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,Profilowanie molekularnych markerow ryzyka rozwoju reumatoidalnego zapalenia stawow”

Promotor: prof. dr hab. n. med. Ireneusz Majsterek,

Przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska to cykl trzech publikacji tematycznych, dwie
prace oryginalne oraz jedna praca pogladowa. Prace oryginalne zostaty opublikowane w czasopi$mie
International Journal of Molecular Sciences, praca pogladowa zostata opublikowana w czasopiSmie
Wiadomosci Lekarskie. Doktorantka jest pierwszym autorem prac oryginalnych i jedynym autorem
pracy pogladowej, zatem jej wkiad w powstanie kazdej z nich jest znaczgcy. Sumaryczny IF
artykutow wchodzacych w skiad rozprawy doktorskiej to IF=9,8 i 300 punktow Ministerstwa Nauki 1
Szkolnictwa Wyzszego. Prace eksperymentalne prowadzono w dwoch o$rodkach: Centrum
Medyczne Vadimed w Krakowie, gdzie rekrutowano uczestnikow do badania oraz w MOLecoLAB
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi, gdzie wykonano badania molekularne.

Reumatoidalne zapalenie stawow (RZS) jest przewlekta, autoimmunologiczng chorobg tkanki
lacznej, objawiajacy sie procesem zapalnym, glownie w obrgbie drobnych stawow rak 1 stop,
prowadzaca do deformacji i trwatych uszkodzen stawdw. Charakterystycznym objawem RZS
zgtaszanym przez pacjentow jest bol, sztywnosc¢ oraz obrzek stawOw rak i stop. Zapalenie moze
rozwina¢ sie rowniez w innych stawach. W przebiegu RZS dochodzi do zapalenia blony maziowej
stawow, tworzenia sie tuszezki i nadzerek kosci, ktore czgsto prowadza do niepetnosprawnosci.
Dlatego wazna jest diagnoza RZS na wczesnym etapie jej rozwoju oraz wdrozenie odpowiedniego
leczenia, aby zapobiec zniszczeniu stawdw i wystapieniu niepetnosprawnosci. Nieleczone RZS
prowadzi takze do uszkodzenia wielu narzadow i przedweczesnego zgonu. Czgstos¢ wystgpowania
RZS wéréd osob dorostych wynosi 0,1 do 0,5 %, a najwigcej zachorowan wystepuje migdzy 3.a 5.
dekadg zycia. Kobiety choruja trzy razy czesciej niz mezczyzni.

Patogeneza RZS nie jest do kofica poznana, wiadomo, Ze jej rozw0j zwigzany jest z



czynnikami genetycznymi i $Srodowiskowymi, ktore inicjujg proces zapalny wewnatrz stawu.
Dotychczas nie zidentyfikowano czynnika(ow), ktory(e) stymuluje blong maziowa wyscielajaca staw
do odpowiedzi zapalnej. Najnowsze badania majg na celu wyjasnienie w jaki sposob dysfunkcja
komorek uktadu odpornosciowego przyczynia sie do uszkodzenia stawu. Sugeruje si¢, ze akumulacja
blednie sfaldowanych biatek w siateczce §rodplazmatycznej (ER) wywotujgca tzw. stres siateczki
srodplazmatycznej, 1 inicjujgca szlak odpowiedzi na niesfatdowane biatka (ang. Unfolded Protein
Response, UPR) moze odgrywac istotng role w rozwoju RZS. Odpowiedz na niesfaldowane biatka
(UPR) zwigzana jest miedzy innymi z aktywacjg szlaku PERK/elF2a , ktéry dalej pobudza szlak NF-
kB inicjujacy odpowiedz zapalng komorki. Jesli ilos¢ nieprawidtowo sfatdowanych biatek w
komorce jest zbyt duza, odpowiedz UPR inicjuje apoptozg komorki. Najnowsze badania wykazaty,
ze w makrofagach i tkankach maziowych pacjentow z rozpoznanym RZS, poziom ekspresji genu
EIF2AK3 kodujacego kinaz¢ PERK, odpowiedzialng za fosforylacj¢ czynnika transkrypcyjnego
elF2aq, jest istotnie podwyzszona. Dlatego praca doktorska miata na celu oceng ekspresji genow
zwigzanych z odpowiedzig UPR 1 apoptozg: PERK, elF2a, ATF4, BAX, BCL-2, BBC3 (PUMA) i
TP53. Dodatkowo, oceniono rowniez podatno$¢ na apoptoz¢ jednojadrzastych komorkach krwi
obwodowej (ang. Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMCs,) w oparciu o analiz¢ markerow
apoptozy, tj.: aktywno$¢ kaspazy 3, analize odsetka komorek we wezesnej apoptozie 1 uszkodzenia
DNA. Material do badan stanowita krew obwodowa, ktora zostata pobrana od oséb ze §wiezo
rozpoznanym RZS (grupa badana) 1 od os6b zdrowych dopasowanych pod wzgledem wieku 1 ptci
(grupa kontrolna). Rozpoznanie RZS oparte byto o aktualne kryteria ACR/EULAR. Kryteria
wilgczenia i wykluczenia z badania dla grupy badanej i kontrolnej zostaty jasno wskazane. Badanie
przeprowadzono w oparciu o zgode Komisji Bioetycznej nr 7/KBL/OIL/2022 oraz nr
2/KBL/IL/2024.

