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»Ocena profilu molekularnego | fenotypu eozynofilow we krwi i
drogach oddechowych u chorych na POChP”

Autorstwa lek. Katarzyny Mycroft-Rzeszotarskiej

Praca wykonana pod kierunkiem prof. dr hab. n. med. Katarzyny Gorskiej

Szacuje sie, te przewlekta obturacyjna choroba pluc (POChP) dotyka nawet 10% osob
na fwiecie w przedziale wiekowym 30-79 lat. W krajach wysoko uprzemysfowionych
gléwnym czynnikiem sprzyjajgcym rozwojowl tej choroby pozostaje palenie tytoniu.
Wielokrotna ekspozycja na szkodliwe substancje zawarte w wdychanym powietrzu prowadzi
do przewlekiego stanu zapainego w drogach oddechowych, uszkodzenia tkankl ptucnej oraz
zmian w strukturze niewielkich naczyni plucnych. POChP to choroba o postepujacym,
nieadwracalnym charakterze, a jej pdina diagnoza i trudnosci w leczeniu sprawiaja, ke —
wedlug $wiatowe] Organizacji Zdrowia — zajmuje ona trzecie miejsce windd przyczyn zgondw
na fwiecie. W ostatnich latach badania coraz cresciej koncentrujy sie na identyfikacji
biomarkerdw, ktére umoiliwityby dobdr optymalnych, spersonalizowanych terapii dla
pacjentéw 2 POChP. Jednym z obiecujcych wskainikow jest liczba eorynofildw w krwi
obwodowej. Jednak dokfadna rola tych komdrek w rozwoju | leczeniu POChP weig pozostaje
przedmictem tywe] dyskusji w srodowisku naukowym.

Przedmiot podjetych przez Doktorantke badan jest ciekawy | uzasadniony - zardwno I



uwagl na aspekty poznawcze, praktyczne, jak | planowanie praysetych terapii.

Rozprawa sktada sie z 3-ech publikacji stanowigcych podstawe rozprawy doktorskie) o
tacznej wartodci IF 18,261 i punktach MEIN 380; wraz z pismiennictwem liczy 83 strony
druku. Posiada typowy dla dysertacjl doktorskich ukfad, z wyjatkiem pominietego opisu
dotyczacege materiatdw | metod stosowanych w pracy. Wstgp poprredzony jest spisem tresci
zawierajgoym wykaz stosowanych skrotdw zawartych w pracy, <o utatwia je] analize.

We Wstepie Autorka omawia fentypy | biologig POChP, rwlaszcza w sposob przejroysty
zagadnienia dotyczace eozynofildw, dotychczas kojarzonych zarwycia) z astmg oskrzelows.
jednocreénie obrazowo | bardzo przejrzyécie omawia podiote molekularne funkci
eorynofiléw w chorobach obturacyjnych, a takie eozynofily cbwodowy jako cel
terapeutyczny w POCHhP.  Bardzo przejrzyste i czytelne ryciny ufatwiajy analizg pracy.
Poruszane kwestie sa bardzo ciekawe | istotne z praktycznego punktu widzenia. Na uwagg
zastuguje clekawe umdwienie we wstepie motliwoéci leczenia biclogicznego POCHP.

Cele procy, podane w sposob zwigzly, syntetyczny i logiczny, wyplywajg z rorwaian
zawartych we wstepie. Doktorantka sformutowata jako ghéwny cel pracy cceng fenotypu i
profilu transkrypeyjnego eozynofiléw u chorych na POCHP oraz cele szczegdfowe:

1. Przeglad éwiatowej literatury dotyczgce] roli eozynofiléw w patofizjologii i leczeniu
POCHP;

2. Pordwnanie ekspresji CD125, CD193 CD14, CD11b, CDBIL, CD&6b na powierzchni
eozynofildw krwi cbwodowej a eozynofiléw plwociny indukewane];

3. Pordwnanie ekspresji CD125, CD193 CD14, CD1lb, CD62L, CD66bL na powlerzchni
eorynofiléw krwi obwodowej oraz plwociny indukowanej miedzy chorymi na POCHP,
astme oraz grupg kontrolng;

4. Ocena rwigrkdw miedzy ekspresjy CD125 | CD193 na powierzchni eczynofildw a

mediatorami szlaku Tha;

5. Pordwnanie profilu transkrypeyjnego eozynofilow krwi obwodowe| miedzy chorymi
na POCHhP a chorymina astrme.

Materiol do bodad stanowili chorzy na lagodng lub umiarkowang astme/pochp ,



pacjentdw Kliniki Chordb Wewnetrznych, Pneumeonologii i@ Alergologli Warszawskiego
Uniwersytetu Medycznego w okresie od listopada 2020 do lutego 2022 w ramach badania
klinicznego o numerze NCT05398133 (ClinicalTrials.gov) prowadzonego w Warszawskim
Uniwerytecie Medycznym. Uwaga do tej czesci rozprawy jest fakt, ie Recenzent chcjc
dowiedzie¢ sie o materiatach | metodach stosowanych w pracy musi siggnal do
opublikowamych prac, ew. na strone www. ClinicolTrials.gov. W streszczeniu, w spisie tredc|
jak i w innych miejscach brakuje jakichkolwiek informacji o materiatach | metodach pracy.
Jednakie w dwoch publikacjach (IF 5,1 oraz 4,3, wezedniej recenzowanych), a takie na w/w
stronie internetowej Autorka bardzo przejrzyicie prredstawita kryteria wigczenia |
wytaczenla pacjentdw do badad. W obu pracach oryginalnych wykonano analizg
pordwnaweza eozynofildiw u chorych na POChP oraz na astme za pomocy cytometrii
preephywowej. Scharakteryzowano eozynofile pod katem wystepowania  wybranyeh
czysteczek powierzchniowych, a nastepnie pordwnano je w dwoch kompartmentach: we
krwi obwodowe| oraz w drogach oddechowych {w plwocinie indukowanej). Pobieranie krwi
obwodowe], indukcje plwociny, izolacje eoczynofildw z krwi | plwodny wykonano
powszechnie uznanymi metodami. Wykonano whadciwg analize ekspresji gendw zwigzanych z
aktywacjy eozynofilow (RT-gPCR] i ocene profilu cytokin (ELISA). Jedynym zastrzeieniem do
tej czeici pracy jest niece zbyt maia llodé pacjentdw wigczonych do badan (12 cheryeh na
astme i 14 chorych na POChP). Jednakie powyisza uwaga nie umnigjsza wartosci pracy,
poniewaz na podstawie metodyki, opisane] szerzej w prazyjetych publikacjach do druku,
prawidiowo wykonano dalsze czesci pracy.

Metody bodori zastosowane przez Doktorantke | techniki analizy statystycznej s3 ogdlnie
przyjete i w peini poprawne. Metody statystyczne zastosowane w pracy 5§ starannie dobrane
i adekwatne zaréwno do zatoien jak i obranych technik.

Wyniki badad Autorka przedstawita w dwdch dolgczonych pracach oryginalmych.
Uzyskane wyniki Doktorantka przedstawita w postaci opisowe| oraz zilustrowata je czterema
rycinami | trzema tabelami. 2wraca uwage starannodé | przejrzystosf opracowania. Wyniki
badar sa bardzo ciekawe. Doktorantka zauwaidyta, m. in. e:

» eozynofile we krwi charakteryzowaly sie rwigkszong ekspresja CD125, CD193,
CD62L | CD14 w pordwnaniu 2 eozynofilami w plwocinie indukowane) w grupie



chorych na POChP, astme oraz w grupie kontrolnej, co sugeruje zmiane fenotypu
eozynofildw po rekrutacji do drég oddechowych niezaleinie od rozpoznania;

« eozynofile we krwi charakteryzowaty sig zwigkszong ekspresjg CD125+, CD193+,
CD62L i CO14+ w pordwnaniu z eorynofilami w plwocinie we wszystkich badanych
grupach. Ekspresja CD11b byta zwigkszona na eozynofilach phwaciny indukowanej
w poréwnaniu do eczynofildw we krwi ale tylko w grupie chorych na astme;
ekspresja CD66b byla taka sama na eozynofilach krazacych i w drogach
oddechowych;

s gwiekszony odsetek eorynofiléw CD193+ w plwocinie u chorych na POCHP w
pordwnaniu T grupg kontroing, odsetek eozynofildw CDEGb+ w plwocinie u
charych na POChP w pordwnaniu z grupg kontrolng (67,5 [59,9-75,7]% vs. 39,1
[25,6-58,4]% oraz w astmie w pordwnaniu do grupy kontrolnej oraz obnizony
poziom eozynofildw CD11b+ w plwocinie w POCHhP w pordwnaniu z astma;

+ aobnitony poziom eozynofiléw CD193-CD125+ w plwocinie u chorych na POChP w
pordwnaniu z grupg kontrolng;

s rbing polaryzacje eozynofiléw tkankewych i ogdlnoustrojowych oraz rdinice w
subpopulacjach eozynofilow u chorych na POChP w pordwnaniu z astmg lub

osobami zdrowymi;

= poziom IgE nie korelowat ze steieniem IL-5, eotaksymy-3 ani ekspresja CD193 w
plwocinie | eozynofilach we krwi u pacjentdéw z astmg, POChP i grupg kontrolng;

« rwiekszona ekspresia mRNA CCL3L1 w eozynofilach u chorych na POChP moie
sugerowac, ze rolg eorynofildw w POChP jest przycigganie makrofagdw do pluc, a
nie promowanie zapalenia eozynofilowego w drogach eddechowych; mote to
wskazywat na odmienng funkcje eozynofildw w patobiclogii astrmy w pardwnaniu
do POChP oraz moie wyjasniat rding wrakliwosc na wGKS u pacjentdw 2z POCHP |

astmag;

Autorka bardzo szcregdtowo opisuje analizy statystyczne zgodnie 2 zatoronymi celami.
Pragne jednak podkredlié, iz wyniki badad uryskane przez Doktorantke uwazam za rzetelne,



bardzo ciekawe i istotne w przysziych kierunkach badan.

Dyskusje zawarte w pracach, to dosf istotne rozdrziaty pracy doktorskiej. Po
przedstawieniu  opublikowanych prac Autorka prredstawita wigzle podsumowanie
skupiajgee  sie  przede  wspystkim  na  wiasnych  spostrzefeniach  wynikajacych =z
przeprowadzonych badand | wykazuje podobierstwa lub niespdjnodci wynikdw | opinil
badaczy zajmujacych sig pedobnym do podjetego przez Niej problemem. Bardzo ciekawa
jest analiza szlakow REACTOME. Doktorantka wykazala, ie dla gendw o obnizonej ekspresji w
POChP jest nadreprezentacja szlaku zwigzanego z IL-4 | IL-13. IL-4 i IL-13, obok IL-5 -
kluczowe cytokiny w zapaleniu typu 2 (Th2). Powyisze wyniki potwierdzily, te zapalenie Th2
jest waznym szlakiem w patofizjologii astmy, a w mniejszym stopniu w POChP.

Bardzo ciekawe spostrzezenia Doktorantki dotyczyly eozynofildow CD193+ | CDG6b+ w
plwocinie indukowanej. We wszystkich trzech grupach eorynofile we krwi i plwocinie
charakteryzowaly sle prrewaga profilu CD193+CD125+. Stwierdzono obnidony poziom
eozynofildw CD193-CD125+ w plwocinie u chorych na POCKP w pordwnaniu @ grupa
kontrolng. Wyniki badania Doktorantki sugerujg roing polaryzacje eozynofildw tkankowych i
opdinoustrojowych oraz rdénice w subpopulacjach eozynofildw u chorych na POChP w
pordwnaniu z chorymi na astme lub osobami zdrowymi. Interesujgce jest, Kandydatka nie
stwierdzita korelacji pomiedzy ekspresjy CD125 na eozynofilach w plwocinie lub krwi a
stgieniem IL-5 w plwocinie oraz pomigdzy ekspresja CD193 na eorynofilach w plwocinie lub
krwi, oraz pomiedzy steieniem eotaksyny-3 w plwocinie. Co wiecej, w Zadnej z badanych
grup nie stwierdzita korelacji pomiedzy IL-5 lub eotaksyng-3 a odsetkiem subpopulacji
eozynofildw CD125+4CD193+. Nierwykle Interesujgee s3 badania 26 pgendw we krwi
obwodowe] u chorych na POCHP | astme. Geny, ktorych ekspresia byfa najsilniej zwigkszona
w POChP - CCL3L1 i CCLAL2 kodowaly chemoking. Gen CCL3L1 koduje bialko rapalne
makrofagow 1 a (MIP-1 a). Wigzanie MIP-1a — CCRS bierze udzial w procesach zwigzanych z
uszkodzeniem potgczen scistych w nablonku drdg oddechowych w POChP. CCRS jest takie
receptorem dla MIP-1p kodowanym m.in. przez CCL4LZ, ktdrego ekspresja w naszym
badaniu okazala sie zwiekszona u pacjentéw z POChP. Zardwno MIP-1a, jak | MIP-18 s3
chemoatraktantami monocytdw | makrofagdw. Stwierdzona przez Doktorantke rwiekszona
ekspresja mRANA CCL3IL1 w eozynofilach u chorych na POChP moie sugerowad, fe rolg
eozynofilow w POChP jest przycigganie makrofagdw do pluc, a nie promowanie zapalenia



eozynofilowege w drogach oddechowych. Mote to wskazywal na odmienng funkcje
eozynofiléw w patobiclogii astmy | POChP oraz moze wyjagniaé réing wrailiwosé na wGKS u
pacjentdw z POCHP lub astmg.

Autorka dyskutuje w sposob umiejetny | ciekawy 2 doniesieniaml innych badaczy. Nalezy
podkredlié petng dojrzalosé Autorki do formulowania wywoddw naukowych, w sposéb
bardzo logiczny i krytyczny.

Whioski wynikajace z przeprowadzonych badan Doktorantka zawarta w 6-u punktach:

1. Przeprowadzone badania pozwolity na wykazanie rdZnic miedzy ekspresja wybranych
czasteczek na powierzchni eozynofiléw u chorych na POChP i astmg oraz wskazanle
gendwroinicujgcych migdzy POCHhP a astma;

2. Prreglad literatury swiatowej szeroko opisuje funkcje biologiczng eozynofiléw
wwarunkach fizjologieznych oraz w patofiziclogii i leczeniu POCHhP. Szlaki immunologiczne
rwiazane z eozynofilami moga prowadzic do rozwoju rezedmy, a eczynofilowy typ zapalenia
w drogach oddechowych wigie sig z wigkszym ryzykiem zaostrrer. Podwyiszona liczba
eozynofilow, szczegolnie 2300 komdrek/ul, twigzana jest z lepszq odpowiedzig na
glikokortykosteroldy wziewne oraz niektére leki biologiczne, np. na dupilumab u chorych z

zaostrzeniami;

3. Wykazano, & we wszystkich badanych grupach eozynofile we krwi charakteryzowaty
sle zwiekszong ekspresjy CD125, CD193, CD6ZL i CD14 w pordwnaniu ¢ eozynofilami w
plwocinie indukowanej, co sugeruje zmiang fenotypu eozynofildw po rekrutacji do drog

oddechowych niezaleinie od rozpoznania;

4. W gruple chorych na POChP zacbserwowano wyiszy odsetek eozynofilow CD193+ |
CDB6b+ w plwocinie indukowane] w poréwnaniu z grupg kontrolng oraz wyzszy odsetek
eozynofiléw CD11b+ w pordwnaniv z grupa chorych na astmeg. Ekspresja CD125, CDBIL,
CD14 byta podobna we wszystkich badanych grupach, zardwno we krwi obwodowej, jak i w

plwocinie indukowanej;

5. Nie stwierdzono korelacji pomigdzy ekspresjy CD125 na eozynofilach w plwocinie lub
krwi @ stezeniem IL-5 w plwoecinie oraz pomigdzy ekspresia CD193 na eorynofilach w

plwoeinie lub krwi oraz pomigdzy stgieniem eotaksyny-3 w plwocinie. Co wigcej, w iadne|



zbadanych grup nie stwierdzono korelacjl pomiedzy IL-5 lub eotaksyng-3 a odsetkiem
subpopulacji eozynofildw CD125+C0193+;

6. Analiza mRNA eczynofiléw we krwi obwodowe] pozwolita tidentyfikowaé rdinice w
profilu transkrypcyjnym pomigdzy POChP a astmg, ¢o moze sugerowad odmienng funkcjg
biolegiczng eczynofildw w obu jednostkach chorobowych;

Wracajgc do meritum te] czescl dysertacji, stwierdzam poprawnosc logiczng | redakeying

wiszystkich wnioskow zaprezentowanych w pracy.

Dla porzgdku dodam, e pidmiennictwo liczy 103 porycje (nie liczac mawartych w
dotaczonych publikacjach bedacych podstawy rozprawy) | w zdecydowane] wiekszodci
pochodzi 2 kilku ostatnich lat. Zatgezony wykaz skrdtdw 1 publikacji stanowigcych podstawe
rozprawy doktorskie] stanowczo utatwia czytanie pracy. Streszczenie liczy 3 strony, jest
rzeczowe | merytoryczne, co réwniet utatwia zapoznanie sig z problemem.

Moje podsumowanie dysertac)i, ktdrg miatem prazyjemnosc recenzowack, jest
jednomnaczne, Temat pracy, niegwykle aktualny i podyteczny z punktu problemdw
diagnostyczno/terapeutycznych  POChPF,  choroby  sprawiajace) dutc problemdw
terapeutycznych, jest bardzo dobrze wybrany. Jego realizacje przeprowadzono bardzo
starannie, z wykorzystaniem prawidiowego warsztatu badawciego. Doktorantka wykazata sie
duia wiedza, ktdry poparta wiasnym doswiadczeniem a takie aktualnym pigmiennictwem,
trafnie wykorzystanym we wsteple, metodyce i dyskusjl.

Réwnie jednoznaczny jest md] wniosek kofdcowy: praca pt. ,Ocena profilu mole kularnego
i fenotypu eozynofiléw we krwi i drogach oddechowych u chorych na POChP” autorstwa lek.
lek. Katarzyry Mycroft-Rzeszotarskiej awykonana pod kierunkiem dr hab. n. med. Katarzyny
Gérskiej spefnia wszystkie kryteria przewidziane odpowiednia ustawg wymagane na stopier
doktora nauk medyczmych.

W zwigzku z powylszym skladam na rece Przewodniczacego Radg Dyscypliny Nauk
Medycznych Warszawskiego Uniwersytetu Medycznege wniosek o dopuszczenie lek.
Katarzyny Mycroft Rzeszotarskiej do dalszych etapdw przewodu doktorskie

Prof dr hab. n. med. Wojciech Naumnik



