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rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Wawrzyckiej-Adamczyk pt.:
»Rola markeréw odpowiedzi immunologicznej Th17 i Treg w ocenie aktywnosci

ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn (GPA)”.

Praca doktorska zostala wykonana w II Katedrze Choréb Wewnegtrznych im. Prof. A.
Szczeklika Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego w Krakowie, pod kierunkiem

prof. dr hab. med. Jacka Musiala.

Ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn (GPA — granulomatosis with polyangiitis) to
choroba wystepujaca rzadko (ok. 2,5-10 przypadkéw na milion), ale o cigzkim przebiegu
klinicznym, charakteryzujaca si¢ martwiczym zapaleniem naczyn krwiono$nych matego i
sredniego kalibru w r6znych narzadach, glownie w ukladzie oddechowym i nerkach. Chociaz
najczgsciej zapadaja na nig osoby w piatej dekadzie zycia, to dotyka ona takze dzieci. Chorzy
wymagaja intensywnego leczenia immunosupresyjnego. Przed wprowadzeniem do terapii
glikokortykosteroidow i cyklofosfamidu, $miertelnogé chorych na GPA byla bardzo wysoka,
bliska 90%. Wczesna diagnostyka i odpowiednie leczenie immunosupresyjne sprawily, ze
obecnie choroba przebiega z okresami zaostrzen i remisji. Remisje kliniczng osiaga niemal
90% chorych, jednak u co najmniej 50% sg nawroty choroby. Z tego powodu trwaja

intensywne poszukiwania uzytecznych w praktyce klinicznej biomarkerow aktywnosci



choroby, wskaznikow predykcyjnych i prognostycznych, ktére moglyby ulatwi¢ dobor
odpowiedniej terapii i zapobiegac¢ nawrotom choroby.

Ziarniniakowato$¢ z zapaleniem naczyn nalezy do grupy pierwotnych zapalen naczyn
powigzanych z  obecno$ciga  przeciwcial  przeciwko  cytoplazmie  granulocytow
obojetnochtonnych (ANCA — anti-neutrophil cytoplasmic antibodies). Uwaza si¢, ze ANCA
bezposrednio uszkadzaja srodblonek naczyn oraz aktywuja krazace, uczulone neutrofile. Tym
z kolei komorkom przypisuje si¢ kluczowa rolg¢ w patogenezie choroby, m.in. poprzez
tworzenie zewnatrzkomorkowej sieci NET, uwalnianie mikroczasteczek, wytwarzanie
reaktywnych form tlenu i degranulacj¢ enzymoéw uszkadzajacych s$rodblonek naczyn.
Podkreé$la si¢ takze udzial alternatywnej drogi aktywacji dopeilniacza w tych procesach.
Pomimo dowoddéw wskazujacych na patogenng rolg ANCA, przydatno§¢ oznaczania miana
tych przeciwcial do prognozowania klinicznego przebiegu choroby i podejmowania
odpowiednich decyzji terapeutycznych jest weigz dyskutowana, wydaje si¢ by¢ ograniczona
do okreSlonego podtypu choroby i wymaga dalszego potwierdzenia. Uzytecznos¢
proponowanych biomarkerow odzwierciedlajacych aktywacje¢ komorek uktadu odpornosci
wrodzonej (neutrofilow, makrofagéw) jest jeszcze slabiej udokumentowana. W
ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn, podobnie jak w innych chorobach o podiozu
autoagresyjnym, obecno$¢ patogennych autoprzeciwcial a takze opisywane zaburzenia
iloSciowe i czynno$ciowe limfocytow T wskazujg na wazng rolg uktadu odpornosci nabytej w
rozwoju choroby. Nie ma jednak jasno$ci, czy nieprawidlowosci dotyczace limfocytow T sa
powiazane z obrazem klinicznym choroby i/lub maja znaczenie prognostyczne.

