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Przedmiotem badan Doktorantki byta ocena udziatu wykonawczych i regulatorowych
limfocytéw T CD4" w patogenezie nefropatii toczniowej. Toczen rumieniowaty uktadowy
(systemic lupus erythematosus — SLE), przewlekla choroba zapalna o podiozu
autoimmunizacyjnym, wieloczynnikowej etiologii i wciaz nie w pelni poznanej patogenezie,
charakteryzujgca si¢ zréznicowanym obrazem klinicznym i przebiegiem, stanowi niezwykle
trudny problem kliniczny. Pomimo widocznej poprawy przezycia, $miertelno$é chorych na
SLE jest wcigz kilkakrotnie wyzsza niz w populacji ogllnej, a objawy zagrazajace zyciu, w
tym zajecie nerek, nadal czgste. Co wiecej, chorych z nefropatia toczniowa cechuje
dwukrotnie wyzszy wskaznik $miertelnosci niz chorych na SLE bez tego powiktania.
Toczniowi rumieniowatemu uktadowemu towarzyszg liczne zaburzenia dotyczace uktadu
odpornosci wrodzonej i nabytej. Kluczowa role patogenng petnig aktywowane limfocyty B i
autoprzeciwciala o szerokim spektrum swoisto$ci, a uposledzone oczyszczanie tkanek z

odktadajgcych si¢ komplekséw immunologicznych inicjuje odpowiedz zapalng. Limfocytom



T przypisuje si¢ udziat w podtrzymywaniu odpowiedzi zapalnej i humoralnej odpowiedzi
autoreaktywnej, funkcje immunoregulacyjne tych komdrek wydajg si¢ zaburzone, a w
nefropatii toczniowej wskazuje si¢ na patogenng role limfocytéw Th17 i innych komoérek
wytwarzajacych interleuking 17 (IL-17). Pomimo intensywnych badan, udzial limfocytéw T
w patogenezie SLE pozostaje niejasny, a wiele obserwacji jest niespéjnych. Sposréd wielu
ocenianych lekéw biologicznych, nacelowanych na normalizacje ilo$ciows i czynnosciowa
réznych typdéw komoérek i wytwarzanych przez nie czynnikéw, tylko jeden lek (przeciwciato
neutralizujace czynnik wzrostu limfocytéw B — BAFF) okazat si¢ umiarkowanie skuteczny i
zostat zatwierdzony do leczenia chorych na SLE. Nadziej¢ na postgp w leczeniu chorych na
nefropati¢ toczniowg budzg ostatnie doniesienia wskazujace, ze poprawe kliniczng przynosi
podawanie matych dawek cytokin, takich jak IL-2 i IL-33, podtrzymujacych proliferacje i
czynnos¢ regulatorowych limfocytéw T (Treg), co podkres$la kluczowa role zaburzen

immunoregulacyjnych w rozwoju tego powiklania.

Powyzsze problemy poznawcze, jak i koniecznos¢ dalszego poszukiwania nowych
postepowan terapeutycznych, w peilni uzasadniajg cel i zakres badan opisanych w
przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej lek. Joanny Kosatki. Aby zrealizowac
gtowny cel pracy, zmierzajacy do okreslenia udzialu wykonawczych i regulatorowych
limfocytéw T CD4" w patogenezie nefropatii toczniowej, Doktorantka sformutowata hipoteze
badawczg, w ktorej zatozyta, 1z przyczyng zaostrzenia tego powiklania jest zmniejszenie
odsetka i/lub zaburzenie funkcji limfocytéw Treg, co prowadzi do zwigkszenia odsetka i/lub
aktywnosci limfocytéw Thl7. Hipoteza badawcza byla weryfikowana poprzez cele
szczegblowe: (i) ocen¢ fenotypowa, iloSciowg 1 czynnodciowg réznych subpopulacji
limfocytéw T CD4" z krwi obwodowej, ze zwréceniem szczegélnej uwagi na limfocyty Th17

1 Treg, oraz (ii) ocen¢ profilu immunologicznego prébek moczu, obejmujgca parametry



laboratoryjne i stgZenie cytokin prozapalnych oraz oszacowanie ekspresji genéw, zwigzanych

z funkcjg limfocytéw T CD4”, w komérkach osadu moczu.

