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Recenzja rozprawy doktorskiej

Pana mgr inz. Tomasza Kmiolka, przedstawionej jako monotematyczny cykl trzech publikacji
pod wspolnym tytulem: , Regulacja epigenetyczna oraz jej wplyw na réwnowage komorek
Th17/Treg u chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw".

Promotor rozprawy: dr hab. n. med. Agnieszka Paradowska-Gorycka, prof. NIGRiR

Reumatoidalne zapalenie stawdéw (RZS) to autoimmunologiczna, przewlekla choroba
zapalna atakujaca stawy irozne narzady. Najbardziej charakterystycznym jej objawem jest
bol, sztywnosé oraz obrzgk stawow rak i stop, ale zapalenie moze dotyczy¢ takze innych
stawow. Nieleczona choroba prowadzi najczesSciej do zniszczenia stawow i cigzkiej
niesprawno$ci. RZS jest chorobg systemowa, atakujaca nie tylko stawy, ale réwniez wiele
narzadéw (zwlaszcza postaé diugotrwala, o cigzkim przebiegu). Wczesne zastosowanie
skutecznego leczenia hamuje postgp choroby, zapobiega jej powiklaniom iumozliwia
normalne funkcjonowanie. Przyczyn RZS w peilni nie poznano. Najprawdopodobniej do
rozwoju choroby konieczne jest wspoélistnienie wielu czynnikéw w tym defektu uktadu
odpornosciowego. Patogeneza jest bardzo zlozona i obejmuje proliferacj¢ i zwldknienie
komorek blony maziowej, tworzenie blony naczyniowej oraz erozje chrzastki i kosci.
Choroba czesciowo przebiega z udziatem komoérek T, ktore sa wazne w procesie zapalnym.
Pomocnicze limfocyty T (ang. T Helper Cells, Th) CD4+ reguluja odpowiedzi
immunologiczne w odniesieniu do wielu patogenéw. Populacja limfocytéw T CD4+
charakteryzuje si¢ szeregiem odrebnych podzbiorow komorek, takich jak Thl, Th2, Thl7,
regulatorowe limfocyty T (Treg) czy Tth - kazda z okre$lonymi funkcjami i programatorami
ekspresji genoéw - ale takze plastycznoscig pomigdzy réznymi podzbiorami komorek Th.
Nieprawidtowa odpowiedz humoralna prowadzi do nadmiernej aktywacji limfocytéw T i B,
co powoduje nieprawidlowa produkcj¢ przeciwcial, takich jak RF (czynnik reumatoidalny) i

anty-CCP (cykliczny cytrulinowany peptyd) oraz zapalenia blony maziowej i uszkodzenia



stawOw. Ostatnio intensywnie badane sg Th17 i Treg, ktére kontroluja wzajemna proliferacjg
w celu utrzymania rownowagi. Mechanizmy rzadzace réwnowaga roznicowania komorek
Th17/Treg odgrywaja wazng role w szeregu waznych odpowiedzi biologicznych, w tym
funkcji odpornosciowej, wzroscie komdérkowym, roznicowaniu i hematopoezie.

Stale poszukiwane sg markery okreSlajace predyspozycj¢ do zachorowania
na choroby autoimmunologiczne w tym RZS, wplywajace na przebieg kliniczny
oraz aktywno$¢ procesu chorobowego, pomagajace w prognozowaniu odpowiedzi
na zastosowang terapi¢ 1 co wazne umozliwiajace odréznienie od innych choréb
autoimmunologicznych. Stad tez uwazam, ze temat podjety przez Doktoranta w niniejsze;
rozprawie doktorskiej jest niezwykle wazny i aktualny, tak pod wzgledem poznawczym, jak i
klinicznym.

