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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr. inz. Marka Ciesli
pt. ”Ocena metylacji DNA i polimorfizméw wybranych genéw oraz ekspresji
wyselekcjonowanych mikro-RNA u chorych na reumatoidalne zapalenie stawow”
wykonanej pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Doroty Darmochwat-Kolarz

promotor pomocniczy dr n. med. Bogdan Kolarz

Rozprawa doktorska mgr. inz. Marka Ciesli dotyczy analizy metylacyjnej DNA,
polimorfizméw genéw oraz ocene ekspresji wybranych mikro-RNA w grupie pacjentow ze
zdiagnozowanym reumatoidalnym zapaleniem stawoéw (RZS). Badania obejmowaty analizy in
silico pomiedzy ekspresja mikro-RNA a wystegpowaniem RZS, ocen¢ podstawowych,
wybranych parametrow we krwi i surowicy pacjentow, jak rowniez analizy molekularne
dotyczace stopnia metylacji wybranych genéw oznaczanych metylo-specyficznym PCR-MSP
oraz oznaczenia polimorfizméw wykonane w oparciu o metode¢ RT-PCR.

Reumatoidalne zapalenie stawow jest przewlekla, zapalna, autoimmunologiczng chorobg tkanki
lacznej. RZS wplywa na wiele narzagdow i tkanek, ale przede wszystkim rozpoznawana jest jako
schorzenie atakujace blone maziowa stawOw. Patogeneza i etiologia choroby nie jest w petni

wyjasniona, jednakze wspolwystepowanie okreslonych czynnikow genetycznych oraz brak
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rownowagi miedzy pro- i przeciwzapalnymi cytokinami sprzyja wystgpieniu autoimmunizacji 1

wyrazeniu jawnej postaci klinicznej choroby. Zaburzenia genetyczno-biochemiczne oraz
systemowe zmiany w funkcjonowaniu ukladu immunologicznego, a zwlaszcza, do czego
przychyla sie wielu naukowcow, zmian w homeostazie limfocytow CD4°, prowadzi w
konsekwencji do stopniowego i nieodwracalnego zniszczenia tkanki. Ocena zmian stopnia
metylacji oraz ekspresji wybranych genow, szczegolnie tych, ktore odnosza si¢ do cytokin, ich
receptorow lub czynnikow regulujacych ich aktywnos¢, jest wige istotna z punktu widzenia nie
tylko wzbogacenia wiedzy podstawowej na temat RZS, lecz zwtaszcza w odniesieniu do
diagnostyki i planowania leczenia tej choroby. Na tej podstawie uwazam, ze prowadzenie prac
badawczych w tej tematyce jest wpisaniem si¢ w aktualny trend, dotyczacy ustalania podstaw
teoretycznych rozwoju chorob. Majac na uwadze wazny naukowo oraz praktyczny wymiar
zaplanowanych badan uwazam pojecie tematu rozprawy doktorskiej za uzasadnione.

Przedlozona do recenzji rozprawa doktorska, zostala przygotowana w ukladzie
klasycznym, ktory stanowi ogolnie przyjety standard dla opracowah o charakterze
eksperymentalnym. Dysertacja liczy 80 stron, a przedstawiona w niej tres¢ podzielona zostala na
8 podstawowych rozdziatow wraz z wyréznionymi podrozdziatami. Opracowanie zostato
dodatkowo uzupelnione o 14 rycin i 15 tabel. Tekst jest napisany poprawnie, lecz Autor nie
uniknat potknieé jezykowych, literowych i stylistycznych. Ponadto, w wykazie skrotow wirus
Epstein-Barr zostat opisany nieprawidiowym skrétowcem. Nie powinno by¢ EBC, lecz EBV.
Niemniej jednak, przedstawione opisy stanowia spdjna calos¢, Scisle zwigzang z tytulem
dysertacji i postawiong hipoteza badawcza.

W rozprawie, Autor zamieScit streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim. Jest to
zwiezla prezentacja podstawowych zatozen pracy, z wyszczegolnieniem wykorzystanych metod,
oraz wnioskow sporzadzonych na podstawie uzyskanych wynikow. Rozdziat ten jest klarowny
pozwalajacy na szybkie zapoznanie si¢ z podstawami teoretycznymi zaproponowanych badan

oraz nastepstwem analiz prowadzacym do udowodnienia postawionej hipotezy.
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Wstep rozprawy to zwiezly opis prezentujgcy podstawy teoretyczne rozwoju RZS, oraz

epigenetyczng i genetyczng regulacje ekspresji genow zwigzang z tym schorzeniem. Dokonujac
opisu, Autor stusznie skupil si¢ jedynie na charakterystyce genow, ktore w dalszej czesci
dysertacji zostaly poddane analizie. Z uwagi na wieloaspektowg posta¢ RZS, pelna prezentacja
innych markerow opisanych dotychczas w literaturze nie stanowilaby istotnego elementu tego
rozdziatu, wprowadzajacego dane wazne z punktu widzenia catosci pracy.

Taka forma prezentacji pozwolita na wskazanie zasadnosci wyboru opisanych genow w
zaplanowanych 1 przeprowadzonych badaniach. Uwazam wiec, ze rozdzial ten w
wystarczajacym stopniu prezentuje podstawy teoretyczne zwigzane z podjetym zagadnieniem
badawczym. Moja uwaga dotyczy jedynie uzycia niezrecznego sformutowania dotyczacego
ekspresji wybranych genoéw w ,zdrowych” tkankach. Uwazam, ze lepszym okreSleniem jest
mowienie o tkankach prawidtowych.

