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Rosngca liczba zachorowan na choroby cywilizacyjne, a dzisiaj takimi mozemy juz
nazywaé choroby reumatyczne, pocigga za sobg wicksze zapotrzebowanic na szybsza
i sprawniejszg diagnostyke a takze na nowe metody terapii. Choroby reumatyczne, do ktorych
zaliczamy reumatoidalne zapalenic stawow (RZS) oraz zesztywniajace zapalenie stawow
kr¢gostupa (Z7.SK), to powszechny problem zdrowotny swiatowe] populacji, dotykajacy ponad
350 milionow ludzi na $wiecie. Te przewlekie, postepujace choroby zapalne prowadza do
obnizenia sprawnosdci fizycznej 1 wzrostu zwyrodnienia stawow.

R7ZS 1 77SK to przewlekle stany zapalne, ktore wiazg si¢ z zapaleniem
ogoélnoustrojowym. RZS jest heterogenng chorobg autoimmunologiczng zwigzang =z
symetrycznym zapaleniem stawow, prowadzgcym do zniszezenia kosci 1 chrzastki. ZZSK w
przeciwienstwic do RZS, dotyczy gléwnie szkicletu osiowego, przyczepow Sciggnistych i
duzych asymetrycznych stawdéw. Dane epidemiologiczne wskazujg, ze zarowno RZS, jak 1
778K to jednostki chorobowe o wicloczynnikowej etiologii, gdzie predyspozycja genetyczna,
stymulujagce  dziatanic  czynnikéw  $rodowiskowych oraz zaburzenia w  regulacji
immunologicznej sg w réznym stopniu odpowicdzialne za powstawanie oraz rozprzestrzeniania
si¢ zmian zapalnych. Chociaz sg bardzo blisko spokrewnione, ich symptomatologia 1 etiologia
sgrézne, a ich etiopatogencza nie zostata w pelni poznana. Badania asocjacyjne catego genomu
(GWAS) potwicrdzity wysokg dziedzicznos¢ RZS czy ZZKS oraz wzbogacenic
polimorfizméw pojedynczych nukleotydéw (SNP) zwigzanych z RZS/Z7.SK w geny aktywne
w limfocytach T CD4+ lub 7z nimi zwigzane. Lepsze zrozumienie tych obszardéw przetozyto si¢
na skuteczne terapie, ktore zrewolucjonizowaly ich leczenie. Ukierunkowane terapic
immunologiczne, takic jak inhibitory czynnika martwicy nowotworu (INF), sa szeroko
stosowane w leczeniu RZS. Jednak mniej niz jedna czwarta pacjentow osigga remisj¢ po 6
miesigcach. Alternatywne szlaki cytokinowe (a zatem potencjalne terapie) mogg by¢ istotne u
tych pacjentow. Co wigceej, odpowiedz na leczenic rozni si¢ znacznic migdzy pacjentami, a



ekspresja specyficznych microRNA moze to wyjasni¢ oraz pomoc klinicystom wybraé
odpowiedni sposob leczenia.

Pomimo réznic w obrazach klinicznych i chorobach wspotistniejacych, rozréznienie
RZS i ZZSK w stadium ,,wczesnego zapalenia stawdéw” nadal uwazane jest za wyzwanie
w praktyce klinicznej. Trwajg badania nad uzyteczno$cig 1 specyficznoscig markerow
serologicznych w diagnostyce lub prognozowaniu chordb reumatycznych. Uwaza si¢, ze
autoprzeciwciala sg przydatne u pacjentéw z wezesnym zapaleniem stawdw, ale u prawic 30%
pacjentow z dodatnim wynikiem czynnika recumatoidalnego (RF), przeciwcial przeciw
peptydom antycytrulinowym (ACPA) lub przeciwciat przeciwko karbamylowi peptydom
(CARB) nie rozwija si¢ RZS 1 40% przypadkdéw RZS jest seronegatywnych. W rzeczywistosci
nic istniejg idealne panele biomarkerow serologicznych dla ZZSK; w zwiazku z tym istnieje
silna potrzeba zidentyfikowania nowych czynnikow, ktore pozwalajg odroézni¢ wezesne RZS
od Z7.SK.

Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Heleny Wielinskiej zostata przygotowana na
podstawie spojnego tematycznie zbioru czterech artykutdw opublikowanych w czasopismach
naukowych na temat roli wybranych cytokin i microRNA w predyspozycji do, jak i w przebiegu
klinicznym reumatoidalnego zapalenia stawow oraz zesztywniajgcego zapalenia stawow
kregostupa:

e Wielifiska J, Dratwa M, Swierkot J, Korman L, Iwaszko M, Wysoczanska B, Bogunia-
Kubik K. Interleukin 6 gene polymorphism is associated with protein serum level and
disease activity in Polish patients with rheumatoid arthritis. HLA. 2018 Dec;92 Suppl
2:38-41. doi: 10.1111/tan.13355.

e Wielinska J, Swierkot J, Kolossa K, Bugaj B, Chaszczewska-Markowska M, Jeka S,
Bogunia-Kubik K. Polymorphisms within Genes Coding for IL-17A and F and Their
Receptor as Clinical Hallmarks in Ankylosing Spondylitis. Mediators Inflamm. 2021
Oct 27;2021:3125922. doi: 10.1155/2021/3125922.

e Wiclinska J, Crossland RE, Lacina P, Swierkot J, Bugaj B, Dickinson AM, Bogunia-
Kubik K. Exploring the Extracellular Vesicle MicroRNA Expression Repertoire in
Patients with Rheumatoid Arthritis and Ankylosing Spondylitis Treated with TNF
Inhibitors. Dis Markers. 2021 Sep 30;2021:2924935. doi: 10.1155/2021/2924935.

e Wielinska J, Bogunia-Kubik K. miRNAs as potential biomarkers of treatment outcome
in rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis. Pharmacogenomics. 2021
Apr;22(5):291-301. doi: 10.2217/pgs-2020-0148. Epub 2021 Mar 26. PMID:
33769067.

We  wszystkich  czterech  pracach  Doktorantka jest pierwszym autorem. fgczny
IF przytoczonych prac wynosi 13,463. Oprécz zatgczonych publikacji Doktorantka zamiescita
streszezenie w jezyku polskim i angielski oraz Autoreferat zawierajacy wprowadzenie, cel
badan, omowienie wynikéw badan, wnioski, bibliografi¢, notke biograficzng oraz dorobek
naukowy.



Rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Heleny Wiclinskiej dobrze wpisuje si¢ w opisane
powyZej nurty badan. Praca Kandydatki przedstawia niczwykle istotne, z punktu widzenia
ctiologicznego, klinicznego oraz potencjalnic terapeutycznego, badania podejmujgce probe
okre$lania markerdw stanu zapalnego zwigzanych z podatnoscig na wybrane choroby
reumatyczne oraz wynikami stosowanych terapii. Autorka w swojej pracy skupifa si¢ na:
analizie wybranych polimorfizmoéw pojedynczego nukleotydu (SNP) w genach kodujgcych
cytokiny (IL-6, IL-174, IL-17F) oraz ich receptory (IL-17RA, IL-17RC); okresleniu poziomdw
tych cytokin w surowicy oraz okresleniu repertuaru microRNA (miRNA) w pecherzykach
zewngtrzkomorkowych u pacjentow z RZS i ZZSK. Zebrane dane cksperymentalne zostaty
przeanalizowane w odniesieniu do parametrow klinicznych, wskaznikéw aktywnos$ci choroby
oraz, odpowiedzi na terapie anty- I'NF.

We wstepie Doktorantka w sposob syntetyczny przedstawiata epidemiologiczne i kliniczne
aspekty RZS i ZZSK. Omoéwila takze role cytokin i miRNA w patomechanizmie badanych
jednostek chorobowych oraz role miRNA jako potencjalnych markeréw molekulamych.

W przedstawionych publikacjach prawidlowo zostaly opisane zastosowane procedury
badawcze. W badaniu oceniajgcym SNP genu /2-6 wzigto udzial 130 pacjentéw z RZS oraz
112 o0s6b zdrowych. Z kolei w badaniu oceniajacym zwigzek SNP genow IL-174/F i ich
receptordw z Z7SK, grupa badana skiadata si¢ ze¢ 138 pacjentdw z ZZSK oraz 190 osob
zdrowych. Natomiast w badaniu oceniajgcym profil ckspresji miRNA w pecherzykach
zewnagtrzkomorkowych brato udzial 3 pacjentow z RZS 1 3 pacjentow z ZZSK. Czy
Doktorantka planuje lub moze rozpoczeta juz badania nad wyselekcjonowanymi miRNA na
wigkszych grupach chorych?