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska stanowi spdjny tematycznie cykl trzech

warto$ciowych publikacji w czasopismach umieszczonych na Liscie Filadelfijskiej o lacznym
IF=19,484 wg bazy Journal Citation Reports i punktacji MNIiE 420. W dwéch pracach
Doktorant jest pierwszym, a w jednej szostym autorem. Jedna z prac cyklu to publikacja
pogladowa.
Kmiotek T.; Rzeszotarska E.; Wajda A.; Walczuk E.; Kuca-Warnawin E.; Romanowska-
Prochnicka K.; Stypinska B.; Majewski D.; Jagodzinski P. P.; Pawlik A.; Paradowska-
Gorycka A. The Interplay between Transcriptional Factors and MicroRNAs as an Important
Factor for Thl7/Treg Balance in RA Patients. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21, 19. Impact Factor:
5,923, Punktacja MNIE: 140

Paradowska-Gorycka A.; Wajda A.; Romanowska-Prochnicka K.; Walczuk E.; Kuca-
Warnawin E.; Kmiolek T.; Stvpinska B.; Rzeszotarska E.; Majewski D.; Jagodzinski P. P.;
Pawlik A. Thl7/Treg-Related Transcriptional Factor Expression and Cytokine Profile in
Patients With Rheumatoid Arthritis. Front. Immunol. 2020, 11, 572858. Impact Factor:
7,561, Punktacia MNIE: 140

Kmiolek T.; Paradowska-Gorycka A. miRNAs as Biomarkers and Possible Therapeutic
Strategies in Rheumatoid Arthritis. Cells 2022, 11, 452. Impact Factor: 6,0, Punktacja MNIE:
140

Doktorant przygotowal opis w ktorym zawart klasyczne rozdzialy rozprawy

doktorskiej, czyli wstep, cel pracy, materiat i metody, wyniki, wnioski 1 streszczenie.



Rozprawe doktorska otwiera czes$é teoretyczna — ,,Wstep”, ktory sklada sig z pigeiu
podrozdziatdéw. Autor dokonuje tu wprowadzenia w podjgta tematyke jaka jest
reumatoidalne zapalenie stawow, charakteryzuje czynniki transkrypcyjne zwiazane z
funkcjonowaniem komorek Thl7 i Treg i ich rolg w patogenezie RZS. Wyjasnia
mechanizmy molekularne zwigzane z czynnikami transkrypcyjnymi odpowiedzialnymi za
balans komorek Th17/Treg oraz mechanizmy regulacji cytokin. W dalszych podrozdziatach
opisuje potencjalng rolg¢ microRNA w patogenezie RZS oraz wskazuje na mozliwy wplyw
miRNA w balansie komorek Thl17/Treg oraz reakcjach zapalnych. Doktorant wyjasnia
réwniez mozliwo$¢ uznania miRNA jako diagnostycznego i/lub prognostycznego
biomarkera dla RZS. W ostatnim rozdziale przybliza mozliwe w przysziosci terapie miRNA
w reumatoidalnym zapaleniu stawow.

Pi$miennictwo zostalo dobrze dobrane. Uwazam, ze czg$¢ teoretyczna rozprawy
napisana zostala merytorycznie, zgodnie z aktualnym stanem wiedzy w zakresie
omawianych zagadnien i ma istotny zwiazek z dalsza czg$cia badawcza pracy.

Doktorant podjat si¢ ambitnego zadania, jakim byla rola wybranych miRNA w
rozwoju oraz obrazie klinicznym reumatoidalnego zapalenia stawdéw (RZS). Cel pracy jest
zrozumialy i zgodny z zawartodcia tematyczna. SzczegOlowe cele pracy dotyczyly: 1)
analizy wplywu wybranych czynnikéw transkrypcyjnych i miRNA na balans komorek
Th17/Treg oraz patogenez¢ RZS; 2) znalezienia ws$rdd wybranych czynnikow
transkrypcyjnych i miRNA biomarkerdow o potencjale diagnostycznym badz
prognostycznym w celu wczesnego wykrywania RZS; 3) lepszego zrozumienia wplywu
miRNA na regulacje czynnikow transkrypcyjnych w balansie Th17/Treg. Bardziej

szczegbOlowe cele sa zawarte w trzech publikacjach.

W kolejnym rozdziale ,,Material i metody” przedstawiono charakterystyk¢ badanej
grupy pacjentéw. Populacj¢ badang stanowili pacjenci z RZS, natomiast pacjenci z choroba
zwyrodnieniowa stawow (ang. Osteoarthritis, OA) oraz osoby zdrowe (ang. Healthy control,
HQ) stanowily grupy kontrolne. Pacjenci z RZS oraz z OA zostali zrekrutowani w
Narodowym Instytucie Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie oraz w
Uniwersytecie Medycznym w Poznaniu. Nie podano jednak gdzie zrekrutowano zdrowe
osoby do badan.

