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RECENZIA
rozprawy doktorskiej mgr Kamila Krzysztofa Grubczaka
pt. ,Badania dosiadczalne nad zastosowaniem witaminy D3 jako czynnika modulujacego fenotyp i funkcje
monocytéw z ekspresjg CD16”
wykonanej pod kierunkiem dr hab. n. med. Marcina Moniuszko

w Uniwersytecie Medycznym w Biatymstoku

Astma stanowi obecnie jedna z najczestszych chordb na swiecie, dotykajaca ponad 300 milionow ludzi,
w szczegdlnosci w krajach wysokorozwinietych, w ktérych znamiennie czesciej spotyka sie czynniki sprzyjajace
rozwojowi tej choroby. Choroba ta dotyka zaréwno pacjentow dorostych, jak i dzieci, co stanowi istotny
problem kliniczny. Astma jest choroba o charakterze zapalnym, w ktérej zaangazowane s zaktywowane
komérki immunokompetentne zaréwno naleigce do komponenty wrodzonej, jak i nabytej uktadu
immunologicznego. Szereg czynnkéw prozapalnych wydzielanych przez komorki uktfadu odpornosci, bierze
udziat w postepujacym uszkodzeniu i niekorzystnej przebudowie struktur uktadu oddechowego, prowadzacych

do rozwoju objawdéw klinicznych tej choroby.

Jednym z typow komérek uktadu immunologicznego biorgcym udziat w rozwoju astmy sg monocyty,
bedgce waznym ogniwem wigzacym gataZz wrodzong i nabyta odpowiedzi immunologicznej, stajac sie przez to
takze istotnym ogniwem w rowoju tej choroby. Badania ostatnich lat wskazuja, ze monocyty sg heterogenna
populacjg komérek, w ktérej wyrdznia sie subpopulacje o réznej reaktywnosci oraz funkcji, a ktére definiowane
sa na podstawie stopnia ekspresji dwéch waznych antygendw klasyfikacyjnych: CD14 oraz CD16. Zgodonie z
obecnie przyjeta wiedza wyréinia sie trzy populacje monocytéw: 1) klasyczne - z wysoka ekspresjg CD14, ale nie
wykazujace ekspresji CD16 (CD14++/CD16-), 2) posrednie - réwniez wykazujace wysoka ekspresje CD14, ale
rowniez ekspresje antygenu CD16 (CD14++/CD16+) oraz 3) nieklasyczne — monocyty o niskiej ekspresji CD14 i
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wysokiej CD16 (CD14+/CD16++). Rola tych trzech populacji oraz ich metabolitéw w rozwoju astmy s3 jui od lat
badane w celu m.in. mozliwosci opracowania nowych strategii modulowania ich funkcji, co ograniczatoby
rozwdj tej choroby. Jednakie stanowi to wcigz powaine wyzwanie badawcze, a potencjalne strategie

hamowania aktywacji monocytéw w astmie z zastosowaniem wybranych czynnikdw farmakologicznych, wcigz

wymaga dalszych badan.

Lekami farmakologicznymi pierwszgo wyboru w leczeniu astmy sa preparaty oparte o
glikokortykosteroidy (GKS), majace ogdlne dziatanie immunosupresyjne na wszystkie komponenty komérkowe i
humoralne odpowiedzi immunologicznej. Stosowanie tych lekow w sposdb dtugotrwaty, co jest typowe w
przypadku leczenia astmy, wigze sie jednak z szeregiem powaznych skutkéw nieporzadanych, ktérych
wystapienie jest szczegdlnie niekorzystne w przypadku pacjentéw pediatrycznych. Dodatkowym problemem
jest wystepowanie tzw. steroidoopornosci u niektdrych pacjentéw, ktorej wynikiem jest brak lub niska
skutecznosc¢ stosowanych preparatow GKS w leczeniu astmy. Istnije zatem ciggta potrzeba opracowywania
nowych lekéw oraz zwiekszania efektywnosci dziatania juz znanych preparatéw steroidowych, w tym poprzez

stosowanie ich w terapii skojarzonej z innymi preparatami.

Przedstawiona mi do recenzji praca doktorska wpisuje sie w catosci w przedstawione wyzej wyzwania
badawcze i kliniczne. W swojej pracy doktorant podjat wazng probe oceny wplywu preparatéw opartych o
aktywna forme witaminy D (kalcitrolu; wit. D3) na efektywnos¢ lekdw z grupy GKS, w odnesieniu do ich dziatania
na populacje monocytéw u 0séb chorych na astme. Doktorant zbadat rowniez wptyw aktywnej formy witaminy

D na roine subpopulacje monocytéw u tych pacjentow, w szczegdlnosci z ekspresjg antygenu CD16.

