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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani mgr Urszuli tawrynowicz
pt. ,Udziat osi CCR5-CCL5 w zaleinej od limfocytéw Treg regulacji odpowiedzi zapalnej

u pacjentéw z cukrzyca typu 1”

Na podstawie uchwaty Rady Nauk Medycznych Gdarskiego Uniwersytetu Medycznego,
powierzajacej mi role recenzenta, zamieszczam oceng dysertacji Pani mgr Urszuli tawrynowicz

przedstawionej w przewodzie doktorskim.

Praca doktorska mgr Urszuli tawrynowicz, wykonana w Katedrze i Zakfadzie
Immunologii Medycznej Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego, pod kierunkiem dr hab.
Moniki Ryby-Stanistawowskiej, porusza istotny temat w dziedzinie immunologii i diabetologii
— role osi chemokiny CCL5 i jej receptora oraz funkcji limfocytéw regulatorowych w kontekscie
patogenezy i przebiegu cukrzycy typu 1.

Celem badan byta ocena wptywu modulacji osi CCR5-CCL5 na zdolnos¢ limfocytow
regulatorowych do migracji, wydzielania przeciwzapalnej interleukiny 10 (IL10) oraz funkcje
immunosupresyjne. Doktorantka przeprowadzita analizy asocjacyjne polimorfizmu CCR5-A32
z obrazem klinicznym pacjentéw z cukrzyca typu 1. Ponadto, ocenita zalezno$¢ pomigdzy
cechami fenotypowymi i funkcjonalnymi limfocytéw regulatorowych a parametrami
klinicznymi pacjentéw z cukrzycg typu 1. Uzyskane wyniki dostarczyty waznych informacji
dotyczacych roli osi CCR5-CCL5 w mechanizmach immunologicznych i metabolicznych

towarzyszacych cukrzycy typu 1, wskazujac potencjalne kierunki interwencji terapeutycznych.



Przestawiona do recenzji praca zostata przygotowana w jezyku polskim i posiada
strukture typowa dla dysertacji doktorskiej. Rozpoczyna sie od szczegdtowego i przejrzystego
spisu tresci, wykazu skrétéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wprowadzenia oraz
celu pracy. Kolejna cze$¢ obejmuje charakterystyke grupy badanej, opis zastosowanych metod
badawczych i analiz statystycznych, omdéwienie wynikéw, dyskusje, wnioski, piSmiennictwo,
wykaz rycin i tabel. Dalej nastepuja zatgczniki obejmujace liste wykorzystanych odczynnikow
oraz publikacje oryginalng, opisujgca czes¢ ujetych w rozprawie wynikéw. Praca, w ktorej Pani
mgr Urszula tawrynowicz jest pierwszym autorem zostata opublikowana w Immunologic
Research, czasopismie o miedzynarodowym zasiegu, uznawanym za rzetelne zrédfo wiedzy
w dziedzinie immunologii. Dysertacja doktorska obejmuje 88 stron, 12 rycin i 8 tabel,
a zamykajg 133 pozycje pi$miennictwa (w zdecydowanej wiekszosci datowanego po 2010 r.).
Struktura rozprawy jest logicznie uporzadkowana i pozwala czytelnikowi zapoznaé sie
z opisanym problemem badawczym.

W rozdziale Wprowadzenie, obejmujgcym 21 stron, Pani mgr Urszula tawrynowicz
zaprezentowata ogdlng wiedze teoretyczng w tematyce prowadzonych badan. Doktorantka
rozpoczyna od omowienia podstawowych informacji dotyczacych etiologii i patogenezy
cukrzycy typu 1. W podrozdziale dotyczgcym uwarunkowan genetycznych cukrzycy typu 1
wskazano haplotypy uktadu HLA i warianty polimorficzne regionu promotorowego insuliny,
jako czynniki ryzyka. Natomiast pozostate geny : CTLA4, IL2RA i PTPN22, zostaty ujete w sposdb
bardzo ogdlny, bez wskazania kluczowych polimorfizmoéw bedacych czynnikiem ryzyka rozwoju
tej autoimmunologicznej choroby. Nastepnie Pani mgr Urszula tawrynowicz przeprowadza
charakterystyke limfocytéw T regulatorowych (Treg), nakreslajgc ich udziat w patogenezie
cukrzycy typu 1. Elementem wienczacym Wprowadzenie jest szczegétowy opis osi CCR5-CCLS5,
obejmujacy charakterystyke strukturalng i funkcjonalng, znaczenie w rozwoju cukrzycy typu 1
oraz udziat osi CCR5-CCL5 w modulacji funkcji limfocytéw T regulatorowych. Doktorantka
odnosi sie do wynikéw badan wstepnych, przeprowadzonych w zespole, ktére wskazaty
protekcyjny charakter wariantu CCR5-A32 w rozwoju cukrzycy typu 1. Uzyskane wyniki
stanowity podstawe do przeprowadzenia funkcjonalnych analiz osi CCR5-CCLS5.
Podsumowujac, lektura tego rozdziatu jest doskonatym wprowadzeniem do tematyki pracy.
Pani mgr Urszula tawrynowicz przedstawita w nim aktualny stan wiedzy na temat roli osi CCR5-
CCL5 w patogenezie cukrzycy typu 1 oraz wskazata potrzebe realizacji dalszych badan w celu