Liczebno$¢ grup byta rdzna w zalezno$ci od przeprowadzanych badan. Oceny stgzen
cytokin oraz poziomu ekspresji czynnikow transkrypcyjnych we krwi wykonano u 45

pacjentéw z RZS, 27 pacjentéw z OA oraz 46 zdrowych osob. Oceng poziomu ekspresji



czynnikow transkrypcyjnych w komorkach Th17/Treg przeprowadzono w grupie 15
pacjentéw z RZS, 15 pacjentéw z OA oraz 15 zdrowych osobach. Analizg¢ poziomu ekspresji
miRNA w komodrkach Thl7 1 Treg przeprowadzono w probkach pochodzacych od 15
pacjentéw z RZS, 11 z osteoartritis i 15 osob zdrowych. Badanie zostato zatwierdzone przez
Komisje Bioetyczng Narodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitacji (protokot
zatwierdzenia nr 29 czerwca 2016 1.).

W pracy doktorskiej zastosowano nastepujace metody analityczne: cytometrig
przeptywowa do detekcji komoérek Th17 i Treg, izolacje RNA z krwi obwodowej pacjentéw
za pomoca komercyjnie dostgpnego zestawu do izolacji (A&A Biotechnology, Poland),
izolacje RNA z komorek Thl7 i Treg za pomoca komercyjnie dostgpnego zestawu
(miRNeasy Micro Kit Qiagen, Germany), metod¢ RT-PCR z zastosowaniem sond TagMan do
oceny ekspresji czynnikoéw transkrypcyjnych oraz miRNA, immunoenzymatycznag metode
ELISA do oceny stezen wybranych cytokin w surowicy.

Dobér nowoczesnych metod analitycznych do tego typu badan jest jak najbardziej
adekwatny.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej, w ktorej dobor stosowanych metod
i narzadzi statystycznych jest wiasciwy.

W dalszej czesci ,,przewodnika” Doktorant w syntetyczny sposob opisat wyniki badan
przedstawione w dwoch publikacjach eksperymentalnych. Do najwazniejszych wynikow
rozprawy nalezy wykazanie pozytywnych korelacji pomigdzy miR-26 i ekspresjg czynnikow
transkrypcyjnych SMAD3, STAT3, SOCSI; oraz miR-155 i STAT3 w komoérkach Th17 u
pacjentéw z RZS oraz dodatnie korelacje pomigdzy miR-26 1 SOCSI; miR-31, -1551 SMAD?3,
oraz miR-155 i SMAD4 w komoérkach Treg u pacjentdéw z RZS. Stwierdzono rowniez
negatywna korelacje migdzy miR-26, -126 i STAT5a w komoérkach Treg pochodzacych od
pacjentow z RZS. Wykazano, Ze ekspresja miR-31 w komorkach Th17 od pacjentéw z RZS z
DAS28 < 5,1 jest wyzsza, a ekspresja miR-24 w komoérkach Treg u pacjentéw z RZS jest
nizsza w poréwnaniu do pacjentéw z DAS28 > 5,1. W komorkach Th17 nie wykryto ekspresji
STATS i HELIOS. Zaobserwowano pozytywna korelacje pomigdzy ekspresja SMAD3 1 STAT3
u chorych na RZS, oraz negatywna pomigdzy HIF-14, SMAD?2 a warto$cia wskaznika DAS28
w komorkach Treg u pacjentow z RZS.

Na podstawie analizy ROC okre§lono potencjat diagnostyczny kombinacji ekspresji
czynnikow transkrypeyjnych HIFIA, SMAD3 i STAT3 w celu odroznienia pacjentéw z RZS
od HC oraz kombinacji ekspresji SMAD2, SMAD3, SMAD4 i STAT3 dla odroznienia
pacjentéw z RZS od pacjentéw z OA (AUC 0,95).