Doktorantka podjela to zagadnienie stawiajac sobie za cel zbadanie, czy zmiany
w obrazie odsetkowym subpopulacji limfocytow T sa markerem aktywnosci
ziarniniakowatosci z zapaleniem naczyn. Aby zrealizowa¢ zamierzenie pracy doktorantka

sformulowata cele szczegdlowe, ktore okreslaja zakres przeprowadzonych badan i obejmuja



oceng ilosciowa: (i) podstawowych subpopulacji limfocytow T — pomocniczych (CD4+) i
cytotoksycznych (CD8+); (ii) podtypéw pomocniczych limfocytow T (Thl, Th2, Thl7,
Th22), identyfikowanych na podstawie wytwarzanych cytokin oraz odpowiednikow
wykonawezych tych komorek, wyréznianych w oparciu o ekspresje receptoréw
chemokinowych, a takze (iii) regulatorowych limfocytow T (Treg), w tym komodrek z
niedoborem funkcji supresorowej (AE2-FoxP3+). Zaleta pracy jest to, iz powyzsze
oznaczenia doktorantka przeprowadzita w odpowiednio dobranych grupach chorych: (i) w
fazie zaostrzenia i stabilnej remisji oraz (ii) z zaostrzeniem choroby przed i po
szesciomiesigeznej terapii immunosupresyjnej i osiagnieciu wczesnej remisji kliniczne;.
Ukiadem odniesienia byla grupa zdrowych dawcow.

Przedstawiona do oceny praca liczy 100 stron tekstu, ma typowy uklad. Rozpoczyna
sig spisem treSci i wykazem stosowanych skrétow (wyjasnienie niektorych skrotow, np.
CTLA4, GITR, NFxB, PTPN22, jest nieprecyzyjne), zawiera 5 rozdzialow (,,Wstep”,
~Zalozenia i cele pracy”, ,Materialy i metody”, ,,Wyniki”, ,Dyskusja”), po ktorych
zamieszczone sa ,,Wnioski”, ,,Streszczenie” w jez. polskim i jez. angielskim oraz wykaz
pismiennictwa.

*  Wstep, liczacy 20 stron, w sposob przejrzysty i wyczerpujacy omawia nastgpujace
zagadnienia dotyczace ziarniniakowato$ci z zapaleniem naczyn: (i) epidemiologie i
obraz kliniczny wraz z opisem wskaznikéw klinicznych stuzacych ocenie aktywnosci
zapalen naczyn (skala BVAS), utrwalonych uszkodzen narzadowych (wskaznik VDI),
jakosci zycia (kwestionariusz SF-36), wskaznikow prognostycznych (skala FFS); (ii)
podstawowe  mechanizmy etiopatogenezy (uwarunkowania genetyczne,
charakterystyke i znaczenie ANCA, role neutrofiléw, innych komorek i mediatorow
zapalenia); (iii) udzial limfocytow T w etiopatogenezie, w tym role komoérek Th17 i

Treg, z rozszerzeniem na inne choroby autoimmunizacyjne. Jest to bardzo dobre



wprowadzenie uzasadniajace cel i zakres badan przeprowadzonych przez doktorantke,
cho¢ czes¢ cytowanych prac dotyczacych limfocytow T mogtaby by¢ przeniesiona do
dyskusji.

Zalozenia i cele badawcze sg sformulowane logicznie i precyzyjnie.

Metody badawcze nie budza zastrzezen. Na podkre$lenie zastluguje bardzo dobry
dobor grupy badanej i ocena kliniczna chorych na GPA. W oznaczeniach
laboratoryjnych autorka rozprawy stosowala oceng cytometryczng, zarowno do
okreslenia fenotypu komorek, wytwarzanych przez nie cytokin, jak i oszacowania
ekspresji czynnika transkrypcyjnego FoxP3. Zaleta pracy jest zastosowanie
komplementarnych metod do identyfikacji subpopulacji limfocytow T, w tym Treg.
Cennym uzupelnieniem jest przedstawiony graficznie schemat badania oraz wykresy z
cytometru ilustrujace metode analizy subpopulacji limfocytow. W analizie wynikow
zastosowano wlasciwe testy statystyczne.

