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RECENZJA

rozprawy doktorskiej mgr inz. Tomasza Kmiotka

pod tytutem:

»Regulacja epigenetyczna oraz jej wplyw na réwnowage komérek Th17/Treg u chorych
na reumatoidalne zapalenie stawow”

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest jednym z najczestszych schorzen
zapalnych stawdéw o podtozu autoimmunologicznym. Patogeneza RZS jest zlozona i wiedza
na jej temat stale si¢ rozwija. Nadal trwaja poszukiwania biomarkeréw mozliwych do
wykorzystania w diagnostyce i planowaniu terapii RZS. Dzigki odkryciom dotyczacym roli
cytokin zapalnych oraz czasteczek bioracych udzial w szlakach sygnalowych w przebiegu
reumatoidalnego zapalenia stawdw opracowywane sa nowe metody terapeutyczne. Obecnie
dysponujemy szerokim wachlarzem tak zwanych lekéw biologicznych, ktére pozwalaja na
celowang ingerencje¢ na poziomie cytokin prozapalnych i czasteczek przekazujgcych sygnat
wewnatrzkomoérkowy.

Istotnym zjawiskiem w patogenezie RZS oraz innych schorzen
autoimmunologicznych i zapalnych jest zaburzenie rOwnowagi pomiedzy prozapalnymi
limfocytami Th17 a limfocytami regulatorowymi Treg, ktére wptywajg na utrzymanie
tolerancji immunologicznej. Limfocyty te sg charakteryzowane przez rézne czynniki
transkrypcyjne i syntezujg rézne cytokiny. Na réwnowage pomiedzy tymi limfocytami
wptywaja modyfikacje epigenetyczne. Do czynnikéw wptywajacych na posttranskrypcyjng
ekspresj¢ gendéw nalezg mikro RNA.

Mikro RNA (miRNA) sg to jednoniciowe niekodujgce endogenne czasteczki mRNA,
dtugosci srednio 22 nukleotyddéw. Nalezg one do najwazniejszych czgsteczek regulujacych
ekspresje genéw. Wplywaja na regulacje ekspresji ok 30% genomu ludzkiego. Dysregulacja
ekspresji miRNA jest zwigzana z nasileniem sygnalizacji szlakéw zapalnych, wydzielaniem
cytokin prozapalnych oraz z procesami autoimmunizacji. MiRNA biorg udzial w regulacji
odpornosci wrodzonej oraz nabytej i petnig istotng role w patogenezie proceséw
autoimmunologicznych.

W przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej Tomasz Kmiotek podjat sie tego
aktualnego tematu badawczego. Autor postawit sobie za cel przeanalizowanie roli mikroRNA
w regulacji syntezy czynnikéw transkrypcyjnych oraz ich wptywu na zaburzeniu réwnowagi
pomigdzy komérkami prozapalnymi Th17 oraz regulatorowymi Treg u chorych na
reumatoidalne zapalenie stawow.



Praca powstata w Zakladzie Biologii Molekularnej Narodowego Instytutu Geriatrii,
Reumatologii i Rehabilitacji w Warszawie pod kierunkiem prof. dr hab. Agnieszki
Paradowskiej-Goryckiej. Badania byty finansowane w ramach grantu prof. dr hab. n. med.
Agnieszki Paradowskiej-Goryckiej o numerze 2015/B/NZ5/00247 pod tytutem: Analiza
wewnatrzkomorkowych i wolno-krazacych microRNA zwigzanych z réwnowaga komorek
Treg i Th17 u chorych na reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS).

