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4. Wskazanie osiagniecia wynikajgcego z art. 16 ust. 2 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 ze zm.):

a) tytut osiggniecia naukowego: Przebudowa tkanki kostnej w zesztywniajacym
zapaleniu stawow kregostupa oraz wplyw leczenia farmakologicznego na ten
proces
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Baseline new bone formation does not predict bone loss in ankylosing spondylitis as



assessed by quantitative computed tomography (QCT): 10-year follow-up. BMC
Musculoskelet Disord. 2011 May 31;12:121.
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disease activity in ankylosing spondylitis is associated with increased serum Sclerostin level
and decreased Wingless protein-3a signaling but is not linked with greater structural
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Korkosz M, Gasowski ], Leszczynski P, Pawlak-Bus K, Jeka S, Siedlar M, Grodzicki T. Effect of
Tumour Necrosis Factor-alpha inhibitor on serum level of Dickkopf-1 protein and bone
morphogenetic protein-7 in ankylosing spondylitis patients with high disease activity.
Scandin ] Rheuma; 2013 in press; DO1:10.3109/03009742.2013.805241.

Korkosz M, Telesinska-Jasiowka D, Siedlar M, Lenart M. Otwarte badanie wptywu
etydronianu na markery obrotu kostnego, wskazniki zapalenia i uktad RANKL/OPG w
aktywnym zesztywniajagcym zapaleniu stawow kregostupa (ZZSK). Pilotowe badanie
wpltywu etydronianu na liczbe i aktywno$¢ metaboliczna prozapalnej subpopulacji
monocytéw CD14+CD16+ we krwi pacjentéw z ZZSK. Reumatologia, 2009; 47, 4:212-222.

c) omowienie celu naukowego ww. prac i osiagnietych wynikéw wraz z oméwieniem ich
ewentualnego wykorzystania

Zesztywniajace zapalenie stawow Kkregostupa (ZZSK) jest chorobg reumatologiczng
charakteryzujaca sie: (1) przewlektym zapaleniem, i (2) przebudowg tkanki kostnej (tzw.
remodelowaniem).

W chorobie tej dochodzi do interakcji komoérek uktadu immunologicznego z komoérkami
tkanki kostnej. W rezultacie tej interakcji przewlekte zapalenie wptywa niekorzystnie na
fizjologiczng przebudowe tkanki kostnej. Z jednej strony dochodzi do nadmiernej
osteosyntezy (osteoproliferacji, osteogenezy), tj. tworzenia syndesmofitow i zrostu
kostnego w stawach, a z drugiej do zmniejszenia gestosci tkanki kostnej, tj. osteopenii i
osteoporozy. Paradoksalnie, oba te przeciwstawne procesy tocza sie jednocze$nie w
sasiedztwie anatomicznym, tj. gtbwnie w szkielecie osiowym - trzonach kregow, stawach
krzyzowo-biodrowych i miedzywyrostkowych, prowadzac do charakterystycznego
fenotypu choroby - zesztywnienia kregostupa ze zwiekszonym ryzykiem ztaman trzonow
kregow.

Osteoproliferacja dotyczy wytacznie kosci korowej trzonéw kregow i wynika ze
zwiekszonej aktywnosci osteoblastow w odpowiedzi na wzmozonag ekspresje biatek
morfogenetycznych koéci (BMP) oraz biatek Wingless (Wnt). Natomiast zmniejszenie
gestosci masy kostnej dotyczy gtéwnie kosci beleczkowej trzondw kregoéw i jest wynikiem
przesuniecia réwnowagi obrotu kostnego na korzys¢ resorpcji spowodowanej wzmozong
aktywnosciag osteoklastow pod wptywem mediatoréw zapalenia, gtéwnie TNF alfa, IL-1 i IL-
6.

