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Recenzja rozprawy doktorskiej mgr Grzegorza Gality
pt. ,,Aspekty funkcjonalne, genetyczne i epigenetyczne naprawy DNA w

reumatoidalnym zapaleniu stawow”

Przedtozona do recenzji rozprawa doktorska obejmuje cykl powigzanych tematycznie
publikacji, ktérych Doktorant jest pierwszym autorem. Z czterech publikacji wchodzacych w
skiad rozprawy doktorskiej, dwie sg opublikowane, natomiast dwie sg przedstawione w
formie manuskryptéw, z ktérych jeden jest zaakceptowany do druku. Wszystkie prace
stanowigce podstawe rozprawy doktorskiej sa do$wiadczalne, a o ich wysokim poziomie

$wiadczy sumaryczny wspodtczynnik IF (14,157).

Rozprawe otwieraja: informacja dotyczaca zrodta finansowania badan (Grant NCN -
OPUS 13), informacja o wspdipracy z Klinikg Reumatologii i Zaktadem Chemii i Biochemii
Klinicznej Uniwersytetu Medycznego w todzi oraz zestawienie dotychczasowego dorobku
naukowego Doktoranta. Poza pracami wchodzacymi w skiad dysertacji na dorobek naukowy
Doktoranta skiada sie az 18 dodatkowych publikacji oraz liczne komunikaty zjazdowe
prezentowane podczas konferencji krajowych i zagranicznych. Cato$¢ rozprawy zamykaja
o$wiadczenia wspétautoréw publikacji wchodzacych w sktad rozprawy doktorskiej, dotyczace
ich wktadu pracy w powstanie poszczegélnych publikacji. Nie ma watpliwosci, ze wkiad pracy
mgr Grzegorza Gality byt dominujacy w kazdej publikacji sktadajgcej si¢ na oceniang
rozprawe. Imponujacy catosciowy IF dorobku naukowego Doktoranta (94,551) $wiadczy o
Jego dojrzatoéci naukowej, a przediozona do recenzji dysertacja ma zwienczyc ten etap
kariery naukowej tytutem doktora.

Poniewaz wyniki bedace przedmiotem rozprawy w przewazajgcej czesci sg juz
opublikowane moje zadanie jako recenzenta bylo znacznie utatwione bowiem wyniki
podlegaly uprzednio ocenie przez recenzentow czasopism. Praca doktorska obejmuje:

wstep, cel pracy, materiaty i metody, podsumowanie i wyniki oraz wnioski, streszczenie



(takze w jezyku angielskim) i literature uzupetniajaca (21 pozycji). Takie opracowanie

rozprawy stanowi doskonate wprowadzenie do tematu przed lekturg publikaciji oryginalnych.

Reumatoidalne zapalenie stawéw (RZS) to choroba autoimmunologiczna
charakteryzujaca sig przewlektym stanem zapalnym stawdw i otaczajgcych tkanek. Spoérod
wielu czynnikéw zwigzanych z rozwojem choroby takich jak: wiek, ple¢, zanieczyszczenie
powietrza, styl zycia, w tym palenie tytoniu, otylo$¢, zmiany w mikrobiomie, choroby
przyzebia i inne, podloze genetyczne wydaje sie by¢ jednym z wazniejszych czynnikow
ryzyka. Wsrod potencjalnych czynnikéw genetycznych wymienia sie wystepowanie tzw. alleli
HLA-DRB1 oraz polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw (SNPs, ang. single nucleotide
polymorphisms) w genach, ktérych produkty sa zaangazowane w patogeneze RZS. Cechg
charakterystyczng RZS jest deregulacja systemu odpowiedzi na uszkodzenia DNA (DDR,
ang. DNA damage response) oraz wrazliwosé komoérek na czynniki uszkadzajace, co wptywa
na niestabilnos¢ genomu, moze tez skutkowal zwigkszong czestoScig wystepowania

nowotworéw u pacjentéw chorych na RZS w stosunku do 0séb zdrowych.

