Lodz, dn. 10.12.2024 roku

Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medveznych i nauk o zdrowiu
w dyseyplinic nauki medyczne lekarza Katarzyny Mycrofi-Rzeszotarskiej

wOcena profil molekularnego i fenotypu eozynofiléw we krwi i drogach eddechowych
u chorych na POChP"

Przedstawiona do oceny rozprawa doktorska lek. Katarzyny Mycrofi-Rzeszotarskiej
zostala wykonana pod kierunkiem dr hab. n. med. Katarzyny Gorskicj w Klinice Chordb
Wewnetrznych, Pneumonclogii i Alergologii Warszawskiego Uniwersytetu Medycmego we
wsphipracy z Osrodkiem Diagnostyki Laboratoryjnej Chordb Ukladu Oddechowego Kliniki
Chordb Wewngtrznych, Preumonologii | Alergologii UCK WUM.,

Rozprawa jest spijnym zbiorem tematycznym trzech artykulow opublikowanych
w recenzowanych czasopismach naukowych, majdujacych sic na liscie JRC i wysoko
punktowanych w strukturze oceny Ministerstwa Mauki i Szkolnictwa Wyzszego. Doktorantka jest
pierwszym Autorem trzech prac: Mycroft K, Krenke R, Gérska K. Eosinophils in COPD-Current
Concepts and Clinical Implications. J Allergy Clin Immunol Pract. 2020 Sep;B(R):2565-2574,
doi: 10.1016/.jaip.2020.03.017, Mycroft K, Paplifska-Goryca M, Proboszcz M, Nejman-Gryz P,
Krenke R, Gérska K. Blood and Sputum Eosinophils of COPD Patients Are Differently Polarized
than in Asthma. Cells. 2023 Jun 151200231631, doi: 10.33%0/cells12121631 i Mycroft K,
Proboszez M, Paplifiska-Goryea M, Krenke R, Gérska K. Transcriptional profiles of peripheral
eosinophils in chronic obstructive pulmonary disease and asthma-An exploratory study. J Cell
Mol Med. 2024 Oct;28(20):e70110. doi: 10.1111/4emm.70110, a z Oéwiadczen Wspdlautoriw
dolgczonych do dokumentacji wynika, ze Jej whiad w powstanie publikacji stanowil
odpowiednio 60%, 50% i 55%.

Lgczna punktacja trzech prac wynosi 380 punktéw MEIN i 18,261 TF. Rozprawa posiada

forme zszywki, w kidrej irzy wymienione publikacje poprzedzone sa wspdlnym opisem w jezyku
polskim.



Ponizsza recenzja zawiera oceng wartosci merylorycznej calosel rozprawy doktorskiej
oraz zgodnoici zalozern i tematu z osiggnigciami kofcowymi, doboru literatury, metod
badawczych, wynikéw pomiardw oraz ich analizy, a nie stanowi oceny merytorycznej
poszezegdinych publikacji.

Tematem przedstawionej do recenzji rozprawy na stopien doktora nauk medycznych
i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne lek. Katarzyny Mycrofi-Rzeszotarskie] jest
analiza mechanizméw 2zwigzanych z rozwojem eozynofilowego zapalenia w  drogach
oddechowych w POChP oraz oméwienie mozliwego wplywu tego typu zapaienia na przebieg
choroby. Przedstawiony temat jest nie tylko istotny 2 punktu widzenia nauk podstawowych, ale
réwniez odpowiada na kliniczne zapotreebowanie lekarzy.

