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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Joanny Heleny Wielinskiej
pod tytutem:

»Analiza wybranych cytokin i profilu miRNA u pacjentéw z reumatoidalnym
zapaleniem stawow i zesztywniajgcym zapaleniem stawéw kre¢goshupa”

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) oraz zesztywniajgce zapalenie stawow
kregostupa (ZZSK) to przewlekte zapalne schorzenia uktadu ruchu, ktore, jezeli nie sg
odpowiednio wezesnie rozpoznane i leczone, prowadzg do niepelnosprawnosci oraz
powaznych powiktan zdrowotnych. Obecnie dostepne, nowoczesne metody leczenia opierajg
sie na celowanym oddziatywaniu na konkretne cytokiny prozapalne oraz szlaki sygnalowe. W
leczeniu tych schorzen dysponujemy przeciwcialami monoklonalnymi hamujacymi dziatanie
takich cytokin jak TNF-a, IL-6, I.-17, IL-23 i inne. Zastosowanie tych lekéw, okreslone jako
leczenie biologiczne, spowodowato przetom w terapii zapalen stawow. Mimo postepu
wiedzy weigz jednak cze$¢ chorych nie odpowiada na zastosowang terapig, a koszty leczenia
s bardzo wysokie. Dlatego dgzy sie¢ do wprowadzenia leczenia spersonalizowanego,
dopasowanego do konkretnego pacjenta. Odpowiedzi na pytanie, jak bedzie przebiegad
choroba oraz jaka terapia bedzie najlepsza dla konkretnego chorego moze dostarczy¢
immunogenetyka i1 farmakogenetyka.

Powyzszg problematyka zajela sie Doktorantka Joanna Wielinska i przedstawita
wyniki swojej pracy badawczej w recenzowanej rozprawie doktorskie;j.

Na rozprawe t¢ sktadajg si¢ cztery powigzane ze sobg tematycznie artykuty, a mianowicie:

»Interleukin 6 gene polymorphism is associated with protein serum level and disease
activity in Polish patients with rheumatoid arthritis” HLA. 2018,92 (Suppl.2) 38-41

»Polymorphism within genes coding for IL-17A and F and their receptor as clinical
hallmarks in ankylosing spondylitis” Mediators Inflamm. 2021,2021:312592

»Exploring the extracellular vesicle MicroRNA expression repertoire in patients with
rheumatoid arthritis and ankylosing spondylitis treated with TNF inhibitors” Dis
Markers. 2021,2021:2924935

»MiRNAs as potential biomarkers of treatment outcome in rheumatoid arthritis and
ankylosing spondylitis” Pharmacogenomics 2021, 22(5):291-301



Te trzy prace oryginalne i jedna praca pogladowa zostaty opublikowane w anglojezycznych
recenzowanych czasopismach o zasiegu miedzynarodowym 1 ich taczny wspdtczynnik
wplywu (impact factor) wynosi 13,463.

Badania naukowe zostaly przeprowadzone w Laboratorium Immunogenetyki Klinicznej i
Farmakogenetyki [ITD im L. Hirszfelda we Wroctawiu pod kierunkiem promotor prof. dr
hab. Katarzyny Boguni-Kubik.

Pierwszym zagadnieniem, ktére podjeta doktorantka, bylto zastosowanie analizy
polimorfizmu pojedynczego nukleotydu (SNP) do wezesnego rozpoznania zapalenia stawow
i zroznicowania pomiedzy RZS i ZZSK, a takze mozliwos¢ wykorzystania SNP do prognozy
odpowiedzi na konkretne leczenie inhibitorami TNF-alfa. Stworzy to potencjalng mozliwos¢
odpowiedniego dobrania terapii do profilu genetycznego pacjenta.

Drugie zagadnienie dotyczyto zastosowania analizy profilu mikroRNA , zawartego w
pecherzykach pozakomorkowych u chorych z RZS oraz ZZSK, przed 1 w trakcie leczenia
biologicznego z zastosowaniem przeciwciat anty TNF-a.

Praca, zatytutowana ,.Interleukin 6 gene polymorphism is associated with protein
serum level and disease activity in Polish patients with rheumatoid arthritis” polegata na
ocenie zaleznosci pomiedzy zmiennoscig polimorficzng genu IL-6 u chorych na RZS,
poziomem IL-6 w surowicy, progresja choroby i odpowiedzig na leczenie inhibitorami TNF-
o. Analizowano polimorfizm pojedynczego nukleotydu (SNP) rs1800795 (-174 G>C)
zlokalizowanego na chromosomie 7 w rejonie promotora genu /L6. Badania genetyczne
przeprowadzono u 130 chorych z RZS 1 112 0séb zdrowych z zastosowaniem testu TagMan
Real-Time PCR, a poziomy biatka IL-6 w surowicy oceniano przed oraz po trzech 1 szesciu
miesigcach leczenia anty-TNFa.