lepszego poznania tego szlaku chemokinowego w procesie autoimmunizacji.
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W rozdziale Cel Pracy, Doktoranta w sposob ogdlny formutuje cel gtéwny badania.
Podaje, iz celem pracy jest ocena wptywu osi sygnatowej CCR5-CCL5 na regulacje odpowiedzi
zapalnej zaleinej od limfocytéw T regulatorowych. Jest to pewne naduzycie, poniewaz
przedmiotem badania nie bytfa identyfikacja mechanizméw przyczynowo- skutkowych, a raczej
wskazanie zaleznosci pomiedzy osig CCR5-CCL5 a procesem zapalnym zaleznym od limfocytéw
T regulatorowych. Nastepnie Pani mgr Urszula tawrynowicz wskazuje trzy cele szczegétowe,
ktéore réwniez wymagajg doprecyzowania, aby jednoznacznie okresli¢ zakres realizowanych
badan. Czytamy ,Okreslenie, w jaki sposéb polimorfizm CCR5-A32 moze wptywac na
charakterystyke kliniczng oraz zmiany homeostazy uktadu odpornosciowego, w szczegdlnosci
limfocytéw T regulatorowych (Treg) u dzieci z cukrzycq typu 1”. Badanie nie obejmowato oceny
funkcjonalnej polimorfizmu CCR5-A32 i jego wptywu na parametry kliniczne, a dotyczyto
analizy korelacji genotyp-fenotyp, co powinno by¢ jasno wskazane. Reasumujac, cele rozprawy
doktorskiej zostaty zarysowane, jednak ich doprecyzowanie i bardziej jednoznaczne
sformutowanie mogtyby przyczynic sie do przejrzystosci tej dysertacji doktorskiej.

Rozdziat Materialy i Metody przedstawia najpierw schemat podziatu grupy
badanej i kontrolnej. Przyporzadkowuje grupy okreslonym celom szczegétowym pracy
i wykonanym analizom. Schemat jest przejrzysty, istotnie utatwia orientacje w strukturze
dysertacji oraz analize omoéwionych w dalszej czesci wynikédw. Grupa badana obejmowata
pacjentéow pediatrycznych z cukrzycg typu 1, u ktérych wykluczono inne choroby
autoimmunologiczne, ostre schorzenia zapalne, zakazne i powiktfania mikronaczyniowe.
Grupe kontrolng stanowili zdrowi dawcy, dobrani pod wzgledem wieku i pfci, bez
klinicznych objawéw schorzen autoimmunologicznych i obcigzonego wywiadu
rodzinnego. Grupy zostaty podzielone na dwie podgrupy, z czego jedna liczyta 380
pacjentéow z cukrzycg typu 1 i 150 zdrowych ochotnikéw, a druga obejmowata 42
pacjentéw z dtugotrwatg cukrzyca typu 1 i 21 zdrowych dawcédw. Imponujaca liczebnos¢
grupy pacjentéw stanowi istotny atut badania. Analizy przeprowadzone w tak licznej
grupie cechuje wysoka moc statystyczna, co zwieksza wiarygodnos¢ uzyskanych wynikow.
Dalsza cze$¢ rozdziatu zawiera opis parametréw klinicznych, stanowiqcych podstawe
rekrutacji do badania. Materiat do analiz pobierany byt podczas hospitalizacji na oddziale
Kliniki Pediatrii, Diabetologii i Nefrologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego, po
wczesniejszym przygotowaniu pacjentéw do badan, w wystandaryzowanych warunkach, co

