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Recenzja

rozprawy doktorskiej na stopien doktora nauk biologicznych Pana mgr Rafata Bilskiego
pt. Wptyw pierwiastkbw chemicznych i wybranych wariantéw polimorfizmu genéw
u chorych z zesztywniajacym zapaleniem stawoéw kregostupa, napisanej pod kierunkiem dr

hab. Piotra Kaminskiego, prof. nadzw.

Rozprawa ma objetos¢ 277 stron i jest podzielona na 15 gtéwnych rozdziatow. Celem
podjetych przez doktoranta badan byto okreslenie zwigzkéw pomiedzy wybranymi
uwarunkowaniami  Srodowiskowymi a  wystepowaniem choroby o podtozu
autoimmunologicznym: zesztywniajgcego zapalenia stawdw kregostupa. Gtéwng przestanka
do podjecia pracy jest niekompletnie poznany patomechanizm tej choroby. Czynniki
srodowiskowe mogg w istotny sposdb korelowac z rozwojem choroby poprzez wptyw na
funkcjonowanie bariery antyoksydacyjnej organizmu, proces utleniania lipidéw a takze
poprzez wplyw na zawartosci pierwiastkbw chemicznych zaréwno biogennych jak
i ksenobiotycznych. Wybdr tematu jest dobrze uzasadniony, a zaktadane istnienie korelacji
pomiedzy wskazanymi uwarunkowaniami $rodowiskowymi i wybranymi parametrami
fizjologicznymi stanowi solidng podstawe gtéwnej hipotezy badawczej, co jest bezwzglednym
wymogiem kazdej pracy naukowej.

Konstrukcja dysertacji jest prawidtowa; poszczegdlne rozdziaty gtéwne sg bardzo obszerne
i podzielone na szereg podrozdziatéw. Opisano syntetycznie rozpoznanie, patogeneze
i przebieg ZZSK, co w odniesieniu do tematyki badan jest celowe i utatwia zrozumienie
wynikéw i analiz statystycznych zamieszczonych w dalszej czesci pracy. Rozdziat 3 jest
poswiecony udziatowi czynnikéw srodowiskowych w przebiegu i rozwoju ZZSK, do ktérych
autor zaliczyt wystepujgce w srodowisku pierwiastki chemiczne dzielgc je stusznie na

makroelementy i mikroelementy, ale osobno traktujgc toksyczne metale ciezkie, ktére



przeciez réwniez znajdujg sie w grupie ,pierwiastki chemiczne”. Sam autor zresztg zauwaza
w dalszej czesci dysertacji, ze: ,Kwalifikacja pierwiastkébw na trzy grupy: makroelementy,
mikroelementy i metale ciezkie, w zaleznosci od ich stezenia w organizmie jest dos¢ umowna”
i dlatego mozna bylo przedstawi¢ jag w sposdb bardziej nowoczesny. Z kolei podrozdziat
,0brona antyoksydacyjna” traktuje o wewnetrznych mechanizmach fizjologicznych
organizmu i dlatego nie powinien znajdowacé sie w tym miejscu; aktywnosé antyoksydacyjna
jest bowiem miedzy innymi efektem dziatania czynnikéw srodowiskowych.