Eozynofile =g istotnymi komdrkami immunoefektorowymi i zapalnymi w wielu
jednostkach nozoologicznych, w tym w chorobach obturacyjnych pluc. Pelnig ronorodne
funkcje, odgrywajg rols w homeostazie | chorobach rdznych tkanek. Eozynofile pochodzy
z progenitorowych komdrek macierzystych w szpiku kostnym, kldre po osiggnigciu dojrzatosci
sq uwalniane do krwi. W warunkach homeostazy eozynofile pozostajg we kewi w stanie
spoczynku. Po ekspozycji ma mediatory prozapalne (IL-3, IL-5 i GM-CSF) mogg one ulec
czedciowej aktywacji przed migracjy do miejsc zapalenia. IL-3 jest jedng z glownych cytokin
zaangazowanych w zapalenie za posrednictwem eozynofili: sprzyja roznicowaniu, przedywaniu,
przemieszezaniu sig, aktywacji | funkecjom efektorowym eozynofiléw. Migracja eozynofiléw do
pluc jest kontrolowana przez specyficzne czynniki chemotaktyczne, takie jak CCL5 (RANTES),
CCLT (MCP3), CCLIl (eotaksyna 1), CCLI3 (MCP-4), CCLI35, CCL24
i CCL26 dziatajace na CCR3, wraz 2 CRTH2, ktory ulega ckspresji na komérkach pomocniczych
Th2. W plucach mediatory prozapalne, w tym bialka zasadowe (glowne bialko zasadowe, bialko
kationowe eozynofili, peroksydaza cozynofiléw i neurotoksyna pochodzica z eozynofili),
cytokiny (IL-2, [L-3, IL-4, [L-5, IL-10, IL-12, 1L-13, IL-16, IL-25), chemokiny (CCL35, CCL1L,
CCL13) 1 czynniki wzrostu {czynnik martwicy nowotworu [TNF], transformujgcy czynnik
wzrostu [TGFla/p), uwalniane przez eozynofile, przyczyniajg si¢ do rozwoju trwalego stanu
zapalnego i uszkodzenia rénych struktur ukiadu oddechowego. Ponadto, limfopoetyna zrgbu
grasicy, proalergiczna cytokina podobna do IL-7 zwigzana z przewlekiym zapaleniem drog
oddechowych, moze dziatad na eczynofile, powodujac zwiekszenie poziomu cytokin zapalnych.
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Liczbg cozynofili w plucach mozna zmierzyé za pomocy oceny tych komdrek
w plwocinie indukowanej, w plynie z plukania oskrzelikowo-pgcherzykowego (BALF) lub
poprzez ilosciowe oznaczenie eozynofili w biopsji thanki plucnej. Warto zauwazy<, ze liczba
cozynofili odzwierciedla ilodé tych komédrek w jednostee objetosci lub w Jednostce badanego
pola, ale nie uwzglednia stopnia ich aktywacii oraz pobudzenia. Stad, tak cenne 53 prace
naukowe okreslajace profil molekulamy i immunofenotyp eozynofilii w réznych ptynach
ustrojowych oraz tkankach.

W przebiegu POChPF liczba eozynofiléw jest niestata, jednakie istnicje zaleznodé migdzy
liczbg tych komdrek we krwi obwodowej, a liczba eozvnofiléw w drogach oddechowych.
Identyfikacja pacjentiw z zapaleniem eozynofilowy moze byé utrudniona przez heterogennodé
POCHP, stad diagnostyka réznicowa moze odnosié sie rdwniez do zdefiniowania oraz okredlenia
fenotypu eozynofilowego vs niecozynofilowego choroby. Eozynofilia nie jest parametrem
stabilnym w chorobach obturacyjnych, nie mniej zostala stwierdzona korelacja pomigdzy
odpowiedziz na wziewne glikokortykosteroidy, a liczhg eozynofiléw we krwi chorych
z zaostrzeniami POChP. Wykorzystanie tego biomarkera w potaczeniu z parametrami
biochemicznymi oraz molekularnymi z krwi w celu oceny odpowiedzi na leczenie moze byé
przydatnym narzgdziem w optymalizacji terapii inhalacyjnej i terapii biclogiczne] pacjentdw
z POChP.

Przedsiawiona do recenzji rozprawa na stopieft doktora nauk medycznych i mauk
o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne lek. Katarzyny Mycrof-Rzeszotarskiej wpisuje sie
dobrze w nurt badawczy nad rolg eozynofiléw w przewleklych zapalnych chorobach ukiadu
oddechowego, a jednoczesnie nalezy stwierdzié, 2e podjeta tematyka nie Jest, jak do tej pory,
dostatecznie dobrze poznana.

Oceniana rozprawa zawiera B3 strony maszynopisu, w tym dwie ryciny oraz 104 pozycje
piémiennictwa, nie liczac integralnej czgéci rozprawy, kidrg stanowig trzy opublikowane,
wspdlautorskie artykuly Doktorantki. Praca zawiera: Wykaz stosowanych skrotow, Streszczenie
W jezyku polskim, Streszczenie w jezyku angielskim, Wsigp, Zalozenia i cel pracy, Kopie
opublikowanych prac, Podsumowanie, Wnioski, Opini¢ Komisji Bioetycznej, Ofwiadczenia
wsplautoréw  publikacji i Piémiennictwo do rozdzialéw w jezyku polskim. Rozprawe

uzupeiniajg przedstawione w jgzyku polskim i angielskim zwigzle streszczenia wprowadzajace
3



Czytelnika w problematyke pracy oraz umoiliwiajace Mu szybkie zapoznanie sig z wynikami
badan naukowych.