Cel pracy zostal przedstawiony w formie celu podstawowego, dotyczacego oznaczenia
markeréw molekularnych w RZS oraz drugoplanowego, polegajacego na ocenie polimorfizmow
w wybranych genach i skorelowanie ich z wystapieniem czynnika reumatoidalnego w grupie
analizowanych pacjentow. Zatozenie badawcze zostalo przedstawione poprawnie, pozwalajgc na
jego realizacje w zakresie zaplanowanych metod badawczych.

Opis wykorzystanych materialéw i przeprowadzonych metod zastosowanych w
ocenianej rozprawie zostal przedstawiony poprawnie. Uwazam, Ze zaproponowany zakres
eksperymentow jest wystarczajacy do pelnej realizacji zatozen badawczych okreslonych w celu
pracy. Wykonanie badan na materiale pobranym od pacjentow uzyskatlo zgode Komisji
Bioetycznej. Testy statystyczne uzyte do opracowania uzyskanych danych eksperymentalnych, a
nastepnie przeprowadzenia ich analizy zostaty dobrane odpowiednio.

Uzyskane wyniki badan przedstawione zostaly w postaci zwiezlego opisu,
klarownych wykreséw i tabel. Prezentacja wynikow jest usystematyzowana, przedstawiajagc w
logicznej kolejnosci poszczegdlne analizy. Obrobka uzyskanych danych jest wykonana

poprawnie, pozwalajac czytelnikowi na jednoznaczng interpretacje wynikéw badan.




Przeprowadzone analizy i obliczenia sa przejrzyste, a przez to wiarygodne. Biorac powyzsze
pod uwage, uwazam ze Doktorant zrealizowal cel pracy, a uzyskane wyniki wpisuja si¢ W
dyskusje nad efektywniejszym niz dotychczas podejsciem do diagnostyki i leczenia RZS.
Dyskusja ocenianej pracy jest rozdzialem, w ktorym Autor umiejgtnie interpretuje
uzyskane wyniki w oparciu o dane dostepne w literaturze §wiatowej oraz wlasng wiedze. Zakres
merytoryczny dyskusji odpowiada zagadnieniom postawionym w celu pracy oraz jest zgodny z
zakresem tematycznym przedstawionym w tytule rozprawy. Doktorant interpretuje zwigzki
przyczynowo-skutkowe zmian epigenetycznych oraz stopnia ekspresji badanych genow w
kontekscie rozwoju RZS. W ciekawy sposob wiaze rowniez stopien zaawansowania choroby ze
zmianami poziomu wybranych cytokin pro-zapalnych. Uogélniony stan zapalny oraz zmiany w
uktadzie odpornosciowym pacjentow z RZS sa obecnie udowodnionymi czynnikami
stanowiacymi przyczyne, ale rowniez bedace skutkiem postgpu choroby. Doktorant, skupit si¢
jednak glownie na jednej z podstawowych cytokin stanu zapalnego, a mianowicie na IL-6. Moje
pytanie dotyczy roli innych pro-zapalnych cytokin, a mianowicie IL-1B i TNF-a., ktore obok IL-
6 rowniez pelnia znamienng role w patogenezie RZS. Cytokiny te wptywaja w istotny sposob,
np. na poziom i aktywno$¢ enzymow degradujacych chrzastke. Ponadto, pelnig wazna role
regulacyjng w stosunku do komorek uktadu odpornosciowego, m. in. poprzez regulacje
transkrypcji i wyrazeniu na powierzchni komorek wybranych czasteczek kompleksow
roznicowania CD. Prosze o przedstawienie, czy regulacja poziomu IL-1B i TNF-o. mogtyby by¢
wykorzystana w terapii RZS?
Whioski uzyskane na podstawie przeprowadzonych badan zostaly przedstawione w 4
punktach. Sa one ogodlne, odpowiednio podsumowujace przeprowadzone obserwacje.
Pismiennictwo obejmuje 102 pozycje, dobrane prawidlowo. S3 to doniesienia w
wiekszosci z ostatnich kilku lat, opublikowane w periodykach o zasiggu miedzynarodowym.
Literatura jest wiec aktualna, i dotyczy badan podjetych w rozprawie doktorskiej.
Podsumowujjc, stwierdzam ze Doktorant w pelni wypeil zadania jakie zostaly

postawione w celu pracy. Badania wskazuja, ze zmiany profilu metylacyjnego wybranych
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genow, jak rOwniez ocena ekspresji okre§lonych mikro-RNA w osoczu pacjentow moga by¢

uzyteczne jako nowoczesne markery diagnostyczne RZS. Autor wskazuje rowniez, ze analizy
wybranych markerow genetycznych i epigenetycznych sa nowoczesnym podejsciem do
diagnostyki tej choroby, pozwalajagcymi na wczesne oszacowanie zaburzen w obrebie uktadu
immunologicznego pacjentow, a tym samym umozliwiajacymi podjecie leczenia zanim pojawia
sie objawy kliniczne choroby. Uwazam, ze Doktorant prawidtowo przeprowadzit badania, jak
rowniez wykazat korelacje miedzy badanymi parametrami a stadium RZS. Zrealizowal tym
samym stawiany w rozprawie cel badan. Mocna strona rozprawy jest wskazanie na mozliwos¢
praktycznego zastosowania wybranych markerow w diagnostyce RZS, a tym samym na

uzyskanie potencjalne lepszych niz dotychczasowe efektow prowadzonych terapii.

Rozprawa doktorska mgr. inz. Marka Ciesli jest wigc opracowaniem spelniajgcym
wszystkie warunki wymagane odpowiednia ustawa dla dysertacji doktorskich.

W zawigzku z powyzszym, przedkladam Wysokiej Radzie Wydzialu Medycznego
Uniwersytetu Rzeszowskiego wniosek o dopuszczenie mgr. inz. Marka Ciesli do dalszych

etapow przewodu doktorskiego.

dr hab. Roman Paduch, prof. nadzw.
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