Wyniki sa opisane przejrzyscie, w logicznym porzadku, zgodnie z zaplanowanymi
celami szczegotowymi. Przedstawiono je graficznie w formie 2 tabel i 13 rycin (na ryc
16 jest btad — panel $rodkowy i prawy sg identyczne). Najwazniejszymi osiagnigciami
badan sa nastgpujace obserwacje: (i) charakterystyczna cechg chorych na GPA jest
zwiekszona liczba limfocytow Treg posiadajacych izoforme¢ czynnika
transkrypcyjnego FoxP3 bez egzonu 2 (AE2-FoxP3+), jak réwniez zwigkszona liczba
komorek wytwarzajacych IL-17 i 1L-22, w tym pomocniczych limfocytow Thl7 i
Th22 i ich odpowiednikow czynnos$ciowych (,,Th17-like”, ,,Th22-like”); liczba tych
komorek jest niezalezna od aktywnosci klinicznej choroby, ani nie koreluje z
analizowanymi wskaznikami procesu chorobowego; (ii) w fazie stabilnej remisji
klinicznej dochodzi do limfopenii, dotyczacej przede wszystkim pomocniczych

limfocytow T, a takze wzrostu odsetka limfocytéw Th2 (i komorek wytwarzajacych



IL-4) oraz odsetka Treg; (iil) odsetek limfocytow Treg koreluje ujemnie ze
wskaznikiem aktywno$ci klinicznej choroby (BVAS) i wskaznikiem uogdlnionej
odpowiedzi zapalnej (CRP); (iv) w fazie wczesne] remisji nie dochodzi do
normalizacji powyzszych zaburzen, a ich charakter jest podobny jak w fazie
zaostrzenia. Autorka konkluduje, Ze ustgpowanie zmian w obrazie odsetkowym
limfocytow, charakterystycznych dla zaostrzenia GPA, trwa dluzej niz 6 miesigcy,
nawet jesli nie stwierdza sig¢ juz klinicznych cech aktywno$ci zapalenia naczyn.
Proponuje rowniez, ze odsetek limfocytow Treg moze znalezé zastosowanie jako
marker aktywnosci GPA.

Dyskusja jest napisana w sposob wywazony, podkresla najcickawsze osiagniecia
pracy nawigzujac do badan innych autorow, wskazuje takze nowe mozliwosci i
kierunki badawcze. W mojej opinii warto byloby jg wzbogaci¢ o fragment dotyczacy
limfocytow Th22 i IL-22, a takze poglebienie dyskusji na temat limfocytow Treg
(AE2-FoxP3+). Pewnym mankamentem jest brak odsytaczy do wynikow pracy (rycin)
oraz stosunkowo mata liczba cytowanych prac w poréwnaniu ze ,,Wstepem™.
Streszczenia (w jez. polskim 1 angielskim) napisane w sposéb zwiezty 1 klarowny
oddajg istote pracy, cho¢ zamieszczenie wniosku o zmianach ilosciowych limfocytow
T dziewiczych 1 wykonawczych jest niespojne i nie ma uzasadnienia w ,,Wynikach”.
PiSmiennictwo — dobrane wlasciwie ale sa pewne pomytki w cytowaniu i1 numeracji:
(1) praca nr 112 nie jest cytowana, zamiast niej przytoczono prace nr 111 (str. 22); (ii)
od 152 pozycji piSmiennictwa jest rozbiezno$¢ w numeracji cytowanych prac
pomigdzy tekstem a wykazem piSmiennictwa (przesuniecie o 1 pozycje); (iil) brak

tytulu pracy nr 195; (iv) zdarzaja si¢ drobne bledy literowe.



Przedstawiona do recenzji praca autorstwa mgr Katarzyny Wawrzyckiej-Adamezyk
spetnia wszelkie wymogi stawiane przed rozprawami doktorskimi (art. 13 Ustawy z dnia
14 marca 2003 r o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w
zakresie sztuki z poin. zm.; Dz.U. 2016, poz. 882), a drobne niedociagniecia redakcyjne
nie umniejszaja jej wartosci merytorycznej. W zwigzku z powyiszg pozytywna ocena,
zwracam si¢ do Wysokiej Rady Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego z
wnioskiem o dopuszczenie mgr Katarzyny Wawrzyckiej-Adamczyk do dalszych
etapow przewodu doktorskiego. Réwnoczesnie skladam wniosek o wyréznienie

omoéwionej pracy.
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