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Rozprawa na stopien doktora nauk medycznych lek. med. Przemystawa Janusza

zostala przedstawiona do recenzji jako oprawiony 1135 stronicowy maszynopis zawierajacy

15 tabel, 3 ryciny, 12 wykresow i 248 pozycji pismiennictwa utozonych w kolejnosci cytowania.
Praca ma typowy uklad rozdzialow, sa to: spis tresci, wstep, zalozenia i cele pracy. material i
metodyka, wyniki, dyskusja, wnioski, indeks stosowanych skrotéw i symboli, pismiennictwo,

streszczenie w jezyku polskim i angielskim oraz suplement zawierajacy tabele.

Orbitopatia tarczycowa (OT) wystepujaca w przebiegu choroby Graves-Basedowa jest choroba
autoimmunologiczng tkanki lacznej oczodolu. Wewnatrzoczodolowe nacieki komorek
jednojadrzastych, uwalnianie cytokin, gromadzenie hydrofilnych glikozaminoglikanow prowadzi
do wystapienia charakterystycznych objawow klinicznych choroby takich jak obrzek tkanek
migkkich, wytrzeszcz, uszkodzenie migsni okoruchowych, diplopia czy uszkodzenie nerwu
wzrokowego w ci¢zkiej postaci choroby.

W patogenezie choroby Graves-Basedowa (MGB) i orbitopatii naciekowej biora udzial czynniki
genetyczne i srodowiskowe.

Region HLA-DR3 gléwnego uktadu zgodnosci tkankowej (MHC- major histocompatibility
complex) zawiera wiele genéw odpowiedzialnych za odpowiedz immunologiczna i jest Zwigzany
z wieloma chorobami autoimmunologicznymi. Okoto polowa pacjentéw z MGB posiada allel
DR3. Wykazano zwiazek DR3 z ryzykiem nawrotu choroby i wystapienia orbitopatii.

Innym z genéw zwiagzanych $cisle z wieloma chorobami autoimmunologicznymi jest gen
kodujacy CD40, genotyp CC tego genu szczegdlnie predysponuje do rozwoju MGB.
Udowodniono takze, ze polimorfizm satelitarny zlokalizowany w regionie 3° niepodlegajgcym
translacji genu CTLA-4 zwigzany jest z podatnoscig na chorobe MGB. Zlokalizowano kilka SNP
(single nucleotide polymorphism) genu TSH-R i genu tyreoglobuliny, ktore mogg mie¢ zwiazek
z MGB.

Uwaza sig, ze rowniez czynniki $rodowiskowe, takie jak zwigkszona podaz jodu,
zakazenia bakteryjne i wirusowe, podwyzszone stezenie p-cial p-tarczycowych, niektdre leki
stosowane w HIV, czy inteferon «, maja znaczenie w patogenezie tej choroby.

Wickszos¢ ekspertow akceptuje poglad, ze orbitopatia jest konsekwencja toczacego sie
procesu autoimmunologicznego. Czynnikami ryzyka zachorowania na orbitopati¢ jest ple¢
zenska i rasa azjatycka, a zwiekszone wystepowanie rodzinne OT potwierdza role czynnikow
genetycznych w patogenezie choroby. Wykryto wiele SNPs w genach mogacych predysponowac
do orbitopatii, takich jak gen IL-1, intron genu TSH-R, gen ARIDSB w locus 10q czy NRXN3 w
locus 14q.
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Poza czynnikami genetycznymi bada si¢ rowniez wplyw czynnikow epigenetycznych i

$rodowiskowych na rozwoj i przebieg OT. Podobnie jak w MGB jednym z czynnikow
srodowiskowych moga by¢ infekcje. Duza ilo$¢ pacjentow z MGB z obecnymi przeciwcialami
przeciwko Yersinia enterocolica swiadczy o pobudzeniu ukladu immunologicznego przez ta
bakteri¢. Wykazano, ze biatka blony zewngtrznej Y. enterocolica reagujg krzyzowo z domena
TSH-R. Istotnym czynnikiem srodowiskowym majagcym wplyw na rozwoj OT jest palenia
papierosow. Palenie papieroséw zwigksza ryzyko wystapienia wytrzeszczu i diplopii

u pacjentow z MGB, zwigksza ryzyko wystapienia i pogorszenia przebiegu orbitopatii

w porownaniu z niepalacymi pacjentami, aczkolwiek nie znamy czynnikdéw odpowiedzialnych
za to zjawisko.

Dane w pismiennictwie na temat patomechanizméw prowadzgcych do rozwoju
orbitopatii sa obszerne i dotykaja wielu aspektow tej autoimmunologicznej choroby, ale tez
wyniki wielu prac sg niejednoznaczne lub sprzeczne i wymagajg dalszych badan.