Wykazano, ze najczestszym wariantem genetycznym w badanej grupie byly
heterozygoty GC. Nie wykazano zwigzku SNP z podatnoscia na RZS. Stwierdzono, ze
stezenie cytokiny spada w trakcie leczenia i chorzy z RZS mieli wyzsze st¢zenia IL-6 niz
grupa kontrolna. Homozygoty CC mieli najwyzsze stgzenie I1-6 przed leczeniem i czescie]
cechowala ich wyzsza aktywnos¢ choroby.

Przeprowadzone przez doktorantke analizy sg jedynymi przeprowadzonymi w
homogennej grupie polskich pacjentéw z RZS i sugeruja, ze homozygotycznos¢ IL6
151800795 CC moze odgrywaé niekorzystna role w RZS.

Kolejna praca zatytulowana ,,Polymorphism within genes coding for IL-17A and F
and their receptor as clinical hallmarks in ankylosing spondylitis” przyniosta unikatowe
w polskiej populacji wyniki asocjacji genetycznych IL17RA rs 4819554 1 IL17RC 708567 w
77SK. Przedmiotem badania byla ocena, czy polimorfizmy genow dla /L174, ILI7F iich
receptoréw majg zwigzek z podatnoscia na zachorowanie na ZZSK, parametrami klinicznymi
oraz odpowiedzig na leczenie inhibitorami TNF-a. Do oceny wybrano SNP: /1174
1$2275913 (G>A) zlokalizowany na chromosomie 6 w obrebie promotora genu, IL/7F s
763780 (A>G) zlokalizowany na chromosomie 22 w eksonie 3, IL17RA rs4819554 (G>A)
zlokalizowany na chromosomie 22 w obre¢bie promotora genu oraz IL17RC rs708567 (A>G)
zlokalizowanego na chromosomie 3 w eksonie 4. Badanie przeprowadzono u 138 pacjentow z
778K i 190 0sob zdrowych, chorzy byli monitorowani przed leczeniem anty-TNF-o0, oraz po 3
i 6 miesigcach terapii.



Nie stwierdzono réznic w rozkladzie genotypdw i alleli pomiedzy chorymi na ZZSK a
osobami zdrowymi, natomiast powigzano warianty genetyczne z parametrami zwigzanymi z
aktywnoScig choroby, takimi jak CRP, wskaznik VAS (visual analogue scale) oraz wskaznik
BASDAI. Wykazano, ze allele lub genotypy zwigzane z wigkszg produkeja IL-17F moga
odgrywac¢ niekorzystng role w ZZSK. Polimorfizmy genow dla IL-17 i ich receptorow sa
powigzane z parametrami klinicznymi aktywnosci choroby i majg wplyw na przebieg ZZSK
oraz mogg by¢ biomarkerami odpowiedzi na leki anty-TNF-o u polskich pacjentow.

Szczegolna wartosé pracy polega na tym, Ze byla to pierwsza analiza zaleznosci
pomiedzy SNP ILI7RA i IL17RC a chorobami reumatycznymi w populacji polskie;j.

Trzecia praca oryginalna pod tytulem: ,,Exploring the extracellular vesicle
MicroRNA expression repertoire in patients with rheumatoid arthritis and ankylosing
spondylitis treated with TNF inhibitors” dotyczyta mechanizmow epigenetycznych
istotnych w patogenezie chorob zapalnych stawow. Przeprowadzono w niej profilowanie
ekspresji mikroRNA w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych (EV) u pacjentow z RZS oraz
278K przed oraz w trakcie leczenia anty-TNFa. Mikro RNA sg to jednoniciowe,
niekodujace, endogenne czgsteczki mRNA, dtugosci $rednio 22 nukleotydow, ktére naleza do
najwazniejszych czasteczek regulujacych ekspresje genow. Moga one by¢ wykrywane w
réznych plynach ustrojowych lub tez oznaczane w pecherzykach zewnatrzkomoérkowych.
Dysregulacja ekspresji miRNA jest zwigzana z nasileniem sygnalizacji szlakow zapalnych,
wydzielaniem cytokin prozapalnych oraz procesami autoimmunizacji.