W rozdziale 5 doktorant opisuje udziat czynnikdw genetycznych w przebiegu i rozwoju ZZSK
omawiajgc polimorfizm genu CTLA4, STAT4, COL1A1, PTPN22. Merytoryczna zawartosc
poszczegdlnych podrozdziatow nie budzi zastrzezen, jednak mozna tu znalez¢ kilka jezykowych
zawitos$ci, o wyjasnienie ktérych prosze autora. Jak mianowicie nalezy rozumiec pojecie
»ekspresji biatka”? Czytamy: ,,Polimorfizm w obrebie genu kodujgcego CTLA4 moze przyczynic
sie do zmniejszonej ekspresji tego biatka” Czy chodzi o zmieniong aktywnos¢ biatka czy chodzi
o zmiane ekspresji genu, w wyniku ktdérej powstaje inne, mniej/bardziej aktywne biatko?
(s. 50). Czy mozemy moéwié o ,ekspresji cytokin” (s. 51), czy moze lepiej méwi¢ o aktywnosci
cytokin? Stowo ekspresja jest wtasciwe dla genu: ekspresja genu biatka, skutkiem ekspresiji
genu jest powstanie biatka itd. Podobnie mam watpliwosci do okreslenia ,,ekspresja komorek”
— prosze o wyjasnienie na czym polega wedtug autora pracy ekspresja komorek CD4+ i CD8+;
czy chodzi o zmiany ich aktywnosci czy zmiany ich ilosci. Rozumiem, ze najprawdopodobniej
autor uzywa stowa ekspresja ttumaczac je bezposrednio z angielskiego expression: w jezyku
polskim w odniesieniu do poje¢ genetycznych stosuje sie bardziej precyzyjne okreslenia.

Z kolei na stronie 55 czytamy, ze ,Polimorfizm pojedynczego nukleotydu doprowadza do
zmiany argininy w tryptofan” — nalezatoby napisac ,,zamiany argininy na tryptofan” poniewaz
nie dochodzi do przeksztatcenia jednej substancji w drugg a zastgpienia, , podmienienia”
jednej substancji przez druga.

Cele badan autor sformutowat w rozdziale o tym samym tytule w postaci zadan typu:
okreslenie zaleznosci, ocena wptywu, analiza molekularna, zbadanie wptywu. Nie znajdziemy
tu klasycznie postawionej hipotezy ani hipotez, ktére autor zamierza falsyfikowac. Celem
pracy naukowe] jest weryfikacja hipotez i powinny by¢ one wyraznie sformutowane: to co
autor przedstawit w rozdziale ,,Cele badan” pozwala jednak dostrzec hipotezy: w odniesieniu
do punktu 1 mogtaby ona wygladac tak: Istnieje zwigzek pomiedzy zawartoscig pierwiastkdw

biogennych i ksenobiotycznych a przebiegiem zesztywniajgcego zapalenia stawow kregostupa.



W punkcie 2 autor w zasadzie pisze o zbieraniu danych dotyczacych funkcjonowania
mechanizmdéw antyoksydacyjnych, intensywnosci peroksydacji lipidéw, ktére majg postuzyc
weryfikacji hipotezy modwigcej, ze istniejg rodznice dotyczace funkcjonowania
antyoksydacyjnych mechanizmdéw obronnych i intensywnosci peroksydacji lipidow w surowicy
krwi pomiedzy ludZzmi chorymi na ZZSK a zdrowymi, itd.

Badaniami objeto chorych nie tylko na ZZSK lecz takze RZS i tZS uzasadniajgc to faktem
zblizonej charakterystyki i etiologii tych choréb, przy czym najwiekszg grupe stanowili pacjenci
ze zdiagnozowanym RZS (n=111). Grupa kontrolna zostata prawidtowo dobrana i liczyta 72
osoby pochodzace z regiondw analizowanych wzgledem rejonizacji chorych. Dalej jednak
czytamy, ze ,Dodatkowo w kontroli z terendw czystych, n=228". Czy oznacza to, ze byty dwie
grupy kontrolne?

