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RECENZJA ROZPRAWY DOKTORSKIEJ

mgr int. Pauliny Misiuklewlcz-Stgplen pt. . Wplyw pylu zawleszonego w powletrzu
na nablonek oddechowy w interakcjach pomigdzy nablonkiem, komdricami
dendrytycznymi | makrofagami w obturacyjnych chorobach pluc”

przygotowanej w Katedrze i Klinice Choréb Wewnetrznych, Pneumonologii
| Alergologii Warszawsklego Uniwersytetu Medycznego.
Promotor: dr hab. n. med. Magdalena Paplinska-Goryca

Podstawsg formaing wykonania recenzji byl dokument z dn. 30.01.2023 o numerze
RDNM/D/B0/2023 podpisany w Warszawie przez wiceprzewodniczacg Rady
Dyscypling Nauki Medyczne Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
prof. dr hab. n. med. | n. o zdr. Marte Struge, zgodnie z ktdrym zostalem powolany
na recenzenta rozprawy doktorskiej mgr in2. Pauliny Misiukiewicz-Stepieri.

Wzrastajace zanieczyszczenie &rodowiska jest jednym
z najpowainiejszych zagrofen dla zdrowia publicznego. W szczegbinodci
zanieczyszczenia powietrza, w tym pylami zaweszonymi pochodzenia
antropogenicznego, stanowi problem dotykajacy coraz wigkszej populacii,
a ekspozycia na tego typu zanieczyszczenie jest trudna do uniknigcia. Pyly
zawieszone mogg negatywnie oddziatywac na komorki drég oddechowych oséb
zdrowych, a zardbwno badania epidemiologiczne jak i translacyjne wykazaty ich
niepodwazalny negatywny wplyw na przebieg chordb  obluracyjnych
| wystgpowanie ich zaostrzen. Przewlekla obturacyjna choroba pluc (POCHP)
| astma sq gléwnymi jednostkami powodujgcymi choroby ukladu oddechowego.
Zachorowalno&é na POChP wzrasla do tego slopnia, 2e aklualnie choroba ta jest
jedng z czolowych przyczyn zgondw na $wiecie.

Chociaz wplyw pyldw zawieszonych na odpowiedi komérek nablonka drdg
oddechowych jest dobrze opisany, zdecydowanie mniej wiadomo o oddziatywaniu
pylbw zawieszonych na skomplikowane inlerakcje pomiedzy komdbrkami
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strukturalnymi oraz komdrkami ukiadu odpomosciowego drog oddechowych.
W &wietle tych faktow, uwazam, 2e temat rozprawy ziozonej przez Panig mgr inz.
Pauline Misiukiewicz-Stgpier doskonale wpisuje sig w kierunek istotnych badan.

Przedstawiona do mojej recenzji rozprawa doktorska Pani mgr inZ.
Pauliny Misiukiewicz-Stgplet ma forme spéjnego tematycznie zbioru trzech
publikacji naukowych, kibre ukazaly sig w latach 2021-2022. Wszystkie trzy prace
zostaly opublikowane w jezyku angielskim, w czasopismach znajdujgcych s
w wykazie czasopism Ministerstwa Edukacji i Nauki oraz uwzglednionych
w Indeksie Journal Citation Reports, gdzie charakteryzula sig wysokimi
wartosciami Impact Factor, Y. Clinical Immunology. IF=10,19;, MEIN=100pkt.;
Sclentific Reports: IF=4,996; MEiN=140pkt.; Infernalional Journal of Molecular
Sciences: IF=6208; MEiN=140pkt. taczna suma punkidw MEIN publikacj
wchodzacych w skiad rozprawy wynosi 380pkt, a laczny IF wynosi 21,383. We
wazystkich przediozonych artykutach Pani mgr inz. Paulina Misiukiewicz-Stgpien
jest pierwsza autorks, a oéwiadczenia doktorantki oraz wspdlautorow wskazujg
jednoznacznie na wiodacy role doktorantki w uszczegdlowieniu koncepcji badad,
przeprowadzeniu dodwiadczer oraz pisaniu manuskryptéw. Na podstawie
powyzszych stwierdzefi wysoko oceniam specjalistyczng wiedze oraz
umigjetnosci doktorantki w zakresie tematyki rozprawy.