Celem przediozonej rozprawy doktorskiej byta ocena genetycznych, epigenetycznych
i funkcjonalnych mechanizméw naprawy DNA w RZS. System DDR jest szlakiem transdukcji
sygnalu o uszkodzeniu i sktada sig z naprawy DNA, ktéra odbywaé sie moze za pomocy
roznych szlakdéw naprawczych, ktérych krotkg charakterystyke Doktorant zawart we
Wstepie”. Sg to: system naprawy przez wycinanie zasad (BER, ang. base excision repair),
system naprawy przez wycinanie nukleotydéw (NER, ang. nucleotide excision repair),
system naprawy podwdjnych peknieé DNA (DSB, ang. double-strand break) na drodze
homologicznej rekombinacji (HRR, ang. homologous recombination repair) i drodze faczenia
niehomologicznych koncow (NHEJ, ang. non-homologous end joinig). Cel pracy wpisuje sig
w globalny trend poszukiwania markeréw i ukierunkowanych terapii aby skutecznie i szybko
rozpoznaé chorobe i zastosowaé efektywne leczenie. Wpisuje sig tez w tematyke badawcza
zespotu prof. Poptawskiego nad systemami naprawy uszkodzenh DNA. Cel zrealizowano
poprzez: okreslenie stopnia uszkodzen komérek krwi obwodowej (PBMC, ang. peripheral
blood mononuclear cells) na rézne czynniki, okreslenie efektywnosci naprawy DNA w tych
komoérkach po uszkodzeniu, analize ekspresji genow zwigzanych ze szlakami napraw DNA
(BER, HR i NHEJ), analize ekspresji mikroRNA-miR-155, okreslenie poziomu globalne;
metylacji DNA, ocene zmiennoéci genetycznej w obrebie gendw systemu naprawy
uszkodzen DNA oraz ocene korelacji pomiedzy naprawg uszkodzen DNA a ttem

genetycznym i epigenetycznym.

Przedtozone publikacje wchodzgce w sklad rozprawy doktorskiej sg spojne
tematycznie, wydajg si¢ by¢ dobrze zaplanowang kontynuacja badan. Badania
przedstawione w artykule opublikowanym w Journal of Clinical Medicine, 2020 (IF 4,242}



wykazaty wyzszy poziom endogennych uszkodzen komorek PBMC pochodzacych od oséb
chorych RZS w stosunku do oséb zdrowych po ekspozycji na czynniki uszkadzajgce DNA
oraz rozng kinetyke naprawy. Uposledzona, nieefektywna naprawa DNA moze przyspieszac
starzenie sie komorek PBMC i przyczyniaé sie do fenotypu RZS. Badania nie rozstrzygnely
czy uposledzona naprawa DNA jest konsekwencjg choroby czy markerem podatnosci na
RZS otwierajgc tym droge do dalszych eksperymentéw. Ponadto, nie wykazano roznic w
poziomie endogennych uszkodzen pomiedzy pacjentami z wysokg i niskg aktywno$cig
choroby, co wyjasniono nieliczng grupg badawczg (20 oséb z RZS vs 20 zdrowych). Ciekawi
mnie czy byly przeprowadzone lub sg w planach badania na wigkszej grupie badawczej aby

wykazaé te réznice.

Ocena zmiennoéci genetycznej w obrebie gendw systeméw naprawy uszkodzen
BER, NER, HR i NHEJ byta nastepnym etapem prac w ramach rozprawy doktorskiej.
Badania w tym zakresie stanowiag przedmiot publikacji w International Journal of Molecular
Sciences, 2023, |IF 6,208. Wskazano polimorfizmy pojedynczych nukleotydow w genach
kodujacych biatka biorgce udziat w systemach naprawy DNA, ktére sg zwigzane z
predyspozycia do wystepowania RZS i moga byé uwazane za potencjalne markery tej
choroby. Na uwage zastuguje fakt, ze badanie to jest pierwszym, ktére wykazato zwigzek
pomiedzy wystepowaniem RZS a SNP NHEJ/HR. Badania objgty 100 0s6b chorych na RZS i
100 oséb zdrowych i dotyczyty 28 polimorfizmdw w 19 genach kodujgcych biatka zwigzane z
roznymi systemami napraw DNA (10 BER, 4 DSB, 1 BER/DSB, 3 NHEJ, 9 HR, 1 MMR).
Wykazano, ze polimorfizmy pojedynczych nukleotydow w genach kodujacych biatka biorgce
udziat w systemach naprawy DNA sg zwiazane z predyspozycjg do wystgpowania RZS.
Uwage mam jedynie do wymieniania wszystkich gendw i polimorfizméw w tekscie rozprawy,
co sprawia, ze zdania sg bardzo dlugie i przez to mniej czytelne. Zdecydowanie lepiej byloby
umiescic¢ te nazwy w tabelach, tak jak sg one przedstawione w opublikowanym artykule.