Obserwacja, ze w przewlektej chorobie zapalnej dochodzi do nadmiernej osteogenezy nadal
wymaga wyjasnienie na ptaszczyznie molekularnej, poniewaz udowodniono, ze TNF alfa,
gtéwna cytokina prozapalna w ZZSK ma niekorzystny wptyw na kosciotworzenie. TNF alfa
zwieksza stezenie we krwi biatek, sklerostyny i Dickkopf-1 (Dkk-1), ktére s3 silnymi
inhibitorami biatek promujacych osteogeneze, BMP i Wnt. Wobec powyzszego postuluje sie,



ze w ZZSK kos¢ beleczkowa i korowa sa tkankami, ktore w odmienny sposéb odpowiadaja
na dziatanie przewlektego zapalenia. O ile dochodzi do zaniku kosci beleczkowej pod
wplywem zapalenia, to w remodelowaniu kosci korowej, w ktérej zachodzi nadmierna
osteosynteza, musza bra¢ udziat réwniez inne, poza prozapalnymi, czynniki.

W analizie interakcji uktadu immunologicznego i tkanki kostnej w ZZSK wykorzystuje sie
trzy grupy metod badawczych: (1) biochemiczne - mediatorow zapalenia i przebudowy
tkanki kostnej, (2) obrazowe - klasyczng radiografie i rezonans magnetyczny, oraz
densytometri¢ rentgenowska i iloSciowa tomografie komputerowa, oraz (3) histologiczne.
W pracach bedacych podstawa osiaggniecia naukowego wykorzystaliSmy metody
biochemiczne i obrazowe.

Interesujagcym nurtem badan jest mozliwos$¢ potencjalnej ingerencji farmakologicznej w
remodelowanie tkanki kostnej w ZZSK, zaréwno przy pomocy lekéw przeciwzapalnych jak i
wplywajacych na osteoklasty i osteoblasty, do czego odniose sie w kazdej z omawianych
prac osiggniecia naukowego.

d) Omowienie prac sktadajacych sie na osiggniecie naukowe

1. Korkosz M, Gasowski ], Grzanka P, Gorczowski ], Pluskiewicz W, Jeka S, Grodzicki T.
Baseline new bone formation does not predict bone loss in ankylosing spondylitis as
assessed by quantitative computed tomography (QCT): 10-year follow-up. BMC
Musculoskelet Disord. 2011 May 31;12:121.

Celem pracy byto zbadanie, czy w ZZSK istnieje zalezno$¢ pomiedzy dwoma
przeciwstawnymi procesami: osteogeneza i osteoporozg, oraz czy wieksze zaawansowanie
radiologiczne osteogenezy w kregostupie koreluje z wiekszego stopnia obnizeniem gestosci
kosci beleczkowej trzonéw kregow.

Dostepne dane nie dawaly jednoznacznej odpowiedzi, a czeSciowo przemawialy za
zwiekszeniem ryzyka osteoporozy u pacjentow z bardziej zaawansowana osteogeneza w
kregostupie. Gestos¢ kosci beleczkowej trzonéw kregéw zmierzona przez nas metodg
ilosciowej tomografii komputerowej (QCT) byta obnizona w wiekszym stopniu u pacjentéw
z bardziej zaawansowanga radiologicznie syndesmofitoza - wyjsciowo i po 10 latach.
Jednakze model regresji wieloczynnikowej zbudowany w celu oceny 10-letniej interakcji
pomiedzy osteoproliferacja a obnizeniem gesto$ci kosci nie wykazal wplywu wyj$ciowego
zaawansowania radiologicznego na gestos¢ masy kostnej po 10 latach.

Wynikiem tej pracy - najdluzszej opublikowanej obserwacji wykorzystujacej QCT, byto
udowodnienie, ze u pacjentéw, u ktérych nie stosowano lekow wplywajgcych na
metabolizm tkanki kostnej, gesto$¢ kosci beleczkowej trzondéw kregéw obnizyta sie istotnie
w ciggu 10 lat. Ponadto, stopnien tego obnizenia nie zalezat od wyj$ciowego zaawansowania
zmian radiologicznych kregostupa. WnioskowaliSmy wiec, Ze zaawansowanie radiologiczne
osteoproliferacji nie ma wartosci predykcyjnej dla zaniku tkanki kostnej, oraz ze procesy te
nie oddziatuja ze soba w prosty, korelatywny sposob.



