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Ocena

rozprawy doktorskiej mgr Agnieszki Zembskiej

Rola biatka TRAIL i jego wybranych receptoréw oraz polimorfizm genu
TNFRSF 10A w chorobach autoimmunologicznych tarczycy

Rozprawa doktorska przediozona przez mgr Agnieszke Zembska pochodzi z Katedry i Kliniki
Endokrynologii, Diabetologii i Leczenia Izotopami Uniwersytetu Medycznego im. Piastow Slaskich we
Wroctawiu, placowki znanej i cenionej nie tylko z powodu wysokiego profesjonalizmu w zakresie
leczenia chordb gruczotéw dokrewnych, ale réwniez z powodu prowadzenia szeroko zakrojonych
wielokierunkowych badan dotyczacych roznych aspektow endokrynologii, w tym tyreologii.

Autoimmunizacyjne choroby tarczycy (AITD) to obecnie najczestsze zaburzenia o
podiozu autoimmunologicznym. W populacji chorych przewazaja zapalenie tarczycy typu
Hashimoto oraz choroba Gravesa — Basedowa. Najogolniej mozna stwierdzi¢, ze u tych chorych
wystepuje niekompetentna odpowiedZ uktadu odporno$ciowego skierowana przeciwko
wiasnym tkankom, ktorej towarzyszy przewlekly stan zapalny. AITDs sa zaliczane do chor6b
0 ztozonej etiologii, poniewaz zaburzenia te rozwijaja sie
w wyniku interakcji migdzy wieloma czynnikami genetycznymi i $rodowiskowymi. Co
ciekawe, czynnikiem ryzyka wystapienia procesow autoimmunologicznych moze by¢ réwniez
wadliwie dziatajacy proces apoptozy, zaprogramowanej $mierci komorki. Ostatnio pojawia si¢
coraz wigcej informacji dotyczacych roli biatka TRAILwW procesie apoptozy w chorobach
autoimmunologicznych, w tym w chorobach tarczycy. Jednoczesnie, dysponujemy wiedza, ze
prawie 80% udziatu w rozwoju oraz progresji AITD maja czynniki genetyczne, w tym jak sie
zdaje, mutacje i polimorfizmy genow zwiazanych z funkcjg uktadu odpornosciowego.

Aktualne  doniesienia naukowe potwierdzaja udzial apoptozy W chorobach
autoimmunizacyjnych tarczycy, jednak rola rozpuszczalnej formy biatka TRAIL 1 jego
receptorOw w procesie zaprogramowanej $mierci komorki nie jest do kofica poznana w tych
schorzeniach. Polaczenie si¢ biatka TRAIL z jego receptorami $mierci, a wigc z receptorem
DR4 i DR5 prowadzi do pobudzenia sygnatu prowadzacego do aktywacji szlaku
apoptotycznego. Zaobserwowano, ze zwiekszone stezenie biatka TRAIL wystepuje W chorobie
Gravesa i Basedowa, natomiast mniejsze w chorobie Hashimoto. Nie dysponujemy jednak
zadnymi doniesieniami, ktore wskazywatyby na istnienie zwigzku miedzy polimorfizmem genu
TNFRSFI104 kodujgcego receptor DR4 z wystepowaniem choroby autoimmunizacyjnej

tarczycy.



Tematyka pracy, ktorej podjeta si¢ Doktorantka jest wiec niezwykle aktualna i interesujaca,
ambitna i trudna, skupia sie¢ bowiem na ocenie zaleznosci stezen biatka STRAIL, sTRAIL-R1,
sTRAIL-R2, OPG oraz czesto$ci wystepowania alleli polimorfizméw genu TNFRSF10A4 u 0s6b
7z chorobami autoimmunologicznymi tarczycy oraz wsroéd osob zakwalifikowanych do grupy
kontrolne;j.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska ma charakter monografii liczacej 124
strony. Rozprawa zawiera klasyczne rozdzialy (czesci) stosowane w tego typu opracowaniach.
Rozpoczyna ja strona tytutowa. Tytul powinien by¢ krotki, zwiezly i treSciwy i taki wiasnie
jest. Zaraz po tytule Doktorantka wymienia Recenzentéw, nie zapomniata tez o
podzigkowaniach skierowanych do Pana Promotora, oséb zaangazowanych w powstanie
rozprawy doktorskiej a takze do cztonkéw najblizszej Rodziny, co jest bardzo mile. Na
poczatku monografii znajdujemy spis treci, wykaz skrétow, spis tabel oraz rycin. W
rozbudowanym wprowadzeniu znajdujemy dokladne analizy kliniczne zapalenia tarczycy
Hashimoto oraz choroby Gravesa i Basedowa. Jest to rzetelny i nowoczesny opis jednostek
chorobowych, ktéry ma niewatpliwie walor dydaktyczny.