Formalny opis rozprawy i ocena edytorska

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska liczy 94 strony i zachowuje typowy uktad rozprawy doktorskiej.
Wstep, od ktérego rozpoczyna sie praca, liczy 30 stron i zawiera informacje odnosnie epidemiologii i leczenia
astmy oraz roli poszczegdlnych elementéw uktadu odpornosci w rozwoju tej choroby, a takze roli witaminy D,
jako regulatora odpowiedzi immunologicznej. Wstep jest zaopatrzony 6-oma starannymi i informatywnymi
rycinami. Po nim nastepuje zwiezte przedstawienie ZafoZzeri i celéw pracy oraz 10-o stronicowy rozdziat
Materiaty i metodyka badari, w ktérym doktorant opisuje materiat badawczy oraz przebieg poszczegdlnych
doswiadczen, ktdre przeprowadzat w czasie swoich badan. Rozdziat zawiera takze 5 rycin oraz jedng tabele

chrakteryzujgca grupe pacjentéw i oséb kontrolnych bedgcych dawcami materiatu badawczego.

Kolejny rozdziat Wyniki liczy 22 strony i obejmuje opis najwazniejszych wynikow uzyskanych przez doktoranta,

ktore zostaly zilustrowane na 17-u informatywnych rycinach. W rozdziale Dyskusja, ktory liczy 8 stron,
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doktorant zwieile omawia wyniki swoich badari w odniesieniu do dotychczasowego stanu wiedzy swiatowej,
odwotujac sie do 170-u pozycji literaturowych, ktére zostaly przytoczone na korcu rozprawy w rozdziale
Pismiennictwo. Prace koriczy 1-o stronicowy rozdziat Wnioski oraz 1-o stronicowe Streszczenie pracy, po ktorym

nastepuje réwniez krétkie streszczenie w jezyku angielskim (1-o stronicowy Abstract).

Przedstawiona mi do oceny praca doktorska zawiera wszystkie czesci formalne przewidziane dla prac

doktorskich i spetnia wymogi formalne takiej rozprawy.

Pod wzgledem edytorskim praca doktorska jest przygotowana starannie. W czasie czytania zwracajg uwage
drobne btedy interpunkcyjne oraz stylistyczne — gi. braki przecinkéw w odpowiednich miejscach zdan
ztozonych oraz niepotrzebne spacje. W niektérych miejscach, szczegélnie Wstepu, daje sie zauwazy¢ brak
stosownych pojedynczych cytowar dla Zrédet przedstawianych informacji. Zauwaza sie¢ rowniez stosowanie
sporadycznie stownictwa Zargonowego w miejsce termindw naukowych, np. ,podziurawienie btony
komérkowej”, ktére nalezatoby raczej zapisaé, jako np. ,naruszenie przepuszczalnosci btony komérkowej”.

Tabele i ryciny — szczegélnie wtasne schematy umieszczone we Wstepie, zostaly przygotowane w sposob
bardzo staranny, a ponizej przedstawione uwagi nie umniejszajg pozytywnej oceny edytorskiej strony

rozprawy.

Uwagi do czesci edytorskiej:

1. Wykresy z cytometrii przeptywowe]j (dot-ploty) umieszczone na niektorych rycinach — np. Ryc. 9 we
Wstepie, a takie Ryc. 12 i 14 w rozdziale Wyniki, zostaty zwezone bez zachowania ich proporgji
rozmiarow. Chociaz nie wptywa to na wynik ilosciowy prezentowany na wykresie liczbowym, w
znaczny sposob ogranicza jednak rozdzielczosé i widocznosé populacji na takim wykresie (szczegdlnie w
osi X).

Tego typu zmiany wielkosci i proporcji wykresu cytometrycznego, cho¢ nie wptywaja na prezentowany
wynik, znacznie utrudniaja czytelnikowi ocene strategii bramkowania, przyjetq przez doktoranta do
identyfikacji poszczegdlnych subpopulacji monocytéw oraz interpretacje uzyskanych wynikéw.

2. Umieszczenie Streszczenia pracy oraz abstraktu w j. angielskim na poczatku rozprawy, przed
rozdziatem Wstep, bytoby w mojej ocenie bardziej informatywne. by zachowa¢ ciagtos¢ typowych
czesci rozprawy doktorskiej.

3. Doktorant w opisie wynikéw uzywa osoby 1-ej liczby mnogiej odnosnie autorstwa wynikéw (np.
uzyskalismy, stwierdzilismy, itp.), podczas gdy w przypadku rozprawy doktorskiej stosownym bytoby
stosowanie osoby 1-szej liczby pojedynczej (np. uzyskatem, stwierdzitem, itp.). Nie umniejszajac roli
promotora w powstawaniu pracy doktorskiej, jest to jednak praca wtasna i samodzielna doktoranta,

ktorg opisuje on w swojej dyzertacji doktorskiej.
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Ocena merytoryczna

We Wstepie doktorant w sposéb bardzo doktadny i staranny przedstawit zestaw informacji ufatwiajgcy

czytelnikowi zrozumienie celow pracy oraz czesci eksperymentalnej rozprawy.