Dysertacja zostala poprawnie skonstruowana | ma charakier typowy.
Rozprawa doktorska obejmuje 127 stron standardowego maszynopisu, zawiera
wykaz slow kluczowych, wykaz publikacji bgdacych podstawa rozprawy, spis
tredci, streszczenie w jezyku polskim oraz angielskim, wstep, zalozenia i cele
pracy, kopie opublikowanych artykuléw, podsumowanie, wnicski oraz stosowng
opinie Komisji Bioetyczne| | wykaz piémiennictwa. Poniewaz podstaws rozprawy
s3 opublikowane artykuly naukowe, doktorantka zamiedcita rowniez oéwiadczenia
wspdlautoréw okredlajgce udzial w tworzeniu publikacji. Uklad rozprawy jest
przejrzysty, przygotowany z naleznq starannodcia. Nalezy zwrocic uwage na
klarowne ryciny, kibre pomagajg czytelnikowi przesledzic uklad doswiadczalny,
a takfe podsumowujg najwazniejsze wyniki W rozdziale Podsumowanie”
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obejmujgcym 5 stron maszynopisu, doktorantka przeprowadzita analize krytyczng
olrzymanych wynikdw. Przeprowadzona dyskusja w éwietle wczeéniej
opublikowanych prac éwiadczy o duzej znajomodci lteratury tematu przez
doktorantke, a tak?e zdolnosci do poprawnej i krytycznej interpretacji wynikow
wiasnej pracy. W jednostronicowym rozdziale Whnioski®, doktorantka dokonata
Zwigzlego podsumowania najwazniejszych | prawidiowo sformulowanych
wnioskow wynikajacych z przeprowadzonych badarn. Wobec tak wysokiej jakodci
przygotowania rozprawy, nie mam uwag do jej poprawnosci redakcyjnej.

Poniewaz artykuly bedgce podstawq rozprawy doktorskiej Pani mgr inZ.
Pauliny Misiukiewicz-Stepieri zostaly opublikowane w renomowanych
czasopismach, byly one juz poddane nalezytej recenzji merytoryczne| przez
ekspertow, W zwigzku z tym ogranicze sk w swole] recenzji do kndtkiego
podsumowania tych prac.

Pierwszy z artykuldw: ‘Biological effect of PM10 on sirway epithelium-
focus on obstruclive Jung diseases.’, jest artykulem przegladowym, w ktdrym
doktorantka wspdinie z pozostatymi autorami dokonata bardzo obszemej analizy
problemu wplywu pytow zawieszonych na komérki nablonka oddechowego
w chorobach pluc. Opisane zostaly réne aspekty pochodzenia pyldw, ich skiadu,
efekiébw na komorki nablonka oddechowego oraz ukiad odpornodciowy drég
oddechowych i wplywu na przebieg chor6b obturacyjnych. Warto podkreslié
olbrzymi wysilek wykonany przez autorki, o kidrym swiadczy nie tylko doskonaty
tekst, ale rownie: 181 cytowanych pismienniczych. Niewatpliwie przygotowanie
tego artykulu $wiadczy o posiadanej wiedzy eksperckiej przez doktorantke,

Drugi z przedstawionych artykuléw: Interactions of nasal epithelium with
macrophages and dendritic cells variously alter urban PM-induced inflammation in
healthy, asthma and COPD" przedstawia oryginaine badania, w kiérych stosujac
zaawansowany model ko-hodowli pierwolnych komérek nablonka z blony
sluzowej nosa z monocytami oraz komdrkami dendrytycznymi rdEnicowanymi
Zz monocytéw pochodzacych od osdb zdrowych, chorych z astmg i POChP,
zbadano wplyw pylu zawieszonego na odpowied: komdrek nablonkowych.
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Doktorantka wraz z pozostatymi autorami wykazata kluczowy wplyw interakcji
komérek dendrytycznych na odpowied: komérek nablonka oddechowego na pyty
zawieszone. Ponadto dowiedli réznicowej odpowiedzi zapalnej ko-hodowli od
osob zdrowych, chorych na astme oraz POChHP na pyly zawieszone, co poglebia
Mwnammmmmmwmlduﬂmw
informacji na o wplywie pytéw na ich przebieg. Wykazany zostal takie istotnie
wigkszy wplyw pylbw na rozszczelnienie potaczeri migdzykomdrkowych
w hodowlach wyprowadzonych od pacjentéw z chorobami obturacyjnymi
w pordwnaniu do komdrek pobranych od osdb zdrowych.

Trzeci artykut: ‘RNA-Seq Analysis of UPM-Exposed Epithelium Co-
MMH%WH:MWMMDHMLMQM'
opisuje analize transkryptomu komdrek nablonka w opisanym wczednia] modelu
ko-hodowli po stymulacji pytami zawieszonymi. Doktorantka wraz z pozostatymi
autorami wykazata znaczace roznice w ekspresji gendw, w tym w oparciu o analizy
wzbogacenia KEGG i GO, wskazujacych na odrgbng regulace szlakéw
wewnatrzkomérkowych w komdrkach nablonka oddechowego od osdb zdrowych,
chorych na astme oraz POChP. Dzigki metodom analizy nienadzorowane|
zidentyfikowano, a nastgpnie zwalidowano za pomoch techniki gPCR wzrost
ekspresji gendw takich jak ENPEP, BPIFA2Z w komorkach nablonkowych
pochodzacych od pacjentéw z chorobami obturacyjnymi stymulowanych pytami
zawieszonymi, w poréwnaniu do komérek pochodzacych od zdrowych dawcow.
Sa to nowatorskie odkrycia o potencjale do wykorzystania w badaniach
translacyjnych nad biomarkerami | celami terapeutycznymi w chorobach
obturacyjnych pluc.

