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Astma oskrzelowa jest przewlektg chorobg zapalng dotyczaca drég oddechowych, cierpi na
nig ponad 300 min ludzi na $wiecie. Prowadzone w ostatnich latach badania poszerzajg naszg
wiedze na temat patogenezy choroby i otwierajg mozliwosci nowych terapii. Komorki nabtonka
drég oddechowych stanowig pierwszg linie obrony przed bakteriami i wirusami jak rowniez
alergenami oraz czynnikami draznigcymi. Dzieki integralno$ci nabtonka i prawidtowej funkciji
tzw. potaczen $cistych miedzykomérkowych zapewniona jest homeostaza organizmu.
W ostatnich latach ukazato sie wiele prac tgczacych zaburzenia dotyczace barierowosci drog
oddechowych z rozwojem astmy oskrzelowej. Doktorantka podjeta prébe zbadania wptyw
proces6w immunologicznych zwigzanych z odpowiedzig Th2 zalezng i integralnoscig oraz
funkcjg komérek nabtonka. W prezentowanej pracy oceniata rowniez zmiany epigenetyczne
zachodzace w komérkach nabtonka i ich wptyw na integralnos¢ bariery nabtonkowej. Wyniki
pracy doktorskiej zostaty opublikowane w najwyzej ocenianym czasopismie z dziedziny
alergologii - Journal of Allergy and Clinical Immunology (IF 13,081, MNiSW 50pkt), praca
,Advances and highlights in mechanisms of allergic diseases” stanowi przeglad wiedzy
dotyczacej patomechanizméw chordb alergicznych ze szczegdélnym uwzglednieniem roli
potgczen Scistych i barierowosci komoérek nabtonka w patogenezie astmy a praca "Regulation

of bronchial epithelial barrier integrity type 2 cytokines and histone deacetylases in asthma”



obejmuje czes¢ eksperymentalng doktoratu. Do rozprawy doktorskiej oprécz wyzej
wymienionych artykutéw zatagczone zostato omoéwienie wynikéw w jezyku polskim.

Uwagi do wstepu:

Wsréd chorob zapalnych (str. 9) w ktérych obserwowana jest dysfunkcja nabtonka doktorantka
wymienia zapalenie alergiczne jako jednostke chorobowa. Mianem zapalenia alergicznego
okreslamy proces zapalny w ktérym udziat borg okreslone populacje komoérek (np. eozynofile,
komorki tuczne), moze on sie toczy¢ w réznych narzadach, ale nie mozna go traktowac jako
odrebnej jednostki chorobowej. Bardziej wtasciwe bytoby stwierdzenie, ze dysfunkcja bariery
epitelialnej stwierdzana jest w chorobach takich jak astma oskrzelowa czy alergiczny niezyt
nosa, u podtoza ktérych lezy zapalenie alergiczne.

Btedy jezykowe: nie stosuje sie okreslenia zaostrzony przerost serca - przerost migsnia
sercowego, rozpoznanie sie stawia a nie przedstawia (str 12). Wskazane bytoby zawarcie we
wstepie opisu zmian epigenetycznych mogacych mie¢ wptyw na rozwdj astmy oraz
wyjasnienie jakie byty przestanki do wyboru deacetylacji histonéw jako jednego z celéw
badania. Nie do konca zrozumiate jest stwierdzenie, iz ,Astma jest uwazana za wczesng

manifestacje dysregulacji immunologicznej’, a ,nadreaktywnos¢” pisze sie tacznie.

Cel

Gtéwnym celem pracy doktorskiej byto scharakteryzowanie mechanizméw zwigzanych
z regulacjg funkcji barierowej nabtonka w astmie oskrzelowej. Doktorantka podjeta sie oceny
wptywu limfocytow Th2 i cytokin przez nie produkowanych na integralnos¢ i funkcje komorek
nabtonka. Dodatkowo Doktorantka podjeta sie réwniez zbadania mechanizmow
epigenetycznych zachodzacych w komoérkach nabtonka dolnych drég oddechowych u oséb
z astmg i ich wptywu na integralno$¢ bariery nabtonkowej. Cel badania zostat sformutowany

logicznie w oparciu o wiedze z piSmiennictwa.