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione w sposéb poprawny 1 moga mie¢ w przysztodci
znaczenie praktyczne, a w szezegolnosei wyniki dotyczgcee profilowania ekspresji miRNA. Na
podstawie przeprowadzonych analiz nie zaobserwowano zwigzku pomi¢dzy polimorfizmami
genu IL-6 a podatnoscig na RZS oraz pomi¢dzy SNP genow IL-174/F, IL-17RA 1 IL-17RC
a podatnoscig na ZZSK. Znaleziono natomiast zaleznosci pomigdzy analizowanymi
polimorfizmami a nicktorymi parametrami klinicznymi. Doktorantka wykazata, zc genotyp
I1.-174CC zwigzany jest z wyzsza aktywnoscig RZS oraz z najwyzszymi st¢zeniami IL-6 przed
rozpoczeciem leczenia anty-TNE. Ponadto, wykazano, Ze st¢zenie IL-6 spada podczas leczenia.
Czy Doktorantka weryfikowata jak zmienia si¢ parametr DAS-28 podczas leczenia? 1 jak
koreluje ze stezeniem I1.-6? Zaobserwowano réwniez, ze pacjenci z ZZSK posiadajacy genotyp
IL-174 152275913 GG i GA majg wyzsze wartosci VAS przed leczeniem, z kolel homozygoty
AA wykazywaly niska lub umiarkowana aktywno$¢ choroby. Pacjenci posiadajacy allel G w
genie IL-17RA rs4819554 odznaczali si¢ wyzszymi wartosciami VAS po 3 i 6 miesigcach
leczenia anty-TNF oraz BASDAI po 3 miesigcach leczenia anty-TNEF. Na podstawie
przeprowadzonych badafh wykazano rowniez zwigzek allelu G w genie IL-17RC z pdznicjszy
zapadalnoscig na ZZSK. Przeprowadzone analizy pozwolily na zidentyfikowanie 12 miRNA,
ktorych profil ekspresji réznit sic miedzy pacjentami z RZS 1 ZZSK przed zastosowaniem
leczenia anty-TNF. Ekspresja miR-125-5p, -130b-3p, -151a-5p, -30la-3p, -324-5p byla
podwyzszona w surowicy pacjentéw z RZS, natomiast ckspresja miR-376¢-3p, -378h, -411-5p,
-548a-5p, -548n, -548q, -579-3p byla istotnic wyzsza w surowicy pacjentow z ZZSK. Wykryto



rowniez 4 miRNA, ktore charakteryzowatly si¢ zwickszong ekspresja po 3 miesigcach terapii
anty-TNF u pacjentow z RZS: miR-520h, -498, -548n, i -19b-3p. W badaniu wykazano réwniez
14 czgstek miRNA, ktére zmienial swoj profil ekspresji po zastosowaniu leczenia anty-TNFEF u
pacjentow z ZZSK. Na podstawic przeprowadzonych analiz in silico zaobserwowano, ze
wszystkie opisane w pracy miRNA sg zaangazowane w szlak sygnalizacji Wnt. Czy
Doktorantka ma wlasne spostrzezenia z tym zwigzane? Czy planuje rozszerzy¢ badania w tym
zakresie?

Whnioski sporzadzone na podstawie otrzymanych wynikow sg logiczne 1 odpowiadajg
ustalonym celom pracy.

Uwage recenzenta zwrdcito dodanie notki biograficznej oraz dorobku naukowego
Doktorantki, ktora wykazuje si¢ duza aktywnoscig naukows. Jest autorem/wspdtautorem 8 prac
oryginalnych, 1 pracy przegladowej oraz 9 donicsien konferencyjnych. Uczestniczyta w 4
stazach/szkoleniach zagranicznych. Doktorantka na swoim kocie posiada rowniez liczne
nagrody, wyrdznienia czy stypendia naukowe/wyjazdowe.

Oceniona rozprawa nie budzi zastrzezen merytorycznych, a przytoczone powyzej pytania
oraz ponizej uwagi majg charakter redakcyjny, sg sugestiami, ktore moga by¢ uwzglednione
przy przygotowywaniu kolejnych publikacji:

e brak wykazu stosowanych skrotdow,

e nazwy genow zawsze nalezy pisac kursywa,

e gody raz zastosuje si¢ skrot, to w dalszych czgéciach pracy powinno si¢ juz raczej
stosowac skrot a nie petna nazwe,

e Doktorantka w pracy w kilku migjscach, niepotrzebnie, podaje skroty nazw juz
wezesnicj przytoczonych; np. str 5, str 10, str 11 polimorfizm pojedynczego nukleotydu

(SNP),
e brak w autoreferacie informacji o wiclkosci badanych grup w przypadku profilowania
ckspresji miRNA.

Podsumowujgc, przedtozong do oceny rozprawe doktorskg oceniam bardzo wysoko. Praca
jest obszernym i nowoczesnym opracowaniem naukowym bardzo istotnym z punktu widzenia
klinicznego. Uwazam, Ze przedtozona do oceny rozprawa doktorska mgr inz. Joanny Heleny
Wicelinskiej pt. ,,Analiza wybranych cytokin i profilu miRNA u pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawow 1 zesztywniajagcym zapaleniami stawow kr¢gostupa” jest oryginalnym
dorobkiem Doktorantki i spetnia wszystkic wymogi stawiane rozprawom doktorskim.

7 przyjemnoscig zwracam si¢ do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii
Do$wiadczalnej im. Ludwika Hirszfelda, Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr inz.
Joanny Heleny Wielinskicj do dalszych etapow przewodu doktorskiego 1 wyr6znienie pracy.
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