Kolejne dwie prace skiadajace sig na podstawe rozprawy doktorskiej, przyjeta do
druku w Archives of Medical Sciences, 2023 (IF 3,707) oraz dotychczas nieopublikowana w
formie manuskryptu, dotycza odpowiednio szczegotowej analizy szlaku naprawy BER oraz
analizy dwoéch szlakdéw zwigzanych z naprawg podwodjnych peknieé DNA (DSB) - HRR i
NHEJ u pacjentdéw chorych na RZS. W pierwszej kolejnosci zbadano wrazliwosé komérek
PBMC na wodoronadtienek tetr-butylu (TBH) indukujacy system naprawy BER oraz na
bleomycyne (BLM) indukujaca powstawanie podwojnych pekniec usuwanych przez system
HRR lub NHEJ. W obu przypadkach stwierdzono wyzsza wrazliwos¢ komorek PBMC na
czynniki uszkadzajace oraz nizszg wydajno$¢ naprawy DNA w komodrkach PBMC u
pacientéw w stosunku do os6b zdrowych. Wykazano takze interakcje pomigdzy
nieefektywna naprawag oksydacyjnych uszkodzen DNA i polimorfizmem genu UNG oraz



nizsza ekspresje kluczowych gendéw systemu BER (MUTH, NEIL3, UNG), ktora nie byta
spowodowana zmiang profilu globalnej metylacji DNA. W przypadku naprawy podwojnych
peknie¢ stwierdzono powigzanie dwéch SNP genéw RAD51 i RAD51B z fenotypem RZS.
Natomiast analiza poziomu ekspresji wykazata deregulacje ekspresji gendw systemu DSBs i
miR-155 u pacjentow chorych na RZS w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Parametr RepEff,
wyrazajacy wzgledng wydajnosé¢ naprawy DNA, okazat si¢ najbardziej odpowiedni dla
identyfikacji RZS, a polgczenie go z parametrami SNP RAD51 i RADS1B powoduje wzrost
zdolnosci predykcyjnej. Uposledzona naprawa podwdjnych peknigé DNA w RZS moze by¢
powigzana ze zmiennosécig genetyczng genéw naprawy DSB, a takze poziomem ekspresji.
Dyskusje uzyskanych wynikdéw konczy konkluzja na temat koniecznoéci dalszych badan.

Prosze Doktoranta o krotka charakterystyke obiecujacych kierunkow badawczych,
szczegolnie tych, kiére miatyby na celu wyjasnienie mechanizmu zalezno$ci pomiedzy
nieefektywna naprawa DNA, a zmiennoécig genetyczng oraz tego czy zalezno$é ta jest
bezposrednia czy posrednia. Ponadto, w zwigzku z rozwojem medycyny spersonalizowane),
mam pytanie o to jak w przysziosci mogtaby wyglada¢ diagnostyka i leczenie RZS w
odniesieniu do terapii obecnie stosowanej. Ciekawi mnie tez czy ewentualna dieta bogata w
przeciwutleniacze, tagodzac skutki stresu oksydacyjnego na poziomie DNA u oséb o
obnizonej efektywnosci naprawy, mogtaby realnie zmniejszaé ryzyko choroby lub jej skutki.

Tytut dysertacji odzwierciedla postawiony cel i jest adekwatny do przedmiotu
rozprawy. Réwniez tytuty publikacji, stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej,
odpowiadajg tematowi rozprawy, co wiecej, niosg informacje o przedmiocie badan. ,Wstep”
rozprawy stanowi przeglad aktualnego stanu wiedzy dotyczacego podtoza reumatoidainego
zapalenia stawow. Literatura uzupeiniajgca liczy 21 pozycji i zacytowana jest poprawnie.
Publikacje wchodzace w skiad rozprawy rowniez obejmuja ,Wstgp” oraz cytowane
piémiennictwo, odpowiednio 13, 28, 42 i 25 pozycji i $wiadczg o wyczerpujgcym zgtebieniu
tematu oraz duzej wiedzy Doktoranta pomimo, ze niektdre pozycje cytowane sg zardwno w
rozprawie jak i publikacjach wchodzacych w jej sktad, co jest uzasadnione.

Uktad prac stanowigcych podstawe rozprawy doktorskiej jest typowy dla prac
eksperymentalnych. W rozdziale ,Materiaty i metody” rozprawy zawarta jest informacja o
uzyskanym pozwoleniu Komisji Bioetycznej na badania oraz o kryteriach rekrutaciji pacjentow
i 0s6b do grup kontrolnych. Wediug podanych tu informacji w badaniach wziglo udziat 180
pacjentéw chorych na RZS oraz 180 o0s6b zdrowych. Wedtug poszczegdlnych publikacji w
badaniach wzielo udziat odpowiednio 20, 100, 30 i 45 pacjentéw oraz tyle samo oséb
zakwalifikowanych do grup kontrolnych. Na wyjasnienie zastuguje fakt czy grupe kontrolng
stanowily osoby zdrowe, jak wnioskuje z lektury publikacji, czy .chorzy bez objawow
przewleklych stanéw zapalnych”, jak czytamy w rozdziale ,Materiaty i metody” rozprawy.