Metody badan zostaty generalnie dobrze opisane i nie budzg zastrzezen. Sg nowoczesne
i prawidtowo dobrane. Nie budzg réowniez zastrzezen zastosowane procedury statystyczne.
Wyniki badan zostaty szeroko opisane, zestawione w tabelach i zilustrowane na wykresach.
W poszczegdlnych podrozdziatach ,Wynikéw badan” autor formutuje biezgce wnioski, ktére
podkreslajg istotne dla ZZSK fakty, co wazne — na tle danych dotyczacych RZS i tZS. Wazne sg
spostrzezenia dotyczgce zachorowalnosci w odniesieniu do ptci (mezczyzni chorujg czesciej),
wieku (jest to choroba ludzi w Srednim wieku), czy dane na temat wieku rozpoznania choroby;
niepokojacy jest fakt, ze ZZSK jest diagnozowane dopiero po okoto 7 latach trwania choroby.
Bardzo wainy w tym sSwietle jest wniosek odnoszacy sie do niewielkich mozliwosci
diagnostycznych w zakresie choréb reumatoidalnych, co dodatkowo wzmacnia celowos¢
podejmowania badan nad tymi chorobami w tym ZZSK, a jednoczesnie podnosi jeszcze
bardziej wartos$¢ niniejszej pracy.

Intrygujgce sg niektdre zestawienia, jak chociazby te, ktére wskazujg na duzy odsetek chorych
wsréd oséb ze srednim wyksztatceniem w duzych miastach. Czy rzeczywiscie wynika to
z narazenia bedgcego konsekwencjg czestszej pracy fizycznej tych oséb? Jak tatwo zauwazyé
w dalszej czesci dysertacji autor posiada dane dotyczace wykonywanej pracy w badanych
grupach. Czy aktywno$¢ fizyczna (w tym praca fizyczna) stanowi zagrozenie w kontekscie
narazenia na ZZSK? Zdecydowana wiekszo$¢ pacjentow podaje, ze nie podlegata w zadnym
stopniu narazeniu na czynniki szkodliwe (o jakie doktadnie czynniki szkodliwe byli pytani
pacjenci?). Odnoszac sie do nawykow zywieniowych doktorant zauwaza, ze wsréd cierpigcych

na choroby reumatoidalne prawie nie byto wegetarian. To ciekawe spostrzezenie, jak sadze



godne uwagi z pewnoscig warte jest dalszych badan — czy autorowi znane sg jakie$ doniesienia
naukowe, w ktérych poddaje sie analizie zwigzki diety wegetarianskiej z wystepowaniem
choréb reumatoidalnych? Za niezwykle ciekawe uwazam dane dotyczace zawartosci
pierwiastkdw u ludzi chorych na ZZSK. Autor zwraca uwage na to, ze $rednie zawartosci
pierwiastkdw wykraczajg poza granice wartosci referencyjnych. To wazne odkrycie. Bardzo
duze odchylenie standardowe s$redniej zawartosci pierwiastkdw jest dobrze znanym przez
badaczy faktem: jest ono charakterystyczne dla wielu tkanek zaréwno ludzkich jak
i zwierzecych.

Zrozumienie ogromu uzyskanych wynikéw utatwia rozdziat ,Podsumowanie wynikéw”.
W bardzo jasny sposdb przedstawione zostaty najwazniejsze fakty naukowe bedace efektem
przeprowadzonych badan. Tu takze znajdziemy liczne wnioski.

Dyskusja jest bardzo obszerna, krytyczna i wywazona, dokonana na tle danych literatury
naukowej. Niektére stwierdzenia autora mogg wydawaé sie ryzykowne. Czytamy np., ze
,Aktywnosc¢ CAT, GPx i GR jest wyzsza u chorych z Bydgoszczy, niz z Grudzigdza (...). Moze to
wynikac z wiekszego narazenia na stres oksydacyjny u chorych z Bydgoszczy, ze wzgledu na
wielkos¢ miasta jak i potencjalny poziom zanieczyszczen srodowiskowych, dzieki czemu
bariera antyoksydacyjna jest stymulowana do dziatania.” Kiedy spojrzymy na dane
statystyczne tych miast charakteryzujg sie one faktycznie rdéznicg liczby ludnosci, ale gestos¢
zaludnienia jest podobna (Bydgoszcz: 1875 osdb/km?, Grudzigdz: 1547 oséb/km?) — ludzie zyjg
zatem w podobnych warunkach. Dane z dnia 5 maja 2023 zaczerpniete ze ze strony
https://powietrze.gios.gov.pl pokazujg przyktadowo dla Grudzigdza: stezenia PM10: 23,7
ug/m3, NO2: 20,9 pg/m3, CO: 0,4 pg/m?idla Bydgoszczy: stezenia PM10: 15,5 ug/m?3, NO, 14,5
pg/m3, CO 0,3 pg/m3; a wiec biorgc pod uwage te dane to w Grudzigdzu mamy gorszy stan
srodowiska. Oczywiscie nie bronie tezy, ze stwierdzenie autora jest btedne, bo trzeba bytoby
przesledzi¢ dane z dtuzszych okreséw. Zwracam tylko uwage na koniecznosé duzej ostroznosci