Rozprawa doktorska zostata przygotowana na podstawie spdjnego tematycznie cyklu
trzech opublikowanych w migdzynarodowych czasopismach artykutéw na temat roli
mikroRNA w patogenezie RZS i ich znaczenia w zaburzeniach réwnowagi pomigdzy
limfocytami Th 17 a Treg. Laczny Impact Factor tych artykutléw wynosi 22,66.
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Rozprawa doktorska ma uktad typowy, zawiera wszystkie wymagane merytorycznie
czgscl, obejmuje 69 stron maszynopisu, 135 pozycji prawidtowo dobranego, aktualnego
piSmiennictwa. Ponadto zawiera w zatgcznikach 3 publikacje, wchodzace w sktad cyklu

tematycznego, oraz odnoszace si¢ do nich tabele i ryciny. Zostala napisana w przystepny
Sposob.

We wstepie pracy Doktorant szczegétowo omawia zagadnienia dotyczace patogenezy
RZS z uwzglednieniem roli podtypéw komoérek Th, a zwlaszcza rownowagi w zakresie
komoérek Th17/Treg w przebiegu procesu zapalnego. Ponadto omawia role licznych
czynnikow transkrypcyjnych, takich jak STAT3, STATS, SMAD2, SMAD3, SMAD4,
HELIOS, HIF-1A, SOCS1 w inicjacji i hamowaniu reakcji zapalnej. Opisuje takze role
czgsteczek miRNA w epigenetycznej regulacji ekspresji czynnikéw transkrypeyjnych.

Doktorant wykazuje si¢ szerokg wiedza na temat patogenezy RZS, immunologicznych
podstaw procesu zapalnego oraz roli miRNA w przebiegu proceséw zapalnych i
autoimmunizacyjnych.



Przeprowadzone badania mialy nastepujace cele:

- ocena wptywu wybranych miRNA oraz czynnikéw transkrypcyjnych na réwnowage
komorek Th17/Treg oraz patogeneze RZS;

- znalezienie wérod badanych czynnikow transkrypcyjnych i miRNA biomarkeréw o
potencjale diagnostycznym badz prognostycznym w celu wezesnego wykrywania RZS;

- lepsze zrozumienie wplywu miRNA na regulacje¢ czynnikéw transkrypcyjnych istotnych w
rownowadze komoérek Th17/Treg.

Do badan zakwalifikowano 45 chorych na RZS oraz jako grupy kontrolne 27 chorych
na chorobg zwyrodnieniowg stawow (OA) oraz 46 0s6b zdrowych (HC). W tych grupach
badano profil cytokin oraz ekspresje czynnikéw transkrypeyjnych we krwi. Analiza poziomu
ekspresji czynnikéw transkrypceyjnych w komérkach Th17/Treg zostata przeprowadzona na
grupie 15 chorych z RZS, 15 z OA oraz 15 HC. Poziom ekspresji miRNA w komérkach Th17
i Treg okreslono u 15 0séb z RZS, 11 -z OA i 15 HC.

W grupie badanej, spetniajacej kryteria klasyfikacyjne RZS ACR z 2010, okreslono
parametry kliniczne, m.in. aktywno$¢ choroby oceniang wskaznikiem DAS28, oraz parametry
laboratoryjne takie jak OB, CRP, RF i anty-CCP. Brano takze pod uwage stosowane leczenie
immunosupresyjne z uwzglgdnieniem klasycznych lekéw modyfikujgcych przebieg choroby
oraz lekow biologicznych.

W badanych grupach przeprowadzono analize komoérek Th17 i Treg we krwi
obwodowej za pomocg cytometrii przeptywowej. Wyizolowano RNA z krwi obwodowej oraz
z komorek Th17 i Treg. Okreslono ekspresje gendw nastepujacych czynnikow
transkrypcyjnych: FOXP3, RORc, SMAD2, SMAD3, SMAD4, STAT3, STATSA, HIF-1A,
SOCS1, HELIOS, stosujgc metodg ilosciowej reakcji lancuchowej polimerazy w czasie
rzeczywistym (qQRT-PCR). Analizowano rowniez ekspresje wybranych miRNA: miR-24,
miR-26a, miR-31, miR-100, miR-126, miR 146a, miR-155 i miR 326. Ponadto oznaczono w
surowicy poziom nastepujgcych cytokin: IL-17A, IL-17F, IL-10, IL-23, IL-21, IL-22, IFN v,
IL-35 oraz IL-6.