Kolejne zajmujgce fragmenty wstepu to opis réznych aspektow biochemicznych i klinicznych
biatka TRAIL, szeroki opis zjawiska apoptozy i jej znaczenia a takze krotkie rozwazania na
temat ewentualnego znaczenia polimorfizmu genu TNFRSF10A.

W nastepnej kolejnosci Autorka precyzyjnie przedstawila zalozenia, o ktorych juz
wspomniatem wczesniej, oraz 5 doktadnych celéw pracy.

Material i metody opisane sa rowniez precyzyjnie i przejrzyscie.
Grupe badang stanowili pacjenci z choroba autoimmunizacyjng tarczycy w wieku 20-81 lat,
gtéwnie kobiety. W celu doktadnej analizy wptywu biatka sTRAIL i badanych polimorfizmow
genetycznych na wystgpowanie AITD grupg badang podzielono na dwie podgrupy: z
zapaleniem tarczycy typu Hashimoto oraz z choroba Gravesa i Basedowa przy uwzglednieniu
stusznie przyjetych przez Autorke kryteriow wiaczenia.
Grupe kontrolna stanowity osoby w wieku 30-78 lat. Kryteriami wigczenia do grupy kontrolne;j
byl stan pacjentéw w eutyreozie klinicznej i hormonalnej, bez wola i z ujemnymi
przeciwciatami przeciwtarczycowymi. Natomiast kryteriami wylgczenia pacjentdw zarowno z
grup badanych, jak i kontrolnej byly: cukrzyca, przewlekla choroba zapalna lub ukladowa,
niedawna lub aktualna choroba infekcyjna, brak zgody na badania. U wszystkich pacjentow na
podstawie dokumentacji medycznej analizowane byty wyniki badan laboratoryjnych oraz dane
kliniczne, takie jak: wiek, wzrost, masa ciala, wskaznik masy ciata.
Projekt badania uzyskal zgode Komisji Bioetycznej dziatajacej przy Uniwersytecie
Medycznym we Wroctawiu (zgoda nr KB 528/2018), badanie przeprowadzono zgodnie z
deklaracja Helsinska.

Doktorantka w czesci metodycznej opisuje doktadnie metody analiz laboratoryjnych
parametréw gospodarki weglowodanowej, gospodarki lipidowej, TSH, hormonow tarczycy,
przeciwcial przeciwtarczycowych, metody oceny stezen biatek sTRAIL, sTRAIL-R1, sTRAIL-
R2, OPG oraz metody identyfikacji polimorfizméw genu TNFRSF10A.



Wedhig Recenzenta zebrany material jest wystarczajacy dla nalezytego
udokumentowania wynikoéw i wnioskéw a metodyka postgpowania badawczego jest dobrana
wlasciwie oraz precyzyjnie opisana.

Zgromadzony material opracowano statystycznie prawidlowo stosujgc nowoczesne

testy, odpowiednie do tego typu opracowan.
Analize statystyczng otrzymanych w pracy wynikow badan przeprowadzono w pakiecie
statystycznym R (wersja 4.0). Otrzymane wyniki zostaly przedstawione w tabelach lub/i na
wykresach z podaniem wartosci $redniej, odchylenia standardowego (+SD), mediany,
przedziatu kwartylowego (kwartyl pierwszy, kwartyl trzeci). Analizg statystyczng
przeprowadzono z dwoch niezaleznych powtorzen eksperymentu. Cechy ilosciowe
w przypadku dwoéch grup zostaly poréwnane za pomoca testu U Manna Whitneya,
a w przypadku trzech grup zastosowano analiz¢ wariancji ANOVA z analizg post hoc metoda
Tukeya (Aligned ranks transformation ANOVA, ART ANOVA). W celu poréwnania cech
jakosciowych w badanych grupach wykorzystano test Fishera. Test Spearmana zastosowano do
analizy istniejacych korelacji. W wykorzystanych w analizie statystycznej testach za minimalny
poziom istotnosci przyjeto p<0,05. Rownowaga Hardy'ego-Weinberga zostata zweryfikowana
za pomoca testu chi-kwadrat i poprzez oszacowanie oczekiwanych czgstosci genotypu na
podstawie kwadratu dwumianu dla tych polimorfizméw.

Wyniki badan zostaty przedstawione przejrzyscie, ujete w 21 rycinach i 38 tabelach.

Podsumowujac je, okazato sig, ze w chorobie Gravesa oraz w chorobie Hashimoto wystepuja
istotnie wicksze stezenia STRAIL niz u zdrowych oséb. Pacjenci z zapaleniem tarczycy typu
Hashimoto wykazywali znaczaco wigksze stezenia STRAIL-R1 w poréwnaniu do pacjentoOw z
choroba Gravesa oraz 0sob z grupy kontrolne;.

Badania wykazaly tez, ze wigksze stgzenie biatka OPG wystgpuja u ludzi starszych z choroba

Gravesa, a wiekszym stezeniom OPG towarzyszy rowniez mniejsze stezenie insuliny. W tej
grupie stwierdzono takze, ze im wigksze st¢zenie biatek STRAIL i sSTRAIL-R1 tym mniejsze
stezenia TSH oraz wigksze T3. Z kolei u pacjentow otylych z zapaleniem Hashimoto wykazano
wigksze stezenia STRAIL i sTRAIL-R1. Osoby z tej grupy z podwyzszonym stezeniem
tréjglicerydow rowniez prezentowaty wigksze stezenia bialka STRAIL, a podwyzszonemu
mianu przeciwciat anty-TPO towarzyszyly mniejsze stezenia STRAIL-R2 i wigksze OPG.
Analiza korelacji pomiedzy polimorfizmem rs6557634 a stgzeniem cholesterolu catkowitego i
frakcja cholesterolu LDL wykazala, ze wigksze stezenia cholesterolu catkowitego i LDL
wystepuja u homozygot GG z grupy GD oraz u homozygot AA z grupy HT.

W przeprowadzonym badaniu wykazano, ze w grupie choroby Gravesa glownie nosiciele
genotypu GA w polimorfizmie rs6557634 prezentowali znaczaco mniejsze stezenie TSH, a w
grupie HT homozygoty AA charakteryzowaty si¢ wigkszymi wartosciami TSH. W grupie
Gravesa heterozygoty GA i homozygoty AA miaty wigksze st¢zenia f13 i fT4, natomiast w

grupie Hashimoto homozygoty AA prezentowaly mniejsze st¢zenia obu hormondéw tarczycy.



Wariant polimorficzny GA w grupie z choroba Hashimoto charakteryzowal si¢ istotnie
najwiekszym mianem anty-TG w stosunku do genotypow GG i AA oraz wzgledem grup z
choroba Gravesa i grupy kontrolnej. W grupie Gravesa homozygoty AA prezentowaty

statystycznie wieksze wartosci TRAb w pordwnaniu do grupy Hashimoto i grupy kontrolnej.

Obszerna i rzeczowa dyskusja przeprowadzonych badan dowodzi szerokiej i rzetelnej
wiedzy Doktorantki dotyczacej poruszanych zagadnien, umiejetnosci wykorzystania
aktualnych danych z pismiennictwa, jak rowniez umiejetnosci krytycznego rozpatrywania
argumentow przemawiajacych za wnioskami. Wyrazem dojrzatosci naukowej mgr Zembskiej

jest tez krotki rozdzial dotyczacy zalet i ograniczen pracy, kiorych jest Swiadoma.
Autorka zaproponowata 6 wnioskéw, ktore znajduja pelne oparcie w catosci wWywodow.

Pismiennictwo, bardzo obszerne, glownie anglojezyczne sktada si¢ z 260 pozycji, 1 co
istotne, nie pomija réwniez istotnych doniesien polskich autorow. Rozprawa zawiera tez

streszczenia w jezykach polskim i angielskim.

Przechodzac do zbiorczej oceny dysertacji przedtozone] przez mgr Agnieszke
Zembska stwierdzi¢ trzeba, ze rozprawa ta dotyczy zagadnienia ciekawego, aktualnego,
bardzo waznego nie tylko dla badaczy zaj mujacych sie teoretycznie tyreologia, ale jak sadze,
w przysztosci rowniez dla lekarzy praktykow.

Wedtug Recenzenta przeprowadzone badania przyniosty wazne dane dotyczace
etiologii procesow autoimmunologicznych tarczycy, glownie w aspekcie regulacji procesu
apoptozy. Zastuga Autorki jest wigc dokonanie w zasadzie pionierskich badan
rozszerzajacych nasz dotychczasowy poglad na omawiane tu zagadnienie.

Zbierajac krétko w calo$¢ niniejszg oceng stwierdzi¢ trzeba, iz rozprawa wykazuje bardzo
dobra ogblng wiedzg teoretyczng Doktorantki co do odpowiednich rozdziatow biologii oraz
endokrynologii — gtownie tyreologii, dowodzi takze umiejetnosci prowadzenia pracy
badawczej w tym zakresie. Oceniana rozprawa nosi cechy samodzielnego dorobku naukowo-
badawczego Autorki, spetnia warunki okreslone w art. 13 Ustawy 1 z dnia 14 marca 2003r. o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. nr 65, poz.
595 z pdzn. zm), zglaszam przeto do Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Uniwersytetu
Medycznega we Wroctawiu wniosku o dopuszczenie mgr Agnieszki Zembskiej do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.
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