pozwolito zminimalizowaé wptyw czynnikéw zewnetrznych.
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W nastepnej czesci rozdziatu, Doktorantka wyczerpujgco opisuje zastosowane
Metody. Analiza polimorfizmu CCR5-A32 zostata przeprowadzona w oparciu o ocene
dtugosci amplifikowanych fragmentéw DNA w 2% zelu agarozowym. Zastosowana metoda
pozwala jednoznacznie okresli¢ warianty dzikie i zmutowane, réznigce sie dtugoscia 32
nukleotydéw. Ocena stezenia wybranych chemokin w osoczu krwi oraz interleukiny 10
w supernatantach komdérkowych zostata przeprowadzona z wykorzystaniem komercyjnie
dostepnych testéw ELISA, charakteryzujgcych sie wysoka czutoscig i specyficznoscia.
W kolejnej czesci rozdziatu, Pani mgr Urszula tawrynowicz szczegétowo opisuje metody
zastosowane dla oceny limfocytéw T regulatorowych u pacjentéw z cukrzyca typu 1.
Subpopulacja limfocytéow CD4+CD25+CD127low zostata wyizolowana z catkowitej populacji
komoérek jednojadrzastych krwi w oparciu o metode separacji magnetycznej, ktéra jest
powszechnie stosowang i efektywng procedurg ich izolacji. Czystos$¢ uzyskanych populacji byta
wysoka. Wynosita od 86% do 96%, co potwierdzita analiza cytometryczna, oparta o wtasciwa
strategie bramkowania. W celu okreslenia aktywnosci immunosupresyjnej limfocytéw T
regulatorowych, przeprowadzono test supresji interferonu y (IFN-y). Dla oceny wskaznika
chemotaktycznego limfocytéw T regulatorowych w odpowiedzi na stymulacje ligandem CCLS,
przeprowadzono test migracji. W przypadku opisanej metody, nasuwa sie pytanie natury
metodycznej, czy zastosowanie filtrow membranowych o wielkosci poréw 5,0 um, pozwala
zaobserwowad migracje aktywowanych komérek regulatorowych o srednicy od 10 pm — 15
pum? Uzyskane dane poddano analizie uznanymi i adekwatnymi testami statystycznymi.

Wyniki przedstawiono w odrebnym rozdziale w formie opisowej, na rycinach i w
tabelach. Pierwszg cze$¢ opisu poswiecono charakterystyce pacjentdw z cukrzyca typu 1,
stratyfikowanych pod wzgledem genotypu CCR5-A32. Doktorantka przeprowadzita wnikliwg
analize grupy chorych z T1D uwzgledniajacg wiek, czas trwania choroby, wskaznik BMI,
hemoglobine glikowanga, glukoze na czczo, ci$nienie krwi oraz wskaznik filtracji ktebuszkowej
eGFR. Pani mgr Urszula tawrynowicz wykazata, iz nosiciele allelu A32, charakteryzowali sie
wyzszymi wartosciami hemoglobiny glikowanej HbA1 oraz wyiszym stezeniem glukozy na
czczo w poréwnaniu z dawcami o prawidtowym genotypie, co wskazuje na gorszg kontrole
glikemii. Dla zwiekszenia mocy testu statystycznego, Doktorantka zastosowatfa wtasciwe
podejscie metodyczne, tgczac grupe heterozygot i homozygot tego wariantu. Nastepnie
dokonano analizy rozktadu genotypu CCR5-A32 u pacjentéw z zaburzeniami metabolicznymi,