Lek. med. Przemystaw Janusz podjagl aktualny i interesujacy pod wzgledem naukowym i
praktycznym temat badawczy. Autor zbadal wptyw wybranych polimorfizmow genu receptorow
aktywowanych przez proliferatory peroksysomow o (PPARw) na rozwoj i przebieg orbitopatii w

chorobie Gravesa-Basedowa.

Wstep
W obszernym i dobrze udokumentowanym przegladem pismiennictwa wstepie, Autor

pracy opisatl:

L, znaczenie receptora dla TSH w rozwoju orbitopatii tarczycowej

2 rolg limfocytow T i B oraz cytokin w patogenezie orbitopatii

3. rolg fibroblastow oczodolowych i udziat fibrocytow CD34+ w rozwoju orbitopatii
tarczyOOcowej

4, adipogeneze i remodeling tkankowy w OT

5 role bialek tarczycy takich jak tyreoglobulina czy TSH-R w oczodole w rozwoju
orbitopatii

6. udzial receptora dla IGF-1

% rolg receptorow aktywowanych przez proliferatory peroksysomow v (PPARY) w regulacji
odpowiedzi autoimmunologicznej oraz w rozwoju choroby Graves-Basedowa i orbitopatii
tarczycowe;j

8. wplyw PPARa na regulacje odpowiedzi autoimmunologicznej oraz

9. udziat PPARa w rozwoju MGB i OT.



Receptory aktywowane przez proliferatory peroksysomow a (PPARa) wykazuja dzialanie
przeciwzapalne i immunomodulacyjne i jak udowodniono, moga wpltywaé na rozwdj chorob

autoimmunologicznych, rGwniez MGB i orbitopatii tarczycowe;j.

Celem rozprawy doktorskiej byla ocena wplywu trzech wybranych SNPs genu PPARa: rs
135551 (c.-127+5148A>Q), rs 1800206 (c.484C>G), rs 4253766(c.712-3784C>T) na obecnosé i
nasilenie OT oraz reakcje¢ na leczenie nadczynnosci tarczycy.

Cel rozprawy zostal sformutowany jasno i dobrze uzasadniony, a dobor tematu oceniam jako

trafny.

Material i Metoda:
Grupg badang stanowilo 276 pacjentow z choroba Graves-Basedowa hospitalizowanych w
Klinice Endokrynologii. Diabetologii i Leczenia Izotopami we Wroctawiu. Badania wykonano
na 2. grupach pacjentow: z towarzyszaca OT (213 pacjentow) i bez jawnych objawdw ocznych
(63 pacjentéw). a wyniki badania poréwnano z grupa kontrolng, ktora stanowily 304 zdrowe
0soby.
Zakres wykonywanych badan byt szeroki i obejmowat:

1. oceng kliniczna: endokrynologiczng i okulistyczng oraz

2. badania laboratoryjne:
spektrofotometryczny pomiar stezenia wyizolowanego z komérek krwi DNA.
elektroforetyczng ocene DNA,
oznaczanie wybranych SNPs metodg allelic discrimination oraz
analiz¢ niezrownowazenia sprzezen dla wybranych 3 miejsc polimorficznych.
Badania laboratoryjne wykonano w Laboratorium Immunopatologii Instytutu Immunologii i
Terapii Doswiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda PAN.
Zastosowane metody badan nie budza watpliwosci merytorycznych.
Uzyskane wyniki zostaly opracowane z uzyciem nowoczesnych metod statystycznych, sa
wiarygodne. Zostaly przedstawione w formie przejrzystych, bardzo starannie przygotowanych

tabel i rycin. Sposob interpretacji wynikow i wnioskowanie sg wlasciwe.



Wyniki

W wyniku przeprowadzonych badan autor stwierdzil, ze:

L.

allel G i genotyp GC w miejscu polimorficznym rs1800206 wystepuje istotnie czesciej u
zdrowych kobiet w porownaniu z grupg mezczyzn, co $wiadczy o nierdwnomiernym
rozkladzie alleli w tym SNP w populacji ogolnej i zacheca do prowadzenia dalszych
badan z uwzglednieniem plci

Autor zauwazyl rowniez, ze allel G w tym samym miejscu rs1800206 wystepuje 2.
krotnie czescie] w grupie mezezyzn chorujacych na MGB niz w grupie kobiet. 1 chociaz
roznica nie jest istotna statystycznie Autor zauwaza Krytycznie, ze podzial grup badanych
wedlug plci spowodowal, ze liczba mezezyzn nosicieli tego allelu byla mata, co moze
tlumaczy¢ brak istotnosci statystycznej.

analizujgc miejsce polimorficzne rs4253766 Autor zauwazyl mniejsza czestosé
wystgpowania allelu T oraz genotypu CT w grupie kobiet zdrowych oraz wystepowanie
genotypu T'T jedynie w grupie kobiet chorujacych na MGB, co sugeruje potencjalng rolg
wariantu TT w predyspozycji kobiet do tej choroby.