W pierwszym badaniu analizowano ekspresj¢ genéw bedacych sktadowymi szlaku UPR
zaleznego od PERK: PERK, elF2, ATF4, oraz zwigzanych z apoptozg BAX 1 BCL-2 w krwi pobrane;j
od 56 pacjentow chorych na RZS i od 30 0séb z grupy kontrolnej. W grupie badanej zmierzono
réwniez poziom OB 1 CRP oraz wskaznik DAS-28 w momencie rozpoznania RZS oraz po 3
miesigcach leczenia. Wdrozone leczenie istotnie obnizyto OB, CRP i wskaznik DAS-28. Poziom
ekspresji wszystkich badanych gendéw byt istotnie statystycznie podwyzszony u chorych na RZS,
niezaleznie od tego czy analizowano calg grup¢ czy z podzialem na pte¢. Zatem, uzyskane wyniki
wspierajg sugestie, ze odpowiedz na niesfatdowane biatka (UPR) zalezna od PERK, moze by¢
zwigzana z patogenezg RZS. W konteks$cie uzyskanych wynikow bardzo ciekawym badaniem bytaby
analiza poziomu ekspresji ww. genéw po wdrozeniu leczenia, jak w przyi)adku OB 1 CRP oraz CAS-
28, takie dane pozwolityby bardziej precyzyjnie odnie$¢ si¢ do konkluzji sugerujacej, ze celowanie
w komponenty szlaku UPR moze przyczyni¢ si¢ do rozwoju nowych strategii terapeutycznych RZS.

Druga praca wigczona do cyklu, to przeglad aktualnej wiedzy dotyczacej osobniczych i
molekularnych czynnikow ryzyka RZS. Na uwage zastuguje czg¢s¢ pracy poswigcona najnowszym

odkryciom z badan in vitro, na modelu zwierzecym RZS oraz przeprowadzonych z udziatlem chorych



na RZS. W badaniach na modelu zwierzgcym, w ktorych stosowano inhibitory PERK odnotowano
zmniejszenie produkcji cytokin prozapalnych i stanu zapalnego w stawach. Natomiast, badania
przeprowadzone z udziatem chorych na RZS wskazujg na istotna role szlaku UPR zaleznego od
PERK w patogenezie RZS.