manifestowanymi dyslipidemig oraz grupg chorych bez zaburzeA gospodarki lipidowej.
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Wykazano znamienng statystycznie asocjacje wariantu A32 z nieprawidfowym profilem
lipidowym u pacjentdw z cukrzyca typu 1, co moze by¢ potencjalnym markerem genetycznym
zwiekszonego ryzyka nieprawidfowosci lipidowych, a takze czynnikiem prognostycznym
powiktari makronaczyniowych w péiniejszym okresie zycia. W charakterystyce tych analiz
asocjacyjnych wkradt sie btad edytorski. Tabela nr 5 nie przedstawia rozktadu genotypu CCR5-
A32 i parametréw lipidowych (HDL, LDL, TG) u pacjentéw z T1D, a czesto$¢ analizowanego
polimorfizmu u pacjentéw z prawidtowym i nieprawidtowym profilem lipidowym. W kolejnym
etapie Pani mgr Urszula tawrynowicz dokonata oceny zaleznoséci pomiedzy stezeniem ligandow
receptora CCR5 a stadium rozwoju cukrzycy typu 1. Stezenia cytokin CCL5, CCL4, CCL3, CCL2
zostaly zmierzone w grupie pacjentéw z nowo zdiagnozowang oraz dtugotrwata cukrzyca typu
1. Na szczegblng uwage zastugujg obserwacje zmian w stezeniach chemokiny CCL5. Poziom
CCL5 byt najnizszy w grupie kontrolnej, wyzszy w grupie z nowo zdiagnozowang cukrzyca typu
1 i najwyzszy w grupie z przewlekig postacig choroby. Uzyskane przez Doktorantkg wyniki
sugeruja potencjalny zwigzek chemokiny CCL5 z przewlektym stanem zapalnym, nasilajagcym
sie wraz z postepem choroby i s3 spéjne z doniesieniami literaturowymi. Ponadto
zaobserwowano podwyiszone stezenie CCL5 u nosicieli wariantu A32 w poréwnaniu z chorymi
o prawidtowym genotypie, co dodatkowo potwierdza trafno$¢ przyjetej hipotezy o udziale osi
CCL5-CCR5 w procesie zapalnym w cukrzycy typu 1. W dalszej czesci rozdziatu mgr Urszula
tawrynowicz dokonuje charakterystyki osi CCL5-CCR5 w kontekscie limfocytéw
regulatorowych. Ocena ilo$ciowa, przeprowadzona w oparciu o analizg cytometryczng,
wykazata istotne obnizenie zaréwno catkowitej populacji limfocytéw T regulatorowych, jak
i subpopulacji Treg wykazujacych ekspresje CCR5 u pacjentéw z cukrzyca typu 1 w poréwnaniu
do grupy kontrolnej. Dodatkowo brak lub znaczne obnizenie ekspresji CCR5 zwigzane byty
z istotnym spadkiem liczby limfocytéw T regulatorowych. Doktorantka wskazata dodatnia
korelacje pomiedzy poziomem tego receptora powierzchniowego a ekspresjg czynnika
transkrypcyjnego FOXP3, ktéry jest kluczowy dla funkcji immunosupresyjnych Treg. Jest to
interesujaca obserwacja, w kontekscie antagonistycznego charakteru osi CCR5-CCLS i FOXP3.
W planach badawczych mozna pokusi¢ sie o analizy funkcjonalne, celem zweryfikowania tej
zaleznosci. W dalszej czesci rozdziatu Wyniki, Pani mgr Urszula tawrynowicz charakteryzuje
wptyw stymulacji ligandem CCL5 na wtasciwosci immunosupresyjne i chemotaktyczne
limfocytow T regulatorowych oraz zdolnos$¢ wytwarzania przez komoérki przeciwzapalnej IL10.

Doktorantka wskazuje, iz stymulacja 48h limfocytéw Treg chemoking CCL5 obniza liczbe
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komorek efektorowych produkujgcych IFN-y w grupie pacjentéw z T1D. Czy uzyskane wyniki
maja znamiennos$¢ statystyczna, czy raczej pokazuja pewien trend? W tescie supresji IFN-y
zastosowano stezenie chemokiny CCL5 wynoszace 15 ng/ml. Na jakiej podstawie ustalono
dawke ligandu (dane eksperymentalne, literaturowe)? W kolejnym etapie Doktorantka
wykazata istotne obnizenie wydzielania IL10 przez limfocyty T regulatorowe w warunkach
stymulacji CCL5 w poréwnaniu do niestymulowanych komérek pochodzacych od pacjentéw
z cukrzycg typu 1. Dodatkowo, w warunkach niestymulowanych, zdolnoé¢ limfocytow
regulatorowych do produkcji IL10 byta nizsza w grupie pacjentdw z cukrzycg typu 1,
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, co potwierdza uposledzong funkcje tych limfocytéw
w chorobach autoimmunizacyjnych. Uzyskane przez mgr tawrynowicz wyniki sugerujg
negatywny wptyw chemokiny CCL5 na funkcje immunosupresyjne Treg w warunkach
przewlektego stanu zapalnego. Wykazano réwniez obnizong zdolnos$¢ migracyjng limfocytow T
regulatorowych stymulowanych CCL5 w grupie pacjentdw z cukrzyca typu 1, jakkolwiek wyniki
nie osiggnely znamiennosci statystycznej. Zwiekszenie liczby analizowanych prébek
pozwolitoby na dokfadniejsze okreslenie wptywu cytokiny CCL5 na wtasciwosci
chemotaktyczne komoérek Treg. Rozdziat Wyniki podsumowuje ocena zaleznosci miedzy
cechami funkcjonalnymi i fenotypowymi limfocytéw T regulatorowych a parametrami
klinicznymi pacjentéw z cukrzycg typu 1. Doktorantka, wykorzystujgc analize sktadowych
gtéwnych oraz metode hierarchicznego grupowania, wykazata, iz obnizona liczba limfocytow T
regulatorowych CCR5+ jest czynnikiem ryzyka nadcisnienia tetniczego. Dodatkowo nizszy
odsetek Treg CCR5+ oraz zwigzany z tym niekorzystny profil lipidowy, czesciej wystepowat
u dziewczynek niz u chtopcéw. Uzyskane wyniki moga mied istotne implikacje kliniczne, jednak
z uwagi na ograniczong liczebno$¢ analizowanych grup, niezbedne s3 dalsze badania
z udziatem wiekszej populacji.