W pracy stwierdzono znamiennie statystycznie czgstsze wystepowanie genotypu GG w
miejscu rs135551 w grupie pacjentéw z MGB palacych papierosy. Autor zauwaza, ze by¢
moze oznacza to zwigkszona predyspozycje genetyczng przy synergistycznym dzialaniu
czynnika srodowiskowego jakim jest palenie papierosow. co moze potwierdza¢ fakt
wystepowania haplotypu GGC 4.36 (p=0,048) razy czesciej w grupie palaczy w
poréwnaniu z pacjentami niepalacymi.

Analiza haplotypéw badanych polimorfizméw typu SNP zlokalizowanych w genie
PPARa wykazala istotnie statycznie wigksza czesto$é wystepowania haplotypu GGC w

grupie zdrowych kobiet w pordwnaniu do zdrowych mezczyzn.

Stwierdzam, ze uzyskane w niniejszej pracy wyniki, pomimo braku znamiennogci

statystycznej w wigkszosci badanych cech, pokazaly zaznaczajgee si¢ tendencje do roznej

czestosci wystgpowania poszezegdlnych polimorfizmow w zaleznosdei od badanej cechy. Wyniki

przeprowadzonych badan mogg sugerowac nierownowage w zakresie wystepowania wszystkich

badanych SNPs w populacji ogdlnej kobiet i mezcezyzn, co potwierdza celowos¢ wykonywania

dalszych analiz na wigkszych grupach, oddzielnie dla kazdej plei. Wydaje sie, ze warto

kontynuowa¢ badania z wlgczeniem wickszej liczby pacjentow- nosicieli allelu G w miejscu
rs1800206.
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Dyskusja autora z wynikami uzyskanymi przez innych  badaczy zostala przeprowadzona

wnikliwie i $wiadczy o duzej znajomosci tematu. Praca zawiera 248 pozycji pismiennictwa w
tym 41 (16%) pozycji stanowi pismiennictwo z ostatnich 5. lat. Jest to pi$miennictwo glownie
zagraniczne cytowane odpowiednio w tekscie.

Przedstawiona do recenzji praca posiada duza wartos¢ merytoryczng. i zawiera elementy
nowatorskie. Jest to pierwsza tak obszerna proba oceny roli wybranych SNPs genu PPARa w
wielu aspektach orbitopatii tarczycowej obejmujaca duza grupe pacjentow w pismiennictwie
polskim. Wykonanie badan do tej pracy doktorskiej wymagalo duzo wysilku, a umiejetnosé
wspotpracy z Laboratorium Immunopatologii Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
im. Ludwika Hirszfelda PAN dobrze rokuje na przyszlosc.

Praca zostala przygotowana bardzo starannie pod wzgledem graficznym, szczegolnie
bardzo staranne i czytelne sa tabele zawierajace wyniki badan genetycznych i opracowanie
statystyczne.

Z obowiazku recenzenta chcialabym zwrdci¢ uwage na drobne uchybienia, ktore
powinny by¢ usunigte przed publikacja wynikow badania.
Stwierdzenia takie jak ,, Wykazano istotnie statystycznie rozng (tzn. jaka?) czestosé
wystepowania haplotypu GGC w grupie 0s6b zdrowych w zaleznosci od plci oraz nieosiagajaca
istotnosci statystycznej odwroing tendencje w grupie 0sob chorujgcych na ChGB™ nie przynosza
zadnej konkretnej informacji, sa niezreczne i nie powinny mie¢ miejsca w przyszlej publikacji
naukowej.
W pracy sg drobne blgdy literowe i ortograficzne oraz uchybienia stylistyczne, a tekst
streszczenia w jezyku angielskim w przypadku przygotowania publikacji wymaga korekty
Jezykowej. Nie wszystkie skroty uzywane w tekscie pracy sa rozwinigte w Indeksie skrotow.
Wykres 3 na stronie 39 oraz wykres 4 na stronie 40 sa opisane z bledem. W legendzie tych
wykresow kolor bialy powinien oznacza¢ zdrowych pacjentow, a kolor czarny powinien
oznacza¢ kobiety i me¢zczyzn z MGB.
Informacja o grupie kontrolnej powinna si¢ znalez¢ w rozdziale Materiat i Metoda.

Praca spelnia calkowicie wymagania stawiane rozprawom doktorskim. Oceniam ja
wysoko i stawiam wniosek Wysokiej Radzie Wydzialu Lekarskiego Ksztalcenia
Podyplomowego Akademii Medycznej we Wroclawiu o dopuszczenie Autora lek med.
Przemystawa Janusza do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Wnosze do Wysokiej Rady o nagrodzenie autora recenzowanej przeze mnie pracy.

Dr hab. n. med.Agata Baldys-Waligérska
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