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Promotor: dr hab. n. med. Edyta Zagérowicz

Nieswoiste choroby zapalne jelit, do ktorych zalicza si¢ wrzodziejace zapalenie jelita
grubego stanowig grupe przewlektych, dotychczas nieuleczalnych schorzen przewodu
pokarmowego. Czesto$¢ zachorowan w przeciggu ostatnich lat wzrasta, a wiekszos¢
pacjentow to osoby miode, uczace si¢ lub pracujgce. Przewlekty przebieg choroby,
z okresami rzutdw i remisji wptywa na obnizong jako$¢ zycia pacjentéw, pocigga za soba
koszty zwigzane z leczeniem i absencjg w pracy. Ostatnie kilkanascie lat to istotny postep w
farmakoterapii choréb zapalnych jelit. Poza stosowanymi wcze$niej preparatami kwasu
5-aminosalicylowego, steroidami oraz lekami immunosupresyjnymi do leczenia
wprowadzane s3 nowe zwigzki. Od kilkunastu lat w leczeniu ciezkich rzutéw wrzodziejgcego
zapalenia jelita grubego zastosowanie ma infliksymab, przeciwciato monoklonalne
skierowane przeciwko prozapalnej cytokinie TNF alfa, kolejno wprowadzane s nowe leki
biologiczne. Pomimo istotnego postgpu w farmakoterapii, u czesci pacjentéw narastajg
problemy zwigzane z opornoscia na wszystkie opcje leczenia zachowawczego oraz

wystgpowaniem dziatari niepozgdanych takiego leczenia. Wséréd nich dominujg infekcje

oportunistyczne oraz klinicznie istotne infekcje wirusowe, bakteryjne i grzybicze w wyniku
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uaktywnienia latentnych zakazen. Osoby ze zmieniona odpowiedziag immunologiczng w
wyniku choroby oraz stosowanych lekéw, ktére ta odpowiedz modyfikujg, sg narazone na
uczynnienie gruzlicy oraz nowe zachorowania lub reaktywacje zakazeri wirusowych i
bakteryjnych. Najczestsza, klinicznie istotna infekcja bakteryjna, jest rzekomobftoniaste
zapalenie jelit wywotane zakazeniem Clostridoides difficile. Intensyfikacja leczenia
wrzodziejacego zapalenia jelita grubego u chorych z rzutem choroby wymaga wykluczenia i
ewentualnego leczenia tego zakazenia. Wsrdd infekcji wirusowych, ktére naktadaja sie na
rozpoznanie rzutu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego sg zakazenia adeno i rota-

wirusowe oraz zakazenie wirusem cytomegalii (CMV).

Przed intensyfikacja leczenia rzutu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego konieczne jest
wykluczenie i ewentualne leczenie innych przyczyn zaostrzenia objawéw chorobowych,
gtownie biegunki i wzrostu stezenia wyktadnikéw stanu zapalnego (CRP w surowicy krwi,
kalprotektyna w stolcu). W codziennej praktyce nie jest to proste. Istnieje kilka metod
diagnostycznych wykrywania zakazenia cytomegalowirusem, a wybor testu zalezy od sytuacji
klinicznej. Zgodnie z aktualnymi zaleceniami, istotne zakazenie CMV (chorobe
cytomegalowirusowq jelita) nalezy wykluczyé u pacjentéw z ciezkim rzutem wzjg oraz
u pacjentéw z rzutem opornym na leczenie steroidami i/lub leczenie immunosupresyjne.
Standardem w ocenie zakazenia CMV u pacjentéw z wzjg jest obecnie badanie
immunohistochemiczne wycinkéw z jelita grubego pobranych podczas endoskopii, jednak
wada tej procedury jest jej inwazyjnos¢ i czasochtonnoéé. Metoda pomocnicza, wedtug
aktualnych zalecen, jest ilosciowa metoda taricuchowej reakcji polimerazy (ang. quantitative
polymerase chain reaction - qPCR) oznaczenia wirusa CMV we krwi/osoczu, ale zgodno$¢
migdzy obiema metodami jest umiarkowana i zalezy od nasilenia zakazenia. Czutoéé¢
i swoistos¢ metody PCR w odniesieniu do obecnosci CMV w tkance okreznicy jest bardzo
wysoka, jednak wynik dodatni nie musi by¢ zwigzany z aktywnym zakazeniem, a jedynie

z tagodna reaktywacja lub nawet latentng obecnoscig CMV w tkance jelita.