Praca pozwolila na zidentyfikowanie 12 miRNA, ktérych profile ekspres;ji istotnie
rdznity sie pomiedzy chorymi z RZS i ZZSK, a ponadto wykryto cztery czgsteczki, ktdrych
ekspresja zmieniala si¢ po 3 miesigcach terapii anty-TNFa w RZS oraz 14 czasteczek, ktore
ulegaly zmianie po terapii anty-TNF-a w ZZSK. Mogg one by¢ wykorzystywane jako nowy,
nieinwazyjny marker diagnostyczny oraz predyktor przebiegu choroby i odpowiedzi na
leczenie.

Badania te mialy charakter nowatorski i wykazaty, ze profilowanie miRNA z EVs
moze by¢ wykorzystane do wykrywania biomarkeréw diagnostycznych oraz
przepowiadajacych odpowiedz na leczenie w RZS 1 ZZSK.

Ostatnia praca zamykajaca cykl publikacji rozprawy doktorskiej pod tytutem:
»IVIIRNAs as potential biomarkers of treatment outcome in rheumatoid arthritis and
ankylosing spondylitis” ma charakter przegladowy i dotyczy roli czasteczek miRNA w
przebiegu leczenia chorych na RZS i ZZSK inhibitorami TNFa.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom
naukowy, ma nowatorski charakter i zawiera unikatowe analizy.

Doktorantka wykazala si¢ bardzo dobrg znajomoscig tematu i podjeta sie realizacji zagadnien
dotychczas nie przebadanych w populacji polskich chorych na RZS i ZZSK. Zastosowala
nowoczesne metody badawcze, zrealizowata postawione cele badan i uzyskata odpowiedzi na
postawione pytania. Ponadto dokonata doglebnej analizy aktualnej wiedzy na podjety temat
oraz przeprowadzila szczegolowa dyskusje wynikdéw swoich badan w jej kontekscie.
Uzyskane wyniki wyczerpujaco odpowiedziaty na postawiony problem badawczy. Maja one



charakter nowatorski i mogg mie¢ zastosowanie praktyczne przy planowaniu leczenia
biologicznego chorych na zapalenia stawdw.

Najwazniejsze wnioski z przeprowadzonych badan sg nastepujace:

Polimorfizm pojedynczego nukleotydu w obrebie promotora genu /L-6 wigze si¢ z poziomem
tej cytokiny w surowicy pacjentéw i aktywnoscig choroby.

Polimorfizm IL17F moze wptywaé na wynik terapii anty-TNF, a wraz z wariantami
genetycznymi receptora IL17RA jest zwigzany z aktywnoscig choroby u pacjentow z ZZSK
po leczeniu anty-TNF.

Genotypowanie polimorfizmdéw wybranych cytokin prozapalnych i ich receptorow moze mieé
potencjat predykcyjny u pacjentdw z chorobami reumatycznymi populacji polskie;j.

MikroRNA mogg by¢ obiecujgcymi markerami diagnostycznymi i prognostycznymi w
patogenezie RZS i ZZSK oraz odpowiedzi pacjentow na leczenie biologiczne

Doktorantka jest autorka 8 publikacji oryginalnych i 1 pracy pogladowej w
miedzynarodowych czasopismach o wysokim wspotczynniku wptywu. W celu rozwoju
naukowego i udoskonalenia warsztatu badawczego odbyta wiele szkolen zagranicznych i
krajowych. Doktorantka uczestniczyta jako wykonawca w grancie NCN OPUS 11, a za swdj
dorobek zostata wyrdzniona nagrodg Stypendium Rektora dla najlepszych doktorantow a w
czasie studiow Stypendium Rektora dla najlepszych studentéw Politechniki Lodzkie;.
Ponadto byta beneficjentka licznych stypendiow na wyjazdy badawcze i konferencje
naukowe.

Rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny i spetnia
wszystkie warunki okre§lone w ustawie z dn. 14 marca 2003 o stopniach naukowych, dlatego
tez przedktadam Wysokiej Radzie Naukowej Instytutu Immunologii i Terapii Doswiadczalnej
PAN whniosek o dopuszczenie doktorantki do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto wnioskuje o wyr6znienie rozprawy nagroda ze wzgledu na jej bardzo wysoki
poziom naukowy i nowatorski charakter oraz mozliwo$¢ praktycznego zastosowania
przedstawionych wynikow.

7. powazaniem
Dr hab. n. med. Magdalena Szmyrka
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