Brak takiego prostego sprzeienia przemawia za udzialem w tej interakcji réznych,
wzajemnie ze sobg powigzanych systeméw komérkowych i molekularnych wptywajgcych
na remodelowanie tkanki kostnej oraz przeciwko uznaniu zapalenia za jedyny mechanizm
spustowy dla obu tych proceséw.

Whioskiem praktycznym, wyptywajacym ze stwierdzenia tego funkcjonalnego rozprzezenia
zaniku kostnego z osteoproliferacjg, jest potrzeba stosowania w tej chorobie lekéw, ktére
powinny wplywaé¢ na kazdy z tych proceséw z osobna. Nie wydaje sie aby skuteczne
leczenie przeciwzapalne mogto réwnoczeénie hamowaé osteoporoze i osteogeneze, na co
dowodéw dostarczyty badania kliniczne z wykorzystaniem inhibitoréw TNF alfa. Leki te,
pomimo skutecznego hamowania zapalenia nie wptynety Kkorzystnie na zahamowanie
postepu osteoproliferacji w kregostupie.

2. Korkosz M, Gasowski ], Leszczynski P, Pawlak-Bu$ K, Jeka S, Kucharska E, Grodzicki T.
High disease activity in ankylosing spondylitis is associated with increased serum
Sclerostin level and decreased Wingless protein-3a signaling but is not linked with
greater structural damage. BMC Musculoskelet Disord. 2013 March 19;14:99.

Celem pracy byta analiza zwigzku pomiedzy biatkami kontrolujagcymi przebudowe tkanki
kostnej a aktywnoscig kliniczng i zaawansowaniem osteosyntezy, tj. zmian radiologicznych
w kregostupie. Poniewaz dotychczas nie wyjasniono jednoznacznie, czy aktywno$é¢ ZZSK
wplywa na uktady komérkowe i molekularne sterujace tworzeniem nowej tkanki kostnej
(syndesmofitow), dlatego podjeliSmy probe wyjasnienia czy zwiekszona aktywnosé
kliniczna ZZSK powoduje przekierowanie remodelowania tkanki kostnej w kierunku
tworzenia. Powszechng wsréd klinicystow opinig jest, ze im wieksza aktywno$¢ choroby
tym wiekszego stopnia zesztywnienie kregostupa w wyniku nasilonej osteoproliferacji.

U pacjentéw z wysoka aktywnos$cig choroby (m.in. wskaznik BASDAI > 4) stwierdzono
istotnie wyzsze stezenie sklerostyny niz w grupie kontrolnej, a nizsze Wnt-3a niz u
pacjentow z niska aktywnoscig choroby i grupy kontrolnej. Sklerostyna jest biatkiem,
ktérego stezenie w surowicy zwieksza sie pod wptywem TNF alfa, i ktére hamuje dwa
najbardziej dystalne uktady pobudzajace osteoblast do kosciotworzenia, tj. grupe biatek
morfogenetycznych ko$ci (BMP) oraz grupe biatek Wingless (Wnt).

WyciagneliSmy wniosek, ze wysoka aktywnos$¢ kliniczna choroby powoduje zwiekszenie
stezenia sklerostyny a ta z kolei obniza stezenia Wnt-3a. Z drugiej strony analizujac
zaawansowanie zmian strukturalnych w kregostupie, m.in. liczbe syndesmofitéw, w grupie
z wysoka i niska aktywnoscia choroby, nie stwierdziliSmy istotnej réznicy we wskazniku
radiologicznym mSASSS (modified Stoke’s ankylosing spondylitis spine score), ktéry jest
obecnie najlepszym narzedziem pomiaru zaawansowania zmian strukturalnych w
kregostupie. W zwigzku z powyzszymi zaproponowaliémy wniosek koricowy, ze wysoka
aktywnos$¢ choroby nie przekiada sie per se na zwiekszone uszkodzenie strukturalne
kregostupa, tj. nasilong osteogeneze.