Materiaty i metody

Do badania wtgczono grupe 26 oséb (w tym 18 pacjentow z astmg i 8 os6b zdrowych).
W charakterystyce pacjentow uzyto nieprecyzyjnego okreslenia ,alergie” - czy Doktorantka
miata na mysli choroby z grupy choréb atopowych np. alergiczny niezyt nosa, czy uwzgledniata
rowniez choroby alergiczne o innym patomechanizmie np. alergie kontaktowg. Doktadniejsza
charakterystyka jest tym istotniejsza, ze Doktorantka zajmuje sie¢ w swojej pracy gtownie
mechanizmem nadwrazliwoéci typu | wg Gella-Coombsa. Komisja Bioetyki pozytywnie
zaopiniowata ztozony projekt a osoby badane wyrazity pisemng $wiadomg zgode na udziat
w nim. Wielko$¢ grupy badanej byta wystarczajgca do wnioskowania. Grupa badana
i kontrolna byly dobrane pod wzgledem wieku, natomiast w grupie kontrolnej przewazali

mezczyzni w przeciwienstwie do grupy z astma. Poniewaz jednym z istotnych czynnikow



wptywajgcych zaréwno na integralno$¢ nabtonka jak i na zmiany epigenetyczne biatek jest
palenie papierosow uwazam, ze doktadna informacja na temat ekspozycji na dym papierosowy
(a nie tylko informacja na temat obecnego palenia tytoniu) bytaby cenna.

Nalezy zwréci¢ szczegdlng uwage na logiczne i konsekwentne zaplanowanie kolejnych
etapow badania przez Doktorantke, pozwalajace na potwierdzenie mechanizméw Th2
zaleznych oraz probujgcych wyjasni€é mechanizm opisywanego zjawiska (zbadanie
mechanizméw epigenetycznych). Badanie przeprowadzono z uzyciem nowoczesnych
i komplementarnych wzgledem siebie metod badawczych. Ocena integralnosci nabtonka
obejmowata- ocene transepitelialnej opornosci elektrycznej, ocene przepuszczalno$ci bariery
epitelialnej in vitro za pomoca dekstranu znakowanego fluoresceing, oceniono ekspresje
biatek potgczen $cistych (PCR), ich obecnosé na poziomie biatka potwierdzono barwieniem
immunoflorescencyjnym z uzyciem mikroskopii konfokalnej oraz metodg Western blott.
Aktywno$¢ deacetylazy histonow oceniona zostata kolorymetrycznie. Dobdér metod
badawczych jest adekwatny do postawionych w badaniu celéw. Jedyne pytanie, ktére sig
nasuwa to jaka jest powtarzalno$¢ badan transepitelialnej opornosci elektrycznej oraz oceny

przepuszczalnosci bariery epitelialnej na podstawie przeptywu dextranu.

Wyniki

Wyniki badania utozone sg w sposoéb logiczny pozwalajgcy $ledzi¢ tok rozumowania
Doktorantki.

W pierwszym etapie badania Doktorantka udowodnita, ze komérki nabtonka drog
oddechowych pacjentéow z astmg oskrzelowag charakteryzuje obnizona integralno$¢ bariery
nabtonkowej w poréwnaniu do oséb zdrowych. Transepitalialna oporno$¢ elektryczna byta
obnizona u 0s6b z astma, efekt byt widoczny po pierwszych dniach hodowli i utrzymywat sie
nawet do 21 dni, u 0s6b z astmg obserwowano réwniez obnizong ekspresje biatek potgczen
écistych (ZO-1, okludyny). W kolejnym etapie badania Doktorantka udowodnita wptyw
subpopulacji komoérek Th2 (poprzez kokultury) i cytokin produkowanych przez tg populacje
(IL4 i IL13) na obnizenie integralnosci nabtonka u oséb zdrowych. Co ciekawe efekt nie byt
obserwowany na nabtonkach oséb z astma, ktére juz wyjsciowo miaty obnizong barierowos$c.
Zwigzek przyczynowo-skutkowy miedzy IL4 i IL13 a integralno$cia bariery zostat potwierdzony
poprzez uzycie przeciwciat blokujacych dla wyzej wymienionych cytokin. Doktorantka podjeta
sie rowniez poréwnania pacjentéw z fenotypem astmy z nadwrazliwo$cig na niesteroidowe
leki przeciwzapalne i bez nie zaobserwowata réznic pomigdzy tymi dwoma fenotypami astmy,
ale ciekawe bytoby réwniez poréwnanie integralno$ci nabtonka u osob z astma atopowg vs
nieatopows.