Istnieje wiec potrzeba dalszych badan w celu opracowania standardu postepowania
w diagnostyce choroby cytomegalowirusowej u pacjentéw z rzutem wrzodziejacego

zapalenia jelita grubego. Wazne jest poszukiwanie skutecznego testu nieinwazyjnego, gdyz
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istniejg przeciwwskazania do wykonania petnej kolonoskopii z pobraniem duzej liczby

wycinkéw u ciezko chorych pacjentéw.

Autorka przedstawionej do recenzji pracy doktorskiej zaplanowata prospektywne badanie,
w celu sprawdzenia zgodnosci diagnostycznej metody qPCR (ang. quantitative polymerase
chain reaction - qPCR) oznaczenia DNA CMV w kale w poréwnaniu z badaniem wycinkow
z jelita grubego na obecno$¢ antygenu CMV metoda immunohistochemiczng u pacjentéw

z zaostrzeniem wrzodziejgcego zapalenia jelita grubego.

Celem drugorzedowym badania byta ocena korelacji miedzy obecnoscig zakazenia CMV

wykazanego jedng i druga metodg a nasileniem aktywnosci WZJG.

Nalezy zaznaczy¢, ze autorka pracy wprowadzita do praktyki klinicznej metodologie
badania qPCR - oznaczenia DNA CMV w kale w swoim miejscu pracy. Jest to nowatorskie
podejscie do problemu diagnostyki istotnych klinicznie zakazerr CMV oraz proba wyboru
najlepszej nieinwazyjnej metody diagnostycznej rozpoznania zakazenia CMV. Oceniajac
prace nie sposob wspomnie(, ze Klinika Gastroenterologii Onkologicznej COI jest o$rodkiem
referencyjnym i opiniotwérczym w zakresie gastroenterologii oraz leczenia nieswoistych

choréb zapalnych jelit, dotyczy to rowniez Zaktadu Patologii i Diagnostyki Laboratoryjnej COI.

Przedstawiona mi do recenzji praca jest wynikiem S$cistej wspdtpracy klinicystéw,
mikrobiologéw i patomorfologéw z tego wiodacego osrodka. Autorka pracy doktorskiej
dokonata analizy danych zebranych przez zespét medyczny, w tej pracy dominujacy byt
aspekt badan mikrobiologicznych w powigzaniu z ocena kliniczng i histopatologiczng

aktywnosci choroby u pacjentéw z wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego.

Materiatem do badania byt kat, w ktérym poszukiwano DNA CMV (kopie/ml) metoda
PCR oraz wycinki z jelita grubego pobrane w trakcie endoskopii, w ktérych poprzez barwienie
swoistymi przeciwciatami poszukiwano antygenu CMV (liczba komérek CMV+/wycinek) oraz
oceniono stan zapalny przy pomocy skali Geboesa. Aktywno$¢ wzjg oceniano na podstawie
skali Mayo, stezenia kalprotektyny w kale i stezenia biatka C-reaktywnego w surowicy krwi.

Nalezy podkresli¢, ze w swojej pracy autorka wykorzystata jedynie dane, ktdre wynikaty

z procedur diagnostycznych i terapeutycznych, tak wiec nie narazita pacjentéow na
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dodatkowe badania. Stanowi to w pewnym stopniu ograniczenie pracy, gdyz, jak konkluduje
autorka, bardziej wartosciowe wyniki mozna bytoby uzyska¢ wzbogacajac badania
0 oznaczenia CMV metoda PCR w wycinkach z jelita oraz oznaczenia CMV metoda PCR we

krwi u wszystkich pacjentow.

Pomimo tych, sygnalizowanych przez autorke ograniczen, praca w mojej ocenie jest bardzo
wartosciowa, nowatorska i wybitna, poniewaz wskazuje na nowe mozliwosci przede
wszystkim nieinwazyjnego wykluczenia, a w czeéci przypadkéw rozpoznania klinicznie
istotnego zakazenia wirusem cytomegalii u pacjentéw z rzutem wrzodziejgcego zapalenia
jelita grubego. Jest to pionierska praca prospektywna, ktéra, po publikacji, bedzie
niewatpliwie stanowita znaczacy wktad w wypracowywanie standardéw postepowania

diagnostycznego w chorobie cytomegalowirusowej jelita.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa posiada typowy, prawidtowy i przejrzysty uktad.