Przyjete w praktyce zatozenie, ze zwigkszona aktywnos$¢ choroby powoduje szybszy postep
zmian radiologicznych jest zatem watpliwe. Co ciekawe, jest coraz wiecej dowoddéw, ze
osteogeneza nabiera przyspieszenia wtasnie w okresach samoistnego, cyklicznego
zmniejszania si¢ aktywnosci choroby, co zaktada nie udowodniona jeszcze hipoteza
»hamulca TNF alfa”. Wedtug niej, malejgce stezenie TNF alfa ,zwalnia” hamujacy wplyw



sklerostyny, a takze innego silnego inhibitora osteogenezy, Dkk-1, na biatka promujgce
kosciotworzenie, Wnt i BMP.

W tym $wietle interesujace sa wyniki badan inhibitoréw TNF alfa, ktore hamujac zapalenie
obnizajg stezenie inhibitoréw osteogenezy. O ile nie mozna postawi¢ znaku réwnosci
pomiedzy niska aktywnos$cig choroby spowodowang leczeniem inhibitorem TNF alfa a
samoistnymi okresami remisji, o tyle wydaje sie prawdopodobne, ze w obu tych sytuacjach
osteogeneza nabiera przyspieszenia, przynajmniej na poziomie molekularnym, co
wykaialis’;my W omawianej pracy.

3. Korkosz M, Gasowski ], Leszczynski P, Pawlak-Bus K, Jeka S, Siedlar M, Grodzicki T.
Effect of Tumour Necrosis Factor-alpha inhibitor on serum level of Dickkopf-1 protein
and bone morphogenetic protein-7 in ankylosing spondylitis patients with high disease
activity. Scandin ] Rheuma; 2013 in press

Celem pracy - w nawigzaniu do pracy 2, byta analiza 6-miesiecznego wptywu antagonistow
TNF alfa na dwa przeciwstawne uktady biatek regulujace osteogeneze w ZZSK: (1) biatko
morfogenetyczne kosci-7 (BMP-7) i biatko Wingless-3a (Wnt-3a) pobudzajace osteogeneze,
oraz (2) sklerostyne i Dickkopf-1 (Dkk-1) produkowane pod wptywem TNF alfa i hamujace
aktywno$¢ BMP i Wnt.

Ze wzgledu na nie do konca rozstrzygniety zwiazek zapalenia z osteogenezg, tj.
niewyjasnione pytanie czy procesy te s3 ze sobg molekularnie zwigzane czy nie, przyjeto
dwie hipotezy robocze: (1) leczenie anty-TNF alfa spowoduje zmniejszenie stezenia w
surowicy sklerostyny i Dkk-1, a w konsekwencji zwiekszenie stezenia Wnt i BMP - jezeli
zapalenie jest zwigzane z osteogeneza, i (2) leczenie anty-TNF alfa zmniejszy wprawdzie
stezenie sklerostyny i Dkk-1, ale nie wplynie istotnie na stezenie Wnt i BMP - jezeli nie ma
zwiazku zapalenia z osteogeneza.

W grupie leczonej przez 6 miesiecy inhibitorem TNF alfa stwierdzono istotne zmniejszenie
w surowicy stezenia Dkk-1 i zwiekszenie stezenia BMP-7. Istotnos¢ wptywu leczenia na
obserwowane w ciggu 6 miesiecy zmiany stezen tych biatek potwierdzita analiza metoda
regresji nieparametrycznej, uwzgledniajaca szereg zmiennych, m.in. czas trwania choroby,
wyjsciowe stezenie CRP i wskaznik uszkodzenia strukturalnego, mSASSS. Ponadto, po 6
miesiacach leczenia stezenia Dkk-1 i BMP-7 korelowaty wzajemnie istotnie ujemnie (r=-
0.64; p=0.004).

Uzyskane wyniki potwierdzity nasza pierwsza hipoteze, chociaz nie wykazano istotnych
zmian stezen sklerostyny i Wnt-3a. Wynikiem badania byto pokazanie, ze w grupie
pacjentow z ZZSK o wysokiej aktywnosci, ktérych $redni czas trwania choroby wynosit 8.8
lat, zapalenie jest sprzeione z osteogeneza na poziomie molekularnym, poniewaz
zahamowanie zapalenia inhibitorem TNF alfa powoduje zmniejszenie stezenia Dkk-1, a to z
kolei powoduje wzrost stezenia BMP-7, silnie promujacego osteogeneze.