Czgs¢ eksperymentalna pracy zostala prawidlowo zaplanowana i wykonana. Doktorant
wykazat si¢ bardzo dobrym warsztatem badawczym, stosujac nowoczesne metody biologii
molekularnej.

Uzyskane wyniki zostaly jasno sformutowane i przedstawione w tabelach i na
rycinach dotgczonych do 3 publikacji stanowigcych cykl tematyczny.

Najwazniejsze wyniki przeprowadzonych badan:

- u chorych na RZS odsetek komoérek Treg byt istotnie nizszy niz u pacjentéw z OA i HC, a
proporcje komoérek Th17 byly wyzsze w RZS i OA;

- u chorych na RZS liczba kom Th17 byta kilkakrotnie wyzsza niz komérek Treg, natomiast u
chorych z OA i HC komérki Th17 wystepowaty tylko do 1,5 —2 razy czedciej niz Treg;

- czynnik STATS wykazywal wyzsza ekspresj¢ u chorych z RZS w poréwnaniu do HC;

- analiza ekspresji czynnikéw transkrypcyjnych we krwi petnej i kom Th17 i Treg wykazata,
co nastgpuje:



e w komorkach Th17 nie wykryto ekspresji genéw STATS i HELIOS
¢ zaobserwowano pozytywng korelacj¢ pomigdzy SMAD3 i STAT3 u chorych na RZS,
oraz negatywng pomiedzy HIF-14 i SMAD2 w komorkach Treg u chorych na RZS

- ekspresja w krwi obwodowej IL-17 i IL-21 byla wyzsza u pacjentéw z RZS niz z OA;
- ekspresja IL-2 1 [FN-y byta wyzsza u chorych na RZS i OA niz w HC;

- kombinacja HIF-14, SMAD3 i STAT3 ma potencjat diagnostyczny do odréznienia RZS od
HC, natomiast kombinacja SMAD2, SMAD3, SMAD4 i STAT3 do odréznienia RZS od OA;

- wykazano pozytywng korelacje ekspresji w komorkach Treg u chorych na RZS miedzy miR-
261SOCS1, miR-31 i SMAD3, miR-155 i SMAD3, SMADA4,

- wykazano pozytywna korelacj¢ w komoérkach Th17 miedzy miR-26 i SMAD3, STATS3,
SOCSI, miR-1551 STATS3,

- stwierdzono negatywna korelacje pomiedzy miedzy miR-26, miR-126 i STATS54 w
komoérkach Treg w RZS.

- zaobserwowano wyzsza ekspresj¢ miR-31 w Th17 u pacjentéw z RZS o niskim wskazniku
aktywnosci DAS-28 oraz wyzszy poziom ekspresji miR-24 w komérkach Treg dla pacjentéw
0 wysokim DAS-28;

- wykazano, ze poziom ekspresji miR-146a w komorkach Treg jest wyzszy u pacjentéw z
wysokim mianem RF;

- pacjenci z obecnymi przeciwciatami anty-CCP maja nizszy poziom ekspresji miR-31 w
komoérkach Treg niz z pacjenci bez przeciwciat anty-CCP.

Na podstawie wynikoéw przeprowadzonych badan autor sformutowat 3 koficowe
whnioski:

1. SMAD3 i STAT3 maja najwigkszy potencjat diagnostyczny w klasyfikacji pacjentéw z
RZS.

2. miR-146a pelni istotng role jako czynnik przeciwzapalny. Zmniejszenie ekspresji miR-
146a w komorkach Treg moze promowac ich proliferacje i tagodzi¢ proces zapalny.