W mojej ocenie, praca doktorska lek. Joanny Kosatki zostata bardzo dobrze
zaplanowana i w pelni zrealizowana. Jej najwazniejszym osiggni¢ciem jest wykazanie, ze
zaostrzeniu nefropatii toczniowej towarzysza: (i) istotne zaburzenia immunoregulacji,
przejawiajgce si¢ zmniejszeniem liczby i dysfunkcja krazacych limfocytéow Treg, (ii)
wzmozone, uogolnione i lokalne, wytwarzanie cytokin odpowiedzi wrodzonej i nabytej,
zaleznej od limfocytéw Thi, (iii) a w komdérkach osadu moczu jest zwigkszona ekspresja
genéw kodujacych mediatory prozapalne i markery odpowiedzi typu Thl. Te obserwacje
dobrze korespondujg ze wspomnianymi, najnowszymi prébami leczenia chorych z nefropatiag
toczniowg poprzez normalizacj¢ ilosciowa i czynnosciowa limfocytéw Treg, wskazuja takze

nowe, potencjalne cele terapeutyczne.
Przedstawiona do oceny praca liczy 138 stron tekstu i ma typowy uktad.

*  We Wprowadzeniu, obejmujacym 12 stron i 3 ryciny, Doktorantka w sposéb zwigzly i
przejrzysty podaje rys historyczny dotyczacy SLE, omawia epidemiologi¢ i obraz
kliniczny tej choroby, biologi¢ pomocniczych limfocytéw T, ze szczegllnym
podkresleniem subpopulacji Th17 i Treg, a takze udzial tych komérek w procesach
autoimmunizacji oraz w patogenezie SLE.

* Rozdzial opisujgcy Material i metody w sposéb wyczerpujacy podaje informacje
dotyczgce grupy objetej badaniami, uzupetnione tabelami (Tab. 1-4), zawierajgcymi
szczegblowe dane dotyczace kryteriw klasyfikacyjnych i oceny aktywnosci
klinicznej choroby. Badania przeprowadzono u 34 chorych na SLE z zajeciem nerek,
wsr6d ktorych wyodrgbniono grupe z zaostrzeniem choroby pod postacia aktywnej

nefropatii toczniowej oraz grupe w remisji klinicznej. Grupe kontrolng stanowito 19



zdrowych dawcéw, ktérzy pod wzgledem wieku i1 plci nie réznili si¢ od grupy
chorych. Dobér 1 opis metod badawczych, w tym uzytych testéw statystycznych, sg
wlasciwe 1 nie budzg zastrzezen. Doktorantka stosowala rézne techniki laboratoryjne
(cytometri¢ przeplywowa, izolacje¢ immunomagnetyczng subpopulacji limfocytéw T,
oznaczanie st¢zenia mediatorow zapalnych metodg Luminex, ocen¢ ekspresji mRNA
reakcja PCR w czasie rzeczywistym, testy czynnosciowe), $wiadczace o jej dobrym
przygotowaniu i do$wiadczeniu w prowadzeniu prac badawczych. Przedstawione na
rycinach (Ryc. 4-10) sposoby identyfikacji subpopulacji limfocytéw i schematy testow
czynno$ciowych sg cennym i klarownym uzupetnieniem tego rozdziatu.

Sposéréd wielu wynikéw, przedstawionych przejrzyscie w 9 tabelach i na 39

rycinach, na podkreslenie zastugujg te, ktére dokumentuja zaburzenia wystepujace z

wiekszym nasileniem u chorych z zaostrzeniem nefropatii niz u chorych w remisji,

takie jak:

(i) limfopenia, obejmujacg m.in. limfocyty T CD4" oraz subpopulacje

czynnosciowe (Thl, Th2, Th17, Th22) tych komérek;

(ii) obnizona liczba limfocytéw Treg (CD4*CD25™$"CD127"%), korelujaca
ujemnie ze wskaZnikami aktywnosci choroby, oraz upo$ledzenie funkcji

supresyjnej tych komérek;

(iii) zwickszony odsetek limfocytéw Treg (FoxP3") wykazujgcych ekspresje
kompleksu GARP/LAP-TGFp, korelujacy dodatnio ze wskaznikami aktywnosci

choroby;