Otrzymane wyniki zostaly opisane w sposéb zrozumialy. Graficznie wyniki
zaprezentowano w publikacjach. Jako recenzentka mam swiadomos¢, ze z tak ogromnej iloSci
wynikéw sformulowanie syntetycznych i wymiernych naukowo wnioskdw nie bylo latwe.
Autor wraz z zespolem poradzili sobie profesjonalnie.

Doktorant  zamie$cit w  rozprawie:  streszczenie w  jezyku  polskim
oraz w jezyku angielskim, ktére w sposob zwigzly prezentuja cel badan, wyniki 1 wnioski.

Cytowane pi$miennictwo obejmuje 135 pozycji literaturowych anglojezycznych,
w wigkszo$ci z ostatnich kilku lat.

Merytoryczny udzial autoréw wykazano w opublikowanych pracach.

Oceniana rozprawa nie budzi zastrzezen merytorycznych, a przytoczone ponizej
uwagi maja charakter redakcyjny, sa drobnymi niedoskonalodciami jezykowymi
lub sa sugestiami, ktére moga by¢ uwzglednione podczas kontynuacji badan i przygotowania
kolejnych publikacji.

» we ,,wstepie” w wielu miejscach stwierdzitam brak poprawnej odmiany stow w jezyku
polskim oraz bledy stylistyczne np. ,,ze zmniejszeniem aktywno$ci choroby we wczesnym
etapie RZS po rozpoczeciu terapii metotreksat (MTX) i/lub glikokortykosteroidow™ str.19;
,bioracych udziat w rozwdj RZS” str. 21; ,réznica ta jednak nie byla istotnie statystycznie”
str. 33; ,,w komorkach Treg u pacjentow z RZS z RF dodatnim wynikiem” str. 39; ,.u
pacjentdow z RZS od niskim DAS-28”, ,,w komorkach Treg niz z pacjenci z anty-CCP z
ujemnym wynikiem”...streszczenie; ... str.14, 17, 18, 22.

« str. 15 niedoskonatosci jezykowe: ,ich wyniki wskazujq”... lepiej autorzy
stwierdzili/wykazali...wykazano/stwierdzono [cytowanie], str. 24 — , zostala przeprowadzona
na grupie pacjentow z RZS”, str. 27 komercyjnie dostgpnego kitu — poprawnie komercyjnie
dostepnego zestawu, str. 27 zostala przeprowadzona na termocyklerze — w termocyklerze/ z
zastosowaniem termocyklera, str. 28 do eppendorféw, do probéwek typu eppendorft, str. 29
za pomocg jednoczynnikowej ANOVY - za pomoca jednoczynnikowej analizy ANOVA, str.
31 ,,w zdrowej kontroli” — u 0séb zdrowych

* str. 19 ,,obnizenia warto$ci TNF-a, I1L-6, IL-17, CRP” — powinno by¢ precyzyjnie stgzen

» w przypadku analizy cytokin, kreatyniny, CRP wyniki otrzymujemy w konkretnych
jednostkach miar czyli wyrazamy st¢zenie/-a a nie poziomy

o str. 25 tabela 1, 2 — zdecydowanie poprawniej bytoby uzy¢ wszystkich skrotow w jednym
jezyku - polskim lub angielskim — RA, OA, HC ...; "Larsen” — powinno by¢ punktacja w
skali Larsena; Glucocorticoids — powinno by¢ w jezyku polskim Glikokortykosteroidy



» str. 30, niepoprawnie uzyte stowo ,,czestotliwos$¢”, powinno by¢ wystgpowanie....odsetek
komorek Thl7 i Treg w populacji PBMC; ponadto niezrozumiele sa podane wartosci
,,Procent komorek Treg (CD4+CD25highCD127-) u pacjentow z RZS (5, 9%; 4- 12, 10%)
byl nizszy niz u pacjentéw z OA (11, 40%; S, 10- 18, 20%) 1 osob zdrowych (8, 9%; 4, 60-
17, 50%)”.

« str. 30 ,,wskaznik wspdtczynnika stosunku Th17/Treg u pacjentéw z RZS byt nizszy niz w

HC” czy autor miat na mysli stosunek komoérek Th17/Treg?