Ponadto, ciekawi mnie czy do kolejnych badan, bedgcych przedmiotem kolejnych publikacji
rekrutowane byly kolejne osoby? Czy materiat pozyskany od oséb rekrutowanych poprzednio
wykorzystywany byt w kolejnych badaniach? Nie mam zadnych zastrzezet dotyczacych
zastosowanych metod i technik badawczych, $wiadczg one o opanowaniu przez Doktoranta
bogatego warsztatu metodycznego. Do oceny wraziiwosci komérek PBMC na czynniki
uszkadzajace oraz efektywnosci naprawy zastosowano alkaliczng wersje testu kometowego.
Dla oceny ekspresji mikroRNA hsa-miR-155 wykorzystano komercyjny test TaqMan
MicroRNA Assay. Profil ekspresji gendw zwigzanych z systemami napraw analizowano przy
uzyciu PrimeTime qPCR Assay lub TagMan® Gene Exspression Assay w odniesieniu do
wiasciwych gendw referencyjnych. Globalng metylacje oceniono za pomocg zestawu
MethylFlash TM Global DNA Methylation (5-mC) ELISA Easy Kit, a polimorfizmy genéw
okreslono testami TagMan® SNP Genotyping Assays. Na szczegélne uznanie zasiuguja
zastosowane statystyczne metody i narzedzia analizy wynikéw niezbedne dla wyciggania
uprawnionych wnioskoéw. Cho¢ rozprawa jest pozbawiona graficznego przedstawienia
wynikéw nie mam watpliwoéci, ze Doktorant posiada takie umigjetnosci o czym $wiadcza
liczne tabele i starannie wykonane ryciny zawarte w publikacjach wchodzacych w sktad
rozprawy {tgcznie 15 tabel i 10 rycin). Rozdziaty ,Podsumowanie i wyniki” w rozprawie oraz
.Dyskusja” w poszczegélnych publikacjach napisane sg bardzo dojrzale, z doskonatg
znajomoscig tematu. Doktorant krytycznie odnosi uzyskane wyniki do danych literaturowych

oraz stawia w peini uprawnione wnioski.

Doktorant nie ustrzegt sie w swojej pracy drobnych bleddw edycyjnych takich jak
biedy interpunkeyjne (np. brak kropek, czesto na koncu zdan), nazwa gatunkowa bakterii nie
zapisana kursywa (str. 12), niepoprawne sformutowania (np. ,poprzez odpowiedz smierci”)
lub zapozyczenia z jezyka angielskiego, niepoprawne odmiany wyrazéw, ktére w wigkszosci
uwazam za btedy literowe (w tym ,cehe” na str. 22) oraz drobne braki w spisie literatury
uzupetniajacej (np. w pozycji 17). Wickszym zaniedbaniem natomiast byto stosowanie przez
Doktoranta w tekscie rozprawy niewyjasnionych uprzednio skrétow. Zamieszczenie wykazu
skrotdw, a przynajmniej ich rozwiniecia w jezyku angielskim, bytoby catkiem zasadne.

Powyzsze niedociggniecia nie umniejszajg wartosci przedtozonej rozprawy, ktora
oceniam bardzo wysoko. Uzyskane rezultaty badan sg w petni oryginalnymi osiggnigciami
naukowymi o charakterze twérczym. Wyrazy uznania kieruje nie tylko do Doktoranta ale i
Promotora, prof. Tomasza Poptawskiego.

Niniejszym stwierdzam, ze przediozona do recenzji praca doktorska spetia
wymagania Ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach naukowych i tytule naukowym oraz
o stopniach i tytule w zakresie sztuki stawiane kandydatom ubiegajacym sie o stopien
naukowy doktora. Z petnym przekonaniem wnosze wiec do Komisji Uniwersytetu todzkiego



do spraw stopni naukowych w dyscyplinie nauki biologiczne o dopuszczenie mgr Grzegorza

Gality do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Ze wzgledu na range podjetego problemu i wysokg wartoS¢ merytoryczng
uzyskanych wynikow wnosze o wyrdéznienie dysertacji stosowng nagroda. Wartos¢ rozprawy
dodatkowo podnosi fakt, ze trzy prace wchodzace w sktad rozprawy zostaty opublikowane w

wysoko punktowanych czasopismach naukowych, a mgr Grzegorz Galita jest ich pierwszym
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Rzeszow, 13 wrzesnia 2023 Dr hab. n. med. Anna Zaczek, prof. UR

autorem.