We wstgpie autorka w sposéb wyczerpujacy przedstawita zagadnienia dotyczace
cytomegalowirusa. Przedstawita dane dotyczace taksonomii i budowy wirusa oraz replikacji
i latencji. W dalszej czesci omowita epidemiologie cytomegalii oraz postacie kliniczne
zakazenia. SzczegOlnie istotne w pracy bylo omdwienie wszystkich obecnie dostepnych
metod diagnostycznych infekcji CMV wraz z krytyczng oceng zalet i ograniczeri kazdej z metod
w réznych sytuacjach klinicznych. W tej czesci autorka podsumowata aktualny stan wiedzy na
temat mozliwosci diagnostycznych klinicznie istotnej choroby cytomegalowirusowej jelita.
Juz z tej wstepnej analizy danych literaturowych wynika, ze istnieje duza potrzeba kontynuaciji
badan nad wiarygodnym, czutym, nieinwazyjnym, a réwnoczeénie prostym do wykonania
testem diagnostycznym. W zakoriczeniu tej czeéci wstgpu doktorantka omdwita zasady
i sposob leczenia pacjentdw z wzjg, u ktérych potwierdzono, z duzym prawdopodobieristwem
wspotwystgpowanie choroby cytomegalowirusowej jelita. Autorka zwrdcita uwage, ze
prowadzenie takiego leczenia pozostaje w wielu przypadkach dyskusyjne. Kolejny podrozdziat
wstgpu zostat poswiecony omdwieniu wrzodziejacego zapalenia jelita grubego. Zostata

przedstawiona etiopatogeneza, objawy kliniczne i przebieg choroby, obowigzujace kryteria

rozpoznania i oceny aktywnosci choroby oraz zasady leczenia. Nalezy podkresli¢ duzg wiedze
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teoretyczng w tym zakresie, ktérg ponadto doktorantka przedstawita w sposéb zwarty
i zrozumiaty. Ostatnia cze$¢ wstepu poswiecona zostata kalprotektynie, ktéra
w gastroenterologii jest jednym z biomarkeréw zapalenia jelita. Podjecie tego zagadnienia
wynikato z przyjetych drugorzedowych celéw pracy, a mianowicie oceny korelacji miedzy
obecnoscia  zakazenia CMV a  klinicznym, endoskopowym, histopatologicznym
i laboratoryjnym (stezenie CRP i kalprotektyny w kale) nasileniem aktywnosci wzjg. Realizacja
drugorzedowych celéw pracy wydaje sie bardzo uzasadniona, gdyz wzbogaca dotychczasowy
stan wiedzy zwtaszcza w aspekcie przydatnosci klinicznej oznaczania poziomu kalprotektyny
w stolcu. W chwili obecnej dane literaturowe sg nadal nieliczne, podobnie jak dotychczas
badane, zréznicowane pod wzgledem aktywnogci choroby, grupy pacjentéw.
W prospektywnym badaniu autorki grupa pacjentéw byta liczna i dobrze zdefiniowana pod
wzgledem aktywnosci choroby. Uzyskane wyniki w tym zakresie sq bardzo wartosciowe
i, chociaz nie wykazano istotnych korelacji, a doktorantka nie sformutowata w tym zakresie
wnioskow w pracy, zebrany materiat pozwoli zapewne na przygotowanie wartosciowe;j

publikacji.

Gtownym celem pracy, jak wspomniano powyzej, bylo sprawdzenie wartoéci
diagnostycznej nieinwazyjnej metody qPCR oznaczenia DNA CMV w kale w poréwnaniu ze
»ztotym standardem”, ktérym jest metoda immunohistochemiczna badania wycinkow z jelita

grubego na obecnos¢ CMV u pacjentéw z rzutem wrzodziejacego zapalenia jelita grubego.

W  kolejnej czesci rozprawy Doktorantka przedstawita materiat i metodologie
prowadzonych badan. Ten rozdziat rowniez nie budzi zastrzezen, w sposéb zrozumiaty zostaty
omowione kryteria wigczania pacjentéw do badania, jak réwniez zasady wykonywania
procedur endoskopowych, histopatologicznych, badania ilosciowego PCR CMV w kale oraz
oznaczania ilosciowego kalprotektyny w kale. Do planowanej analizy wynikdw zostaty

dobrane wtasciwe testy statystyczne.

Badanie uzyskato akceptacje Komisji Bioetycznej przy Centrum Medycznym Ksztatcenia

Podyplomowego w Warszawie, a pacjenci, przed wiaczeniem do badania, zostali

poinformowani o jego celu i przebiegu oraz podpisali formularz $wiadomej zgody na udziat
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w badaniu (wzér formularza zostat dotaczony do pracy).

Rozdziat poswiecony omdwieniu uzyskanych wynikéw zostat opracowany bardzo dobrze,
nalezy podkreslic przydatnos$é¢ wiasciwie przygotowanych tabel i rycin, ktére utatwiaja
przesledzenie zaréwno rezultatéw badania, jak i zastosowanej analizy statystycznej. Brakuje,
typowego dla tego typu prac zestawienia tabel i rycin w zatgcznikach pracy, numeracja tabel
tradycyjnie jest przedstawiana w liczbach rzymskich, nie uwazam jednak, by byty to istotne

uwagi.