« str. 33 ,,Co wiecej inne geny (FOXP3,.........) nie mialy statystycznie istotnych roznic
miedzy grupami RZS. Wysoka korelacja zostala odkryta migdzy ekspresja FOXP3 i RORc u
pacientach RZS z RF ujemnym wynikiem (r= 0,9, p= 0,001). Czy mozemy pisa¢ — geny nie

mialy???
« str. 36, str 37 Ujemna korelacja zostala zaobserwowana migdzy ekspresja miR-26 a
ekspresja STATS5A (r= 0,63, p= 0,04) i pomigdzy miR-126 a STAT54 (r= 0,85, p= 0,0015).
Wspotczynnik korelacji rang Spearmana dla korelacji ujemnej/negatywnej powinien by¢
warto$cig ujemng ....a tu pomyltka r=0,63, r=0,85....
« str. 37 opisujac korelacje powinni$my pamigta¢ aby wskazac¢ kierunek (dodatnia/pozytywna
lub ujemna/negatywna)
» Doktorat jako cato§¢ rozprawy zglosil cykl trzech publikacji. Zabrakto w przewodniku
wskazania z ktorej pracy pochodza konkretne wyniki 1 w odpowiednich miejscach
odniesienia/nawiazania do opublikowanej pracy pogladowej. Doktorant w wykazie
pi$miennictwa nie wykazal prac: Front. Immunol. 2020 oraz Cells 2022. Jako recenzentka
zorientowalam sie, ze cze$é informacji z publikacji pogladowej jest w przewodniku np. we
wstepie czy dyskusji, ale zdecydowanie zabraklo mi nawigzania wlasnie do opublikowane;j
pracy pogladowej ktora jest bardzo warto$ciowa.
« wartosci IF publikacji ujetych w cyklu powinny dotyczy¢ roku opublikowania — dlatego tez
po doktadnym sprawdzeniu w bazie JCR sumaryczny IF opublikowanych prac w cyklu Int. J.
Mol. Sci 2020, front. Immunol. 2020, Cells 2022 wynosi 19,484 a nie jak wskazuje Doktorant
22,66.

Zgadzam si¢ z bardzo trafnymi ograniczeniami wskazanymi przez Doktoranta w

pracach eksperymentalnych, $wiadczy to o Jego dojrzatosci naukowe;.

Reasumujac. Przedtozong do oceny rozprawe doktorska oceniam bardzo wysoko.
Jest to obszerne, nowatorskie opracowanie tematu, bardzo istotnego z klinicznego punktu

widzenia. Zebranie materialu klinicznego, dobdér nowoczesnych metod badawczych



oraz analiza parametrow genetycznych 1 biochemicznych umozliwily uzyskanie
wiarogodnych wynikéw, ktéore mogg mie¢ znaczenie w praktyce klinicznej. Obiektywnym
tego potwierdzeniem jest opublikowanie wynikoéw w czasopismach umieszczonych na Liscie

Filadelfijskiej o znacznym wspolczynniku oddziatywania (IF).

Whiosek konicowy:

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska w pelni spelnia warunki okreslone
w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule naukowym
oraz stopniach i tytutach z zakresu sztuki (Dz. U. z 2003 1. Nr 65, poz. 595; z 2005 r. Nr 164,
poz. 1365, z 2010 r. Nr 96, poz. 620, Nr 182, poz. 1228, z 2011 r. Nr 84, poz.455, z 2017 r.,
poz. 1789; z 2023 r. poz. 742). Mam przyjemnos$¢ wnioskowac do Wysokiej Rady Naukowej
Narodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie o dopuszczenie
mgr inz. Tomasza Kmiotka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego celem nadania
stopnia naukowego doktora w dziedzinie nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie
nauki medyczne.

Biorac pod uwage wartos¢ naukowa, nowatorski charakter badan, znaczenie
poznawcze 1 praktyczne uzyskanych wynikow oraz fakt opublikowania wartoSciowych
wynikdbw w renomowanych czasopismach o wysokim wspoélczynniku oddziatywania

whnioskuj¢ o wyroznienie rozprawy doktorskiej.
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