3. Sposréd badanych miRNA najwigkszy potencjat jako biomarkery diagnostyczne
wykazaly miR-26 oraz miR-155, ktére pozwalaly na odréznienie RZS od HC.
Kombinacja obu miRNA ma wigkszy potencjat diagnostyczny, niz kazde z nich z
osobna.

Opis uzyskanych wynikow oraz ich dyskusja zostaly przeprowadzone w sposéb
poprawny, w oparciu o aktualne pi§miennictwo. W dyskusji, ktéra obejmuje 8 stron
rozprawy, Autor wyczerpujaco omawia wyniki wlasnych badan w $wietle danych
literaturowych i opatruje je odpowiednim komentarzem.

Pod wzgledem edytorskim: praca jest starannie przygotowana, prawidlowo
zredagowana, poprawna pod wzgledem formalnym, jezykowym i stylistycznym, zawiera
przejrzyste ryciny i tabele.

Uwazam, ze rozprawa ta jest bardzo ciekawa i nowatorska, wnosi duzy wklad w
obecng wiedzg dotyczaca patogenezy RZS. Hipoteza badawcza i cele pracy zostaty



odpowiednio sformutowane, a badania zostaty przeprowadzone w sposéb prawidlowy i
pozwolity na uzyskanie odpowiedzi na postawione pytania.

Zaletg pracy jest przeprowadzenie bardzo szerokiej analizy czynnikow
transkrypcyjnych oraz miRNA z zastosowaniem zaawansowanych technologii
laboratoryjnych i ich poréwnanie w grupach chorych na RZS, OA oraz oséb zdrowych.
Istotne jest pordwnanie ekspresji tych czynnikéw zaréwno we krwi pelnej jak i w komérkach
Treg i Th17 oraz odniesienie uzyskanych wynik6w do panelu cytokin pro- i
przeciwzapalnych. Cenne jest roOwniez poszukiwanie korelacji miedzy badanymi
czasteczkami a parametrami klinicznymi i stosowanym leczeniem.

Podjete przez Doktoranta badania sg istotne dla zrozumienia patogenezy RZS i
wlasciwego planowania terapii. Badania te powinny by¢ kontynuowane. Celowe jest
przeprowadzenie ich na wigkszej grupie chorych z uwzglednieniem réznych metod
terapeutycznych. Poza tym ciekawe wydaje si¢ przeprowadzenie tych badan z

wykorzystaniem do poréwnania w grupie kontrolnej 0s6b z innymi typami zapalenia stawow,
np. ZZSK.

W nawigzaniu do przedstawionej rozprawy interesuje mnie:

- czy analiza czynnikéw transkrypcyjnych oraz miRNA u poszczegélnych chorych moze
mie¢ znaczenie w planowaniu terapii, a zwlaszcza czy pozwoli na odpowiedni dobér lekow
biologicznych;

- czy ingerencja w modyfikacje epigenetyczne poprzez pewne wybrane miRNA moze
prowadzi¢ do skutecznej terapii RZS? Jakie sg ograniczenia takiej terapii?

- czy i w jaki sposéb mozliwa jest ingerencja terapeutyczna celem przywrdcenia réwnowagi
migdzy Th17 a Treg u chorych na RZS?

Rozprawa doktorska prezentuje bardzo wysoki poziom merytoryczny i spetnia
wszystkie warunki okres$lone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca 2018r. Prawo o szkolnictwie
wyzszym i nauce (Dz.U. 2018 poz 1668). W zwigzku z powyzszym skladam przed Wysoka
Radg Naukowg Narodowego Instytutu Geriatrii, Reumatologii i Rehabilitacji wniosek o
dopuszczenie mgr inz. Tomasza Kmiotka do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.

Ponadto wnioskuj¢ o wyrdznienie rozprawy nagroda ze wzgledu na jej bardzo wysoki poziom
naukowy i nowatorski charakter oraz mozliwos¢ praktycznego zastosowania przedstawionych
wynikow.

Dr hab. n. med. Magdalena Szmyrka
Wroctaw, 09.06.2024