(v) podwyzszone stezenia podobnego zestawu chemokin w surowicy (CXCLI10,
CCLS5, CCL4, CCL2) i moczu (CXCL10, CCL5, CCL2) oraz dwéch cytokin
(odpowiednio IL-10 i IL-6) oraz wykazanie, ze najlepsza warto$¢ diagnostyczng
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w wykrywaniu aktywnej nefropatii miaty stgzenia IL-10 i CCLS w surowicy oraz

CXCLI10 i CCL2 w moczu;

(vi) zwigkszona ekspresja mRNA kodujacych markery limfocytéw T (CD3G,
CD4, CD8A, IFNG, CCLS5), czynnik transkrypcyjny T-bet swoisty dla
limfocytow Th1 (TBX21) i cytokiny odpowiedzi wrodzonej (IL-10, TNF, CCLZ)
oraz wskazanie, ze ekspresja markeréw zwiazanych z limfocytami T/Thl
(TBX21, CD3G, CD4), ale nie z limfocytami Th17, jak réwniez ekspresja dwdch
cytokin (IL-10 i CCL2) sg potencjalnymi biomarkerami aktywnej nefropatii

toczniowe;j.

W odréznieniu od tego, Doktorantka stwierdzita podwyzszony odsetek krazacych
limfocytéw Th17 u wszystkich chorych z nefropatia toczniowa, ale nie wykazywat on

zadnego zwigzku z aktywnoscia choroby.

Moim zdaniem, informacje zawarte na ryc. 49 sa, ze wzgledu na znikoma liczbe
obserwacji, niewiarygodne. Oprécz tego, niejasne jest kryterium wyodrebnienia
sposréd chorych w remisji podgrupy o ,,prozapalnym” profilu ekspresji mRNA w

komérkach osadu moczu, co poddaje w watpliwo$é interpretacie tej czesci analizy.

Dyskusja, napisana interesujgco, $wiadczy o dobrej znajomosci pi$miennictwa.
Omawiajac otrzymane wyniki Autorka zestawia je w sposéb krytyczny z wynikami
innych autoré6w, a w przypadku rozbieznosci wskazuje mozliwe przyczyny, np.
réznice w sposobie identyfikacji subpopulacji limfocytéw T, kryteriow wiaczenia do
badan, leczenia. Jednak brak odniesien do tabel i rycin utrudnia odbiér. Ponadto, w
omowieniu zabraklo gigbszej analizy stwierdzonych przez Doktorantke zaburzen
dotyczgcych limfocytéw Treg. Moim zdaniem, ta cze$é wynikéw ma duza wartosé

merytoryczng i moze by¢ wstgpem do dalszych badan nad przyczyna dysfunkcji tych



komérek u chorych z nefropatig toczniowa. Czegs$¢ przedstawionych wynikéw, tj.
niedobér ilo§ciowy Treg (CD4*CD25™#"CD127°%), ich uposledzona aktywnos¢
supresyjna i korelacje pokazujace, ze mniejsza liczba tych komorek jest powigzana z
gorszym obrazem klinicznym, sg logiczne, spodziewane i uzupelniaja obserwacje
innych badaczy. Natomiast stwierdzone przez Doktorantke, czestsze niz u 0s6b
zdrowych, wystepowanie kompleksu LAP/GARP na limfocytach Treg (FoxP3")
pochodzacych od chorych z nefropatia toczniowa, niekoniecznie $wiadczy o
wytwarzaniu przez te komdrki aktywnego biologicznie TGFP, zwlaszcza, ze
zwickszony odsetek tych komoérek jest powigzany z gorszym obrazem klinicznym. Jak
Doktorantka tlumaczy te zaleznosci?

e  Whioski klarowne i dobrze sprecyzowane.

e Streszczenie (w jezyku polskim i angielskim) oddaje istot¢ pracy.

e Bibliografia dobrze dobrana, zawiera 239 pozycji.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spelnia wszelkie
wymogi stawiane rozprawom doktorskim (art. 13 Ustawy z dnia 14 marca 2003 r o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz stopniach i tytule w zakresie sztuki z pézn.
zm.; Dz.U. 2016, poz. 882) i1 zastluguje na wysoka oceng. W zwigzku z powyisza
pozytywng oceng, zwracam si¢ do Wysokiej Rady Collegium Medicum Uniwersytetu
Jagiellonskiego z wnioskiem o dopuszczenie lek. Joanny Kosatki do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego. Rownoczesnie skladam wniosek o wyréznienie omowionej

pracy.
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