W pierszej czeici doktorant w sposéb obszerny i systematyczny omawia zagadnienia dotyczace aspektow
klinicznych zwiazanych z rozwojem i przebiegiem astmy, jak réwniez przytacza dane epidemiologiczne.
Nastepna czes¢ Wstepu doktorant poswieca omdwieniu roli poszczegélnych sktadowych ukfadu
immunologicznego w rozwoju i przebiegu astmy, w tym subpopulacji granulocytéw i limfocytéw oraz ich
posredniemu i bezposredniemu oddziatywaniu na komérki budujace dolne drogi oddechowe — w tym komorki
nabtonka oskrzelowego i mie$ni gtadkich — ktére prowadzg do niekorzystnej przebudowy tkanki ptucnej. Ta
cze$¢ Wstepu jest bardzo dobrze zilustrowana stosownymi rycinami - w tym Ryc. 3 podsumowujacg udziat

gtéwnych komaérkowych sktadowych biorgcych udziat w rozwoju astmy.

W kolejnej czesci Wstepu, doktorant poswieca swojg uwage udzialowi monocytéw w regulacji odpowiedzi
immunologicznej. Szczegétlowo omawia podzial monocytéw na 3 subpopulacje w oparciu o ekspresje
antygenow CD14 i CD16, opisujac rowniez réznice funkcjonalne znane juz dla tych trzech frakcji monocytow. Te
czesé ilustruje takze przyktadami wiasnych opublikowanych juz wynikéw badan - przedstawionych na Rycinie 4.
Nastepnie doktorant opisuje udziat monocytéw w rozwoju astmy wskazujac na czynniki m.in. o charakterze
humoralnym, jakie moga byc zaanagazowane w ten proces, ktore ilustruje réwniez stosowang Rycing 6. W
nastepnej czeéci doktorant ptynnie przechodzi do szczegdtowego omdwienia roli poszczegdlnych cytokin oraz
chemokin wydzielanych przez monocyty oraz inne zaktywowane komorki immunokompetentne, w rozwoju

astmy, wskazujac na udziat w tych procesach m.in. IL-4, IL-5, IL-6, IL-17, IL-20 oraz TNF-a oraz szeregu chemokin

wydzielanych przez limfocyty T.

W nastepnej czesci Wstepu doktorant omawia strategie terapeutyczne stosowane obecnie w leczeniu astmy,
zwracajac szczegdlnie uwage na glikokortykosteroidy (GKS), podkreslajac rowniez skutki uboczne tych lekéw u
pacjentdéw nimi leczonych. Omawia takze aspekt steroidoodpornosci, jako problemu skutkujgcego brakiem
efektéw leczenia preparatami GKS u niektérych pacjentéw. W tym kontekscie, doktorant przedstawia dalej
aktywna forme witaminy D (t.j. witamine D3 lub kalcytriol), jako potencjalng istotng substancje o charakterze
immunomodulacyjnym, ktéra moza potencjalnie wykorzysta¢ w terapii choréb o podtoiu zaplanym, w tym
astmy. Doktorant wskazuje takie na potencjalne znaczenie witaminy D w modulowaniu dziatania GKS na
komarki uktadu immunologicznego, co moina bytoby w sposob praktyczny wykorzysta¢ w leczeniu chorob
zapalnych. Doktorant logicznie prowadzi czytelnika do uzasadnienia potencjalnego wykorzystania takiej taczonej
strategii wykorzystujacej leki z grupy GKS w skojatrzeniu z aktywng forma wit. D3 w modulowaniu monocytow u

pacjentéw astmatycznych, co wymaga jednak dalszych badan — objetych m.in. niniejszg rozprawa doktorska.

WYDZIAL BIOCHEMII, BIOFIZYKI | BIOTECHNOLOG!! U
4



Podsumowujac, Wstep stanowi bardzo dobre i petne wprowadzenie do dalszych badan eksperymentalnych

prowadzonych przez doktoranta oraz uzasadnia podjete w pracy cele badawcze.

Uwagi do Wstepu:

1) Na stronie 13, doktorant wymienia antygen CD105, jako czasteczke adhezyjng wystepujacg na monocytach.
Tymczasem CD105 nie jest adhezyna, ale jest wainym receptorem cytokinowym — m.in. dla TGF-B1.
Ta pomytka sktania mnie do zadnia pytania doktorantowi: Czy obecnosé¢ receptora CD105 oraz jego liganda
(TGF-B1) w szeroko pojetym s$rodowisku astmatycznej tkanki ptucnej, moze mie¢ réwniez udziat w rozwoju
astmy? Czy doktoratowi znany jest potencjalny udziat czynnika TGF-B1 w procesach komérkowych

towarzyszgcych astmie?

2) Na Rycinie 6, na stronie 17, doktorant ilustruje dojrzewanie i szlaki wedrowki monocytéw z krwi obwodowej
do tkanki ptucnej oraz ich przeksztatcenie w makrofagi tkankowe. Na tej rycinie doktorant umieszcza takze
pecherzyki zewnatrzkomdrkowe, czyli EVs (nazywane przez doktoranta egzosomami), jako jeden z elementow
biorgcych udziat w tych procesach. Ten bardzo ciekawy aspekt nie jest jednak opisany w tekscie.

Czy doktorant moze krotko wyjasni¢ jaki udziat w procesach migracji lub dojrzewania makrofagéw ptucnych
moga mie¢ EVs wydzielane przez rozne komarki obecne w ptucach? Czy wiadomo cos$ doktorantowi na temat
udziatu EVs wydzielanych przez