Struktura podziatu tredci rozprawy w formie zszywki, jak rdwniez kolejnodé rozdziatdw
nie budza watpliwosci. Tekst jest napisany poprawna polszezyzng i starannie edytowany
— znalaziem parg drobnych literdwek i kilka niezrgcznosci stylistycznych, Doktorantka nadala
chronologiczng numeracjy stron  dolgezonych  publikacji oprécz  oryginalngj numeracii
wydawnicze], co znacznie ulatwito Recenzentowi odszukanie opisywanych zagadnien.

Wsiep, wyczerpujgcy, napisany zostat w oparciu o kompletne, bogate i poprawnie
dobrane piémiennictwo, pozwalajgce na usystematyzowanie fakwdw dotyczacych zagadnien
bedacych przedmiotem rozprawy. Logicznie wprowadza on Czytelnika w jasno sprecyzowany
ghowny cel pracy. Zawiera ogdlng wiedz¢ dotycegcs etiopatogenezy i przebiegu POChP.
Ma tym tle Doktorantka opisuje zapalenie eozynofilowe w chorobach obturacyjnych pluc
i przedstawia naukowe przesianki do prowadzenia swoich badan doswiadczalnych. We Witgpie
odnajdujemy podrozdzialy dotyczgee: Przewleklej Obturacyjne) Choroby Pluc, Biologii
eozynofildw, Roli eozynofilowego zapalenia w drogach oddechowych w patogenezie chordb
obturacyjnych ukiadu oddechowego, Eozynofilii obwodowej jako celu terapeutycznego
w POChP. Ta credé rozprawy zawiera szerokie podejdcie Doktorantki do materiatu opisanego
w licznie cytowanych pozycjach pidmiennictwa, swisdczgee o enajomodei prezentowanych
zagadnien,

Autorka rozprawy doktorskiej na podstawie danych naukowych opisanych we Wstgpie
postawila hipoteze badawcza, ktéra zalozyla, ze eozynofile w POChP we krwi obwodowej oraz
w drogach oddechowych roznig sig od eozynofiléw w astmie eckspresjy markerdw
powierzchniowyeh i profilem transkrypeyjnym. Powyzsze obserwacje pezwolity Doklorantce
zdefiniowaé cel ghéwny i cele szezepdtowe badan sktadajgcych sig na niniejsza rozprawg.

Zalozenia i cele rozprawy — ocena fenotypu i profilu transkrypcyjnego eozynofilow
u chorych na POChP oraz chorych na astmg, przeglad Swiatowej literatury dotyczgeej roli
eozynofiléw w patofizjologii i leczeniu POCHKP, pordwnanie ekspresji CDI25, CDI193, CDI4,
CDI11b, CD62L, CD66b na powierzchni eozynofilow krwi obwodowej, a eozynofiléw plwociny
indukowanej, pordwnanie ekspresji CD125, CDI93, CDl4, CDIib, CD62L, CDo6b na
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powierzchni eozynofiléw krwi obwodowej oraz plwociny indukowanej migdzy chorymi na
POCHP, astmg oraz grupe kontrolng, ocena zwigzkdw migdzy ekspresja CDI25 | CD193 na
powierzchni eozynofiléw, a mediatorami szlaku Th2 oraz pordwnanie profilu transkrypeyjnego
eozynofiléw krwi obwodowej migdzy chorymi na POChP, a chorymi na astme, 5§ oryginalnym
ujgciem badanego fenotypu eozynofilowego chordb obtracyjnych ukladu oddechowego.
Cele - gldwny i szczegdtowe, jak i zakres badan eksperymentalnych, w powigzaniu z wynikami
innych Autordw, zostaly w rozprawie opisane w spos6b jasny, prosty i czytelny.

Sposcb opisu wynikéw oraz ich dalsza interpretacja wskazuje, 2¢ Doktorantka swobodnie
| 2 duzg wiedzg porusza sie w tej dziedzinie,

W rozdziale Podsumowanie oméwiono i uzasadniono opublikowane wyniki. Doktorantka
wykazala sig duzg znajomosciy literatury w omawianej dziedzinie. Cytowane pismiennictwo
zawicra wybrane dane dotyczgce przedmioty badan, w Lym rowniez najnowsze pozycje.

Wnioski koresponduja z celami pracy. Przedstawione punkty w tym rozdziale zawiersja
odpowied: na postawione wezedniej w pracy szczegblowe cele dysertacji. Na podstawic
przeprowadzonych badan Doktorantka sformulowala szeéé wnioskéw, kidre stanowia logiczne
podsumowanie uzyskanych wynikdw:

I. Przeprowadzone badania pozwolily na wykazanie réfnic miedzy ekspresiy wybranych
czgsteczek na powierzchni eozynofiléw u chorych na POChP i astme oraz wskazanie gendw
ré2nicujgeych migdzy POChP a astma.

2. Przeglad  literatury  dwiatowej szeroko opisuje  funkcje biologiczng  eozynofiléw
w warunkach fizjologicznych oraz w patofizjologii i leczeniu POCHhP. Szlaki immunologiczne
Zwigzane z eozynofilami moga prowadzié do rozwojL rozedmy,
a eozynofilowy typ zapalenia w drogach oddechowych wigte sie z wigkszym ryzykiem
zaostrzen. Podwy2szona liczba eozynofiléw, szczegdinie 2300 komdrek/pl, zwigzana Jjest
z lepsza odpowiedzig na glikokortykosteroidy wziewne oraz niekrére leki bivlogiczne, np.: na
dupilumab u chorych 2 zaostrzeniami.

3. Wykazano, #¢ we wszystkich badanych grupach eozynofile we krwi charakieryzowaly sie
zwigkszong ekspresjy CDI25, CD193, CD62L i CDI4 w pordwnaniu z eozynofilami



w plwocinie indukowanej, co sugeruje zmiang fenotypu cozynofiléw po rekrutacji do drig
oddechowych niezaleznie od rozpaznania.

4, W grupie chorych na POChP zasobserwowano wyiszy odsetek cozynofilow CDI193+
i CD66b+ w plwocinie indukowanej w pordwnaniu z grupg kontrolng oraz wyiszy odsetek
eozynofiléw CD11b+ w pordwnaniu z grupg chorych na astmeg. Ekspresja CDI125, CD62L,
CDI14 byta podobna we wszystkich badanych grupach, zardwno we krwi obwodowej, jak
i w plwocinie indukowane).

5. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy ekspresja CD125 na eozynofilach w plwocinie lub krwi a
stezeniem IL-3 w plwocinie oraz pomigdzy ekspresjg CD193 na eozynofilach w plwocinie lub
krwi oraz pomigdzy stgieniem eotaksyny-3 w  plwocinie. Co  wigeej, w  Zadne)
2 badanych grup nie stwierdzono korelacji pomigdzy IL-3 lub eotzksyng-3 a odsetkiem
subpopulacji eozynofildw CD125+CDI193+.

6. Analiza mRNA eozyncfilow we krwi obwodowe] pozwolita zidentyfikowaé réinice
w profilu transkrypeyjnym pomigdzy POChP a astma, co mo#e sugerowad odmienng funkcje
biclogiczng eczynofiléw w obu jednostkach chorobowych.

Miezwykle wartoiciowe wydaje si¢ praktyczne przelofenie uzyskanych wynikow
w  przyszhosci, Wybrane oraz przeanalizowane przez Doktorantkg fenotypy zapalenia
eozynofilowego i markery ze wzgledu na swojg coraz to powszechniejsza destgpnodé moga
postuzyé wkrdtce do wdrozenia bardziej optymalnych schematéw terapii pacjentéw z POChP
i okredlenia szczegblnych grup ryzyka, np.: rozwoju rozedmy, czy zwigkszonej czgstodei
zaostrzen choroby, Wyniki w swietle badan Doktorantki i przytoczonych publikac)i zwracaja
uwags na rozwazenie | spersonalizowane podjgcie decyzji o wigczeniu lekow binlogicznych
u chorych na POChP.

Z obowiazku Recenzenta przedstawiam komentarze krytyczne. Cheialbym zwricic uwagg
na pewne aspekty, kidrych zabraklo mi w ocenianej rozprawie:

1. Czytajac Wstep nasuwa sig pytanie, wedlug jakiego schematu Doktorantka wybrala markery
powierzchniowe CDI25, CD193, CD6ZL i CDI4 do badania profilow molekularnych
i fenotypiw eozynofiléw w chorobach obturacyjnych ukladu cddechowego.

2. Czy Dokiorantka moglaby wyjasnié i szerzej opisaé dlaczego fenolypowano eozynofile
z plwociny indukowanej, a nie z BALF u chorych na POChP?



3. Nie badano eozynofiléw tkankowych tylko 2 plwociny indukowanej, zatem, czy zdaniem
Doktorantki modna stwierdzié, 2e fenotypy eozynofiléw w migzszu pluca | w Swietle drog
oddechowych u choryeh na POCHP s takie same?

4. Czym Doktorantka tlumaczy brak korelacji pomigdzy ekspresjg IL-5 lub eotaksyna-3,
a odsetkami subpopulacji eozynofiléw CD125+ (podjednostka a receptora dla [L-5) CD193+
(receptor chemokin C-C typu 3)?

5. Na stronie 2| Dokiorantka napisala: W patogenezie eozynofilowego zapalenia drog
oddechowych mogg te? uczestniczyé szlaki Th2-zalezne (rye. 1)" - przy czym Rycina 1,
o giéwnie schemat przedstawiajacy cykl Zyciowy eozynofilbw w POCHP. g nie diagram
opisujgcy udzial rédnych komérek i cytokin uczestniczgcych w mediowaniu  zapalenia
Th2-zaleznego u chorych na POChP, prosze usciglic.

6. Na stronie 31 trzeci i czwarty z celdw szczegdtowych zawierajg sie w sobie, wiec 2daniem
Recenzenta wystarczylby w zupelnodci poprawnie sformutowany Cel szezegdlowy nr 4 w tym
rozdziale.

7. Zabraklo podrozdzialu na temat ograniczed pracy badawczej, co zawsze jest cennym
elementem wskazujacym na umiejetnosci krytycznego spojrzenia na wiasng prace badawcza.
Proszg o wskazanie takowych ograniczen.

Przedstawione uwagi w niczym nie umniejszajy rzeczywiste) merytorycznej wartodc
dysertacji.

W podsumowaniu stwierdzam, ze przeprowadzone badania stanowigce przedmiot
niniejszej rozprawy doktorskiej majg cenne walory poznawcze i stanowig istotny przyczynek do
poglebienia wiedzy dotyczacej patofizjologii POChP. Dajg one zatem podstawe do opracowania
w przysziodei nowych sposobdw leczenia POCHP, stwarzajge mozliwosé prewencji przebudowy
struktur ukladu oddechowego stanowigeej ciggle nierozwigzany problem terapeutyczny. Jest to
szczegdlinie cenny wynik przeprowadzonych badan naukowych.

Rozprawg doktorskg lek. Katarzyny Mycrofi-Rzeszotarskie], pomimo kilku uwag
krytycznych, oceniam bardzo wysoko, Nalezy rowniez podkreslié, 2e wyniki przeprowadzonych
bada stanowigcych przedmiot niniejszej dysertacji majg znamiona oryginalnosei w Swiatowym
pismiennictwic i sa nowoczesnym rozwigzaniem problemu naukowego bedacego wynikiem
wlasnych dodwiadezen Doktorantki.



Podjecie istotnej tematyki badawcze), znaczny nakiad pracy wykonane] przez
Doktorantke, Jej wiedza z dziedziny, dobdr literatury, umiejetnodei postugiwania sig warsztatem
naukowym w pelni upowainiejg mnie do stwierdzenia, 2e przedstawiona do recenzji rozprawa na
stopient doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w dyscyplinie nauki medyczne
lek. Katarzyny Mycroft-Rzeszotarskiej pt.: ,Ocena profilu molekulamego i fenotypu eozynofilow
we krwi i drogach oddechowych u chorych na POCHP” spetnia kryteria oraz warunki stawiane
rozprawom doktorskim okreslone w obowigzujacej Ustawie o Szkolnictwie Wyzszym i Nauce
2 dnia 20 lipca 2018 roku w art. 187 ust. 1 i 2 (Prawo o szkolnictwie wy2szym i nauce Dz. L.
2022 poz. 1668).

Niniejszym przedstawiam wniosek do Wysokie] Rady Dyscypliny Nauk Medycznych
Wydzialu Lekarskiego  Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego o  dopuszczenia
lek. Katarzyny Mycroft-Rzeszotarskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego.

Jednoczesnie, korzystajge z przyslugujgcych Recenzentowi uprawnien, wnoszg do
Wysokiej Rady Wydzialu Lekarskiego Warszawskiego Uniwersytetu Medycznego
o wyrdznienie niniejszej rozprawy.

Mam zaszezyt przedlozyé niniejsza rozprawe dokiorsky do uhonorowania, bowiem
Autorka wykazala sie imponujaca ogéing wiedza teoretyczng w swoje] dyscyplinie naukowej,
duzy dojrzalosciy badawcza, pracowitoscig, starannoscig i umicjetnodciami samodzielnego
prowadzenia badan naukowych oraz szczegOlowego analizowania wynikéw oraz wnioskow.
Wyniki tej pracy opublikowane w czasopismach o zasi¢gu migdzynarodowym majg sznsg stac sig
przedmiotem licznych cytowan i dajg podwaliny do planowania potrzebnych dalszych badaf
naukowych.