Przediotong rozprawe doktorskg oceniam bardzo wysoko pod wzgledem
merytorycznym. Doktorantka zwigile i dokiadnie wprowadzila czytelnika w obszar
badawczy w rozdziale Wsiep®. Wspdlautorsiwo w obszernej publikaci
przegladowej $wiadczy o duzej wiedzy teoretycznej doktorantki na temat
przedmiotu rozprawy. W pozostatych dwoch artykutach Kandydatka wykorzystata
| opisala dokladnie nowoczesne techniki badawcze, takie jak metody
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immunoenzymatyczne, cylometryczne, qPCR. Nalety podkreslié unikatowosé
zastosowanego modelu ko-hodowli komdrek nablonka oddechowego
Z komdbrkami dendrftycznymi | makrofagami. Jest to cenny i trudny model
badawczy, ktéry jednak pozwala na modelowanie skomplikowanych interakci
miedzykomérkowych w ukladzie oddechowym. Doktorantka wykorzystata takie
umiajatnia meltody wislkoskalowe sekwencjonowania nowe| generac)i RNA
| zaawansowanych analiz bicinformatycznych. Poprawnodé wyciggania wnioskdw
| dyskusjl uzyskanych wynikow zostala juk oceniona przez recenzentdw artykubdw
oryginalnych. Pragne jednak podkreslic, e na podstawie przediotonej dysertacji
nie mam watpiwoséci co do umiejetnoSci Dokiorantki: krytycznej analizy,
interpretacji wiasnych wynikéw | przeprowadzenia dyskusiji z istniejaca literaturg
tematu.

Uwatam, e rozprawa doktorska Fani mgr in:. Paulingy Misiukiewicz-
Stepien, stanowi istotny wkilad do istniejacej wiedzy na temat oddzialywania pylow
zawieszonych na odpowiedi komdrek nablonka oddechowego zardwno osdb
zdrowych jak i w chorobach obturacyjnych. Nie mam istolnych zastrzeled
merytorycznych do przediotonej rozprawy, nlemniej z obowigzku recenzenta
pozwolg soble przedstawié ponizsze uwagi | pytania:

= Chociaz Dokiorantka jasno sprecyzowala cele pracy, nie przedstawita
jednak hipotezy badawczej, kitbra moglaby stanowié podstawe
przeprowadzenia badan.

« W artykule “Inferactions of nasal epithelium with macrophages and dendritic
cells variously alter urban PM-induced inflammation in heaithy, asthma and
COPLD’ opisano spadek ekspresji powierzchniowej czasteczek EGFR oraz
ST2 na kombrkach nablonka rzgskowego hodowanych od zdrowych
ochotnikdéw po stymulacji pytami. Doktorantka spekuluje, 2@ moze byé to
zwigzane 2z zablokowaniem miejsca wigzania przeciwcial na tych
receptorach przez duze iloci ligandéw. Zweryfikowanie tej interpretacii za
pomocyg innych metod cznaczania poziomu ekspresji bialek receptorowych
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stanowitoby cenne uzupenienie pracy.

s  Ostatni wniosek dotyczacy wynikéw analizy transkryptomicznej, w kidrym
Doktorantka stwierdza, 2e stymulacia pylem _pobudzita odpowiedi
immunologiczng, w szczegbinosci  rekrutacje leukocytow”  jest
nieprecyzyjne, poniewaz uzyskane wyniki dotycza jedynie zmian ekspresji
gendw w komérkach nablonka, ktore w analizach GO | KEGG zostaly
przypisane do ustalonych rblordbw o konkretnych nazwach. Wyniki te
jedynie sugerujg motiiwe efekty funkcjonalne | muszg byC interprelowane
z ostroznoécia | w kontekécie danego typu komdbrki.

«  Opisane przez Dokiorantke efekty dziatania pylow zawieszonych wskazujg
na modulacje odpowiedzi lokalnego ukiadu odpornoéciowego drog
oddechowych. Mimo, 2e nie bylo to celem pracy doklorskiej, warto byloby
przedyskutowad uzyskane wyniki w kontekécie zwigkszone| wratliwosci
pacientéw z chorobami obturacyjnymi pluc na zakazenia uktadu
oddechowego podczas ekspozycii na pyty.

Podsumowujgc stwierdzam, #e przediozona do recenzji rozprawa
doktorska Pani mgr int. Pauliny Misiukiewicz-Stgpiefi pt. Wplyw pylu
zawieszonego w powietrzu na nablonek oddechowy w interakcjach pomigdzy
nablonkiem, komérkami dendrytycznymi | makrofagami w obluracyjnych
chorobach pluc”. speinia warunki okrelone w art. 187 Ustawy z dnia 20 lipca
2018 r. Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz. U, 2018 poz. 1668). Wnioskujg
do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne Warszawskiego Uniwersytetu
Medycznego o przyjecie rozprawy doktorskie) Pani mgr inz. Pauliny Misiukiewicz-
Steplen | dopuszczenie |e| do dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnosze
takze o wyrdinienie rozprawy ze wzgledu na wysoks wartodé merytoryczng,
zastosowanie unikalnego modelu badawczego | zaawansowanych technik
analitycznych oraz uwazng interpretacie uzyskanych wynikdw. Wysoka jakosc
rozprawy potwierdzona jest takie publikacjami w uznanych czasopismach
naukowych.

dr hab. n. med Tomars Skirecki, profl. CMKP
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