W Dyskusji dysertacji Pani mgr Urszula tawrynowicz szczegétowo omawia uzyskane
przez siebie wyniki zestawiajgc je z obserwacjami innych autoréw oraz wynikami
wczeéniejszych badari wtasnych. Polimorfizm CCR5-A32 dyskutowany jest w kontekscie
zaburzen metabolicznych, giéwnie homeostazy lipidowej. Doktorantka wykazata silny zwigzek
pomiedzy tym wariantem polimorficznym a stanem zapalnym i zwigkszonym ryzykiem
powiktari sercowo-naczyniowych u pacjentow z przewlekta cukrzyca typu 1. Wariant -A32 jest
szeroko opisywany w kontekscie badan asocjacyjnych. Czy znane sg dane literaturowe

dotyczace funkcjonalnej oceny delecji genu CCR5 w modelu in vitro? Pani mgr Urszula
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tawrynowicz poddaje wnikliwej dyskusji udziat chemokin, w szczegdlnosci CCL5 oraz osi CCR5-
CCL5 w patogenezie cukrzycy typu 1. Podkresla ztozonos¢ sieci sygnalizacji immunologicznej,
ktérej elementem s3g chemokiny. Zatem wszelkie badania, wyjasniajace role cytokin
chemotaktycznych, maja kluczowe znaczenie dla zrozumienia mechanizmoéw autoagres;ji,
wskazania nowych biomarkeréw, opracowania strategii prewencyjnych oraz okreslenia
nowatorskich kierunkéw terapeutycznych. Analiza osi CCR5-CCL5, w kontekscie wtasciwosci
immunosupresyjnych i chemotaktycznych limfocytéow T regulatorowych, przyniosta
interesujgce obserwacje, ktére moga rozwingé obszar badawczy dotyczacy modulacji
odpowiedzi immunologicznej w chorobach autoimmunologicznych.

Whioski sa prawidtowo wyprowadzone z wynikow uzyskanych w przedstawionej pracy.
W jasny i syntetyczny sposdb odpowiadajg na postawione zadania badawcze. Ponadto
wskazujg znaczenie kliniczne uzyskanych wynikéw, co dodatkowo podnosi wartosc
przeprowadzonych badan.
Podsumowujac, ztozona rozprawa doktorska Pani mgr Urszuli tawrynowicz pt. ,Udziat osi
CCR5-CCL5 w zaleznej od limfocytéow Treg regulacji odpowiedzi zapalnej u pacjentow
z cukrzycq typu 1” w petni zastuguje na pozytywng oceneg, ze wzgledu na wybdr tematu,
przeprowadzenie wieloptaszczyznowej analizy materiatu badawczego, jasnego
przedstawienia wynikdw oraz dojrzatej dyskusji uzyskanych wynikéw w kontekscie
dostepnych danych literaturowych. Przedstawiona dysertacja dostarcza waznych informacji
na temat mechanizméw immunologicznych i metabolicznych towarzyszacych cukrzycy typu 1,
wskazujgc na kluczowe zaleznosci i potencjalne kierunki interwencji terapeutycznych.
Stwierdzam, ze przedstawiona do recenzji praca spetnia warunki okreslone w art. 187 Ustawy
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (t.j. Dz. U. z 2023 r. poz. 742) i wnosze o dopuszczenie
Pani mgr Urszuli tawrynowicz do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnioskuje do Rady

Nauk Medycznych Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego o przyznanie wyrdznienia.
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