Wyniki naszego badania w pewnym stopniu tlumacza, dlaczego w kilku badaniach z
antagonistami TNF alfa w ZZSK nie wykazano oczekiwanego hamowania osteogenezy i
progresji radiologicznej zmian w kregostupie. Nalezy jednak podkresli¢, ze molekularne
przyczyny postgpu osteogenezy w trakcie takiego leczenia - co sygnalizowaliSmy w pracy
2., nie zostaty jeszcze doktadnie poznane i wymagajg dalszych badan.



4. Korkosz M, Telesinska-Jasiowka D, Siedlar M, Lenart M. Otwarte badanie wptywu
etydronianu na markery obrotu kostnego, wskazniki zapalenia i uktad RANKL/OPG w
aktywnym zesztywniajacym zapaleniu stawéw kregostupa (ZZSK). Pilotowe badanie
wplywu etydronianu na liczbe i aktywno$¢ metaboliczng prozapalnej subpopulacji
monocytéw CD14+CD16+ we krwi pacjentow z ZZSK. Reumatologia, 2009; 47, 4:212-
222,

Celem badania byta odpowiedZz na pytanie czy etydronian, bisfosfonian dziatajacy
antyresorpcyjnie na tkanke kostng, dziata rowniez przeciwzapalne w ZZSK - a jezeli tak, to
czy jest to rezultatem hamowania prozapalnych monocytéw krwi obwodowej. Innymi stowy
- czy mozliwe jest zahamowanie resorpcji kosci i przewleklego zapalenia poprzez
zastosowanie jednego leku o udowodnionym dziataniu antyresorpcyjnym i
prawdopodobnym, na podstawie wczesniejszych badan autora, przeciwzapalnym - w
chorobie charakteryzujacej sie zanikiem tkanki kostnej i przewleklym zapaleniem.

Poddano analizie wptyw etydronianu na markery obrotu kostnego i sktadowe najbardziej
dystalnego uktadu regulujgcego aktywnosc osteoklasta, RANKL-OPG (rozpuszczalny ligand
receptora aktywujacego czynnik jadrowy kappa beta - osteoprotegeryna) u pacjentow z
ZZSK, z podwyzszonymi wskaznikami zapalenia, OB i(lub) CRP. Stwierdzono istotne
zmniejszenie stezenia CRP, oraz jak zaktadano, telopeptydu CTX, wskaZnika ko$cioresorpcji,
i osteokalcyny, wskazZnika ko$ciotworzenia. Nie zaobserwowano istotnych korelacji
pomiedzy stezeniem CRP a markerami obrotu kostnego, RANKL i OPG.

Wyniki sugeruja przeciwzapalne dzialanie etydronianu oraz brak sprzezenia pomiedzy
zapaleniem a obrotem kostnym w ZZSK, a to z kolei wpisuje sie¢ we wnioski uprzednich
prac, ze ztozonos$¢ interakcji przewlektego zapalenia z remodelowaniem tkanki kostnej w
ZZSK nie da sie uja¢ w proste zaleznosci. Taka analiza musi uwzglednié, ze sieci wzajemnych
petli sprzezenia zwrotnego, dziatajace na rézne punkty uchwytu, np. uktady TNF alfa/DKK-
1/sklerostyna czy Wnt/BMP jak i badany RANKL/OPG sa regulowane przez zltozone i
oddziatujgce na siebie mechanizmy.