we wnioskowaniu.

Konkluzja
O tym czy cele pracy zostaty osiggniete $wiadczg sformutowane na podstawie wynikéw i ich
analiz statystycznych wnioski. Nie ma watpliwosci, ze autor osiggnat wszystkie zaktadane cele

a mianowicie:



1. Okreslit zaleznosci pomiedzy zawarto$ciami wybranych pierwiastkéw chemicznych we krwi
z zaburzeniami w przebiegu zesztywniajgcego zapalenia stawdw kregostupa. Stwierdzit, ze
wysokie stezenia pierwiastkow toksycznych (Pb, Cd, As) mogg przyczyniac sie do zaburzenia
gospodarki magnezem, wapniem i fosforem, co prowadzi do dysfunkcji proceséw w uktadzie
kostno-stawowym u chorych z ZZSK, nasilajac reakcje zapalna.

2. Ocenit wptyw patologicznych zmian wywotanych stresem oksydacyjnym na funkcjonowanie
antyoksydacyjnych mechanizméw obronnych, biatka ostrej fazy oraz zbadanie intensywnosci
peroksydacji lipidéw w surowicy chorych i zdrowych, poniewaz udowodnit ze wzmozona
aktywnos¢ bariery antyoksydacyjnej jest spowodowana nadprodukcjg wolnych rodnikéw
tlenowych, ktére poprzez zdolnosé do niszczenia struktur kostno-stawowych moga prowadzic
do utraty ich biologicznej funkcji u 0séb z ZZSK oraz, ze wysokie stezenie CP u chorych na ZZSK
jest zwigzane z wystgpieniem i nasileniem procesu zapalnego.

3. Poddat szczegétowej i wnikliwej analizie molekularnej polimorfizmy wybranych genéw
i ustalit, ze nie majg one bezposredniego zwigzku z wystepowaniem ZZSK w badanej populacji.
4. Udowodnit, ze stosowanie uzywek, nieprawidtowa dieta i narazenie na czynniki zawodowe,
moga wptywac na zaburzenie réwnowagi pierwiastkowej organizmu i prowadzi¢ do
akumulacji substancji o charakterze toksycznym u chorych na ZZSK.

5. Okreslit wzajemne relacje pomiedzy stezeniem pierwiastkdéw chemicznych, zdolnosciami
obronnymi organizmu i zmianami polimorficznymi w genach u chorych na zesztywniajgce

zapalenie stawow kregostupa.

Wobec powyiszego stwierdzam, ze przedstawiona do oceny praca Pana mgr Rafata Bilskiego
spetnia wymagania okreslone w art. 13.1 Ustawy z dnia 14 marca 2013 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz.U. nr 65 poz.
595 z pdzn. zmianami). Wnioskuje do Rady Naukowej o dopuszczenie Pana magistra do

dalszych etapdéw przewodu doktorskiego.

Biorgc pod uwage fakt ogromu wykonanej pracy, podjecia nowatorskiego kierunku badan nad
775K, istotnego przyrostu wiedzy w reprezentowanej dyscyplinie wnioskuje do Wysokiej Rady
0 wyrdznienie pracy.
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