekawym, aktualnym, oryginalnym i inspirujgcym do dalszych
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doprecyzowania, nie wptywajg na jako$¢ merytoryczna uzyskanych wynikéw, ktére oceniam
bardzo wysoko.

Niniejszym stwierdzam, iz przygotowana przez Paniag mgr Eweline Wedrowska
rozprawa doktorska spetnia wymogi okreslone w art. 13. Ustawy z dnia 14 marca 2013 .
o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Wnoszg wigc do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Collegium Medicum
im. Ludwika Rydygiera w Bydgoszczy Uniwersytetu Mikotaja Kopernika w Toruniu
o dopuszczenie Pani mgr Eweliny Wedrowskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.
Ponadto z uwagi na oryginalnos¢ przeprowadzonych badari, ich szeroki zakres oraz starannoéé
przygotowania przedstawionej do oceny pracy, sktadam wniosek o wyroznienie niniejszej

rozprawy.
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