Nie stwierdzono wprawdzie wptywu etydronianu na liczbe i sktad odsetkowy klasycznych i
prozapalnych monocytow krwi obwodowej niemniej jednak stymulowanie in vitro ich
aktywno$¢ spowodowato dwukrotnie wieksze wytwarzanie cytokiny przeciwzapalnej (IL-
10) niz zapalnej (TNF alfa). Uwzgledniajac relatywnie mata liczbe pacjentéw oraz
dawkowanie etydronianu zarejestrowane do leczenia osteoporozy pomenopauzalnej,
przypuszczalnie za mate do uzyskania petnego efektu przeciwzapalnego, nie ma mocnych
podstaw do okreslenia leku mianem przeciwzapalnego, chociaz daje obraz zlozonosci
interakcji pomiedzy zapaleniem a remodelowaniem tkanki kostnej w ZZSK. Warto
zauwazy(, ze o ile wplyw etydronianu na markery obrotu kostnego byt najwiekszy po
pierwszym 14-dniowym cyklu leczenia, o tyle stezenie CRP wykazato istotny trend
obnizania réwniez po drugim cyklu, co moze sugerowa¢, ze wptyw na prozapalne komérki
docelowe, gtéwnie monocyty, charakteryzuje sie mniejsza odwracalno$cia niz na
osteoklasty.

5. Omoéwienie pozostatych osiagnie¢ naukowo-badawczych

Moje zainteresowania naukowe koncentrujg sie w kilku obszarach tematycznych.



Przede wszystkim dotycza przebudowy tkanki kostnej w zesztywniajgcym zapaleniu
stawow kregostupa (ZZSK) oraz efektow ingerencji farmakologicznej w ten proces, co
zostato przedstawione powyzej jako zasadnicze osiagniecie naukowe w postepowaniu
awansowym i wiaze sie z tematem pracy doktorskiej.

Drugim obszarem zainteresowan jest udziat prozapalnej subpopulacji monocytéw w
podtrzymywaniu zapalenia, co taczy sie z uszkodzeniem tkanki kostnej w chorobach
zapalnych. Wyniki badania pilotowego w ZZSK przedstawitem w omoéwieniu osiggniecia
naukowego (Reumatologia, 2009). Natomiast u pacjenta z reumatoidalnym zapaleniem
stawoéw (RZS), u ktérego w ramach badania klinicznego stosowaliSmy przeciwciato
monoklonalne przeciwko czynnikowi stymulujgcemu dojrzewanie kolonii makrofagow,
anty-M-CSF, potwierdziliSmy jako pierwsi, ze dojrzewanie monocytéw Kklasycznych
(CD14++CD16-) do posrednich (CD14++CD16+) i prozapalnych (CD14+CD16++) wymaga
statej obecnosci M-CSF we krwi (Blood, 2012).

Trzecim obszarem moich zainteresowan, sa markery uszkodzenia $rédbtonka w zapalnych
chorobach reumatycznych, gtownie w ZZSK i RZS, co zaowocowato dwoma publikacjami.
Pierwszej, w ktorej stwierdziliSmy, ze inhibitory TNF alfa w aktywnym ZZSK nie wptywaja
na stezenie markera uszkodzenia Srodbtonka, asymetrycznej dimetylargininy, ADMA, w
surowicy lub ten wplyw nie udaje sie przetozy¢ na spadek stezenia ADMA w surowicy
(Pharmacol Review, 2013). Wyniki drugiej, wzmacniajg rosnacg liczbe dowodéw na
zwiazek patofizjologiczny ADMA z autoprzeciwciatami, w naszym przypadku czynnikiem
reumatoidalnym, co zwieksza ryzyko sercowo-naczyniowe w chorobach reumatycznych
(Scandin ] Rheuma, 2012).

Kolejnym obszarem badan jest zastosowanie sztucznej inteligencji w jakosciowym i
ilosciowym wykrywaniu objawéw radiologicznych choréb reumatycznych na klasycznych
radiogramach, ktory jest mozliwy dzieki wspdétpracy z Instytutem Informatyki U], i ktéry
zaowocowatl szeregiem zwigzanych ze soba publikacji. Udowodnili$my, Ze jest mozliwe
opracowanie potilosciowej analizy komputerowej dla oceny geometrii stawéw i analizy
niektorych objawéw radiologicznych, charakterystycznych dla choréb reumatycznych, tj.
zwezenia szpary stawowej (Pattern Recognition, 2008), nadzerek (Lect Notes Comp Sci,

2011) i osteofitow (Adv Intellig Soft Comp, 2011).