Poniewaz zaburzenie integralno$ci nabtonka byto obserwowane dopiero po 2-3 pasazach
komérek hodowli pierwotnej Doktorantka wysuneta hipoteze, ze przyczyng wyzej



obserwowanego zjawiska byly zmiany epigenetyczne. W kolejnych etapach badania
udowodnita, ze deacetylazy histonéw HDAC1 i HDAC9 byty podwyzszone (zaréwno na
poziomie mRNA jak i biatka) u oséb z astmag. Zahamowanie aktywnosci HDAC spowodowato
wzrost TER- szczegdlnie u osob z astma, dodatkowo zahamowanie HDAC spowodowato
wzrost ekspresji biatek potgczen sScistych - ZO-1 i okludyny. Doktorantka zaobserwowata
rowniez wzrost ekspresji biatek $wiadczacych o regeneracji nabtonka (E-cadhedryny,
wimentyny, EGF oraz zwiekszenie antygenu proliferacyjnego Ki67. Co istotne zahamowanie
aktywnoéci HDAC prowadzi do odwrdcenia niekorzystnego wptywu I1L4 i IL13 na integralnos¢
bariery nabtonkowej. Wyniki badan wskazujgce na mozliwo$¢ wptywu na integralnos¢
nabtonka poprzez zahamowanie deacetylazy histonéw sa bardzo istotne klinicznie i otwierajg
droge nowym terapiom, zwiaszcza, ze znany jest wptyw niektorych lekéw (np. kwas
walproinowy) czy zwigzkow (krétkotaricuchowe kwasy ttuszczowe np. maslan) na
zahamowanie aktywnosci HDAC . Do rozprawy zostaty zatagczone ryciny z wersji elektronicznej

artykutu, uwazam, ze opisy rycin powinny zosta¢ umieszczone bezpoérednio pod rycinami.

Dyskusja

W dyskusji Doktorantka poréwnuje wyniki badan wiasnych z wynikami otrzymanymi
w przypadku innych jednostek chorobowych (przewlektej obturacyjnej chorobie ptuc
i atopowym zapaleniu skory). W badaniach Doktorantki wykazano zwiekszong ekspresje SIRT
67 u 0séb z astma oskrzelowg oraz udowodniono wptyw cytokin IL4 i IL13 na wzrost ekspresji
SIRT. Poprzednie badania wykazywaty korzystne dziatanie SIRT np. zwigkszenie opornosci
DNA na uszkodzenia i stres oksydacyjny, zahamowanie procesu starzenia komoérek, oraz
hamowaty witdknienie w POCHP (badanie Chun P.) i wptywaty korzystnie na remodeling
miesnia sercowego. Jedng z cech astmy oskrzelowe;j jest przebudowa drzewa oskrzelowego,
jak Doktorantka ttumaczy fakt, iz w astmie zaobserwowano zwigkszong ekspresje korzystnych
z punktu widzenia mechanizmoéw remodelingu enzymow?

Podsumowanie

Badania Doktorantki stanowig istotny wktad w zrozumienie patogenezy astmy oskrzelowej
oraz otwierajg droge do nowych metod terapii poprzez przywrécenie zaburzonej integralnosci
nabtonka drég oddechowych obserwowanego u pacjentéw z astmg. Szczegdlnie wart
podkreslenia jest fakt proby przetozenia wynikéw badania na mozliwe metody terapii.
Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska jest doskonale przygotowana pod wzgledem
merytorycznym. Wyniki przedstawione sg w sposéb logiczny i konsekwentny potwierdzajg
umiejetnosé Doktorantki w projektowaniu kolejnych etapéw badania, znajomos¢ szerokiej
gamy metod badawczych oraz umiejetnos¢ wnioskowania na podstawie otrzymanych

wynikéw. Przedstawione do recenzji wyniki badan stanowig istotny wktad w zrozumienie



patogenezy astmy oskrzelowej, co wiecej otwierajg perspektywe kolejnych badan tym razem
z wykorzystaniem klinicznymi. Drobne btedy redakcyjne i jezykowe nie umniejszajg wartosci
pracy.
Dlatego uwazam, ze przedstawiona Recenzentowi do oceny rozprawa doktorska w petni
odpowiada wymaganiom stawianym pracom na stopien naukowy doktora nauk medycznych
w dziedzinie medycyna.

Przedstawiam Wysokiej Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego
w Biatymstoku wniosek o dopuszczenie mgr Pauliny Wawrzyniak do dalszych etapéw
przewodu doktorskiego.

Majac na uwadze wszystkie wyzej wymienione wzgledy oraz nowatorski charakter
projektu, jednocze$nie zwracam sie do Wysokiej Rady o uznanie rozprawy mgr Pauliny

Wawrzyniak za wyrdzniajaca sie.

tédz, 16 pazdziernika 2017r. dr hab. n med. Joanna Makowska