Bardzo ciekawie zostat napisany rozdziat zawierajacy podsumowanie wynikow i dyskusje.
Autorka wykazata sie duzg wiedza, umiejgtnoscia doboru literatury (133 pozycje
piSmiennictwa), a przede wszystkim krytyczna analizg wynikéw badan wtasnych i innych
autorow. Przedstawita zaréwno zalety, jak i ograniczenia wtasnej pracy badawczej.
Niewatpliwie jest to pierwsze na $wiecie badanie prospektywne poréwnujace dwie metody
ilosciowego oznaczenia CMV w celu rozpoznania cytomegalowirusowego zapalenia jelita
grubego: IHC z wycinkdw z jelita grubego z PCR z katu w licznej, jednorodnej, dobrze
zdefiniowanej grupie pacjentéw z wzjg przy zastosowaniu jednorodnej metodologii.
Ograniczeniem pracy byt przede wszystkim brak oznaczenia CMV metodg PCR w wycinkach
z jelita, jednak, jak zatozono w metodologii, u pacjentéw wykonywano tylko takie badania
inwazyjne, ktére byly niezbedne w rutynowym postepowaniu  diagnostyczno-
terapeutycznym.

Autorka sformutowata 3 wnioski, bedace odpowiedzia na postawiony w pracy
pierwszoplanowy cel badania:

1. Zgodnos$¢ diagnostyczna oznaczania CMV DNA metoda qPCR w kaleu pacjentéw

z aktywnym WZJG w poréwnaniu z CMV IHC w wycinkach z jelita grubego wynosi
74,1%.
2. CMV w kale oznaczony metodg qPCR jest obecny u 2/5 pacjentéw z aktywnym WZJG.
3. Negatywny wynik oznaczenia CMV metoda qPCR w kale pomaga wykluczyé¢ chorobe

cytomegalowirusowsq jelita grubego.
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Poza wartoscig naukowa, uzyskane wyniki maja duze znaczenie praktyczne. Dotyczy to
zwtaszcza wniosku trzeciego, gdyz wykluczenie choroby cytomegalowirusowej jelita grubego
testem nieinwazyjnym moze ograniczy¢ ilo$¢ inwazyjnych badan endoskopowych
i czasochtonnych histopatologicznych, a tym samym zmniejszy¢ ryzyko dziatan
niepozadanych i obnizy¢ koszty diagnostyki i hospitalizacji.

Czytajac prace doktorska znalaztam oczywiscie drobne btedy. Przede wszystkim uwaga do
doktorantki: rozprawa doktorska jest dzietem autorskim, pomimo, iz w przeprowadzenie
badan byt zaangazowany duzy zespét pracownikéw. Nie nalezy w zwigzku z tym uzywaé
sformutowan ,wedtug naszej wiedzy”, ,w naszym badaniu”, »Przyznajemy jednak”, itp.
Powinna byc¢ stosowana liczba pojedyncza, gdyz analiza uzyskanych wynikéw i ich oméwienie
stanowia wtasng prace Doktorantki. Sytuacja zmieni sig¢ W momencie przygotowywania
publikacji przez caty, zaangazowany w badanie zespot, wtedy jak najbardziej znajdzie
zastosowanie liczba mnoga. W kilku miejscach we wstepie pracy autorka uzyta
sformutowania ,flora” i ,mikroflora jelitowa”. Obecnie obowigzuje okreslenie ,mikrobiota
jelitowa”, a btad wyniknat prawdopodobnie z wykorzystania takze starszych pozyciji
literaturowych, w ktérych stosowane byty te nazwy. Podobnie, wtasciwsze jest okreslenie
»aminotransferazy”, a nie ,transaminazy”. Pozycja 120 piémiennictwa jest anglojezyczna,
a tytut pracy zostat podany w jezyku polskim. Byto takze kilka drobnych btedéw literowych
i stylistycznych, ale w zaden sposé6b nie wptywa to na ogdlng ocene pracy.

Przedstawiona mi do recenzji rozprawa spetnia wszystkie warunki okreélone w Ustawie

o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki.

Na tej podstawie wnosze do Rady Naukowej Centrum Onkologii-Instytutu im. Marii
Sktodowskiej-Curie w Warszawie o przyjecie rozprawy i dopuszczenie magister Agnieszki

Bozeny Magdziak do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Wnoszg réwniez o wyrdznienie pracy doktorskiej /]
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Z powazaniem [//
!/

Maria K’fopoé}(a