W drugim badaniu analizowano ekspresj¢ gendw zwigzanych z apoptozg indukowang
poprzez szlak UPR: elF2¢, BBC3 1 TP53 w krwi pobranej od 31 pacjentdw chorych na RZS i od 30
osob z grupy kontrolnej. W metodologii nie podano nr katalogowego sond dla e/F2¢ i/lub elF2. Jest
to istotne, poniewaz elF2 jest heterotrimerem zbudowanym z trzech podjednostek afyy. W grupie
badanej zmierzono takze poziom OB 1 CRP oraz wskaznik DAS-28 w momencie rozpoznania RZS
oraz po 3 miesigcach leczenia. Wdrozone leczenie istotnie obnizyto OB, CRP i wskaznik DAS-28.
Poziom ekspresji e/F2a, BBC3 1 TP53 byt istotnie statystycznie podwyzszony u chorych na RZS.
Nastgpnie, z krwi obwodowej wyizolowano leukocyty jednojgdrzaste (PBMC), ktore poddano
dziataniu nadtlenku wodoru w celu indukcji uszkodzen DNA i apoptozy. Zaobserwowano, ze PBMC
izolowane od chorych na RZS byty bardziej wrazliwe na dziatanie nadtlenku wodoru niz od oséb z
grupy kontrolnej, tj. prezentowaty wyzszy poziom uszkodzen DNA w ogonie komety oraz wyzsza
aktywnos¢ kaspazy 3. Co wigcej, inkubacja PBMC izolowanych od chorych na RZS z nadtlenkiem
wodoru w wigkszym stopniu indukowata §mier¢ tych komorek na drodze apoptozy niz u 0sob z
grupy kontrolnej. Jednoczesnie, poziom uszkodzen DNA 1 aktywnos¢ kaspazy 3 nie rdznily si¢
istotnie w PBMC nietraktowanych nadtlenkiem wodoru pomigdzy grupa badang a kontrolna.

Po zapoznaniu si¢ z dysertacjg prosze, aby Doktorantka odniosta si¢ do sugestii, ktore
pojawily si¢ w czeséci opisowej recenzji, dotyczacych doprecyzowania sond zastosowanych do
analizy poziomu e/F2 ¢ oraz e[F2 w badaniu pierwszym oraz drugim badaniu dotyczgcym analizy
ekspresji genow.

Prosze rowniez o komentarz czy wg Doktorantki badane markery apoptozy nadaja si¢ do
wykrywania RZS, skoro poziom uszkodzen DNA i aktywno$¢ kaspazy 3 nie roznity si¢ istotnie w
PBMC nietraktowanych nadtlenkiem wodoru pomi¢dzy grupg badang a kontrolng?

W pracy pojawily sie drobne biedy edytorskie. W opisie metody izolacji PBMC zarowno w
publikacjach, jaki w dysertacji, Doktorantka uzywa okreslenia ,,st¢zenie komoérek”, ,,zawiesina” w
odniesieniu do stezenia molowego nadtlenku wodoru, nie jest to poprawna forma. Dodatkowo,
zalgczone ryciny nie majg pelnej legendy, stad tatwiej postugiwaé sie¢ dotgczonymi oryginalnymi
publikacjami. Jednoczesnie warto zauwazy¢, ze rozdziat dysertacji w jezyku polskim dotyczacy
RZS, zostat przygotowany bardzo dobrze 1 prezentuje doskonala wiedzg kliniczng Doktorantki.

W podsumowaniu chciatabym zapyta¢ Doktorantke, jak w konteks$cie uzyskanych wynikoéw
rysuje si¢ przysztos¢ zastosowania inhibitorow PERK w leczeniu RZS?

Powyzsze uwagi i sugestie nie umniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy doktorskiej
Pani Aleksandry Kucharskiej-Lusina i mojej pozytywnej opinii. Rozprawa doktorska przedstawia
wysokag wiedz¢ teoretyczng Doktorantki w dyscyplinie oraz umiejetno$¢ samodzielnego prowadzenia

pracy naukowej. Recenzowana rozprawa doktorska zawiera elementy nowosci naukowej osiggnigtej



dzigki zastosowaniu odpowiednich metod badawczych z wykorzystaniem biologii molekularne;.

Cele pracy zostaly osiggniete, a wyniki opublikowano w czasopismach z listy JCR o
wysokim IF. Tym samym rozprawa doktorska Pani Aleksandry Kucharskiej-Lusina spetnia
wszystkie wymogi o uzyskanie stopnia doktora zawarte w art. 187 ustawy z dnia 20 lipca 2018 r.
Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U. z 2023 r. poz. 742 ze zm.).

Pragne podkresli¢, ze Doktorantka oprocz prac zwigzanych z rozprawg doktorska jest
wspotautorem 19 innych publikacji o tgcznej IF 29,6 1 910 pkt Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa
Wyzszego.

Majac na uwadze koncepcje badawczg oraz warto§¢ poznawczg jaka wnoszg wyniki, sktadam
do Rady Naukowej Instytutu ,,Centrum Zdrowia Matki Polki” wniosek o wyr6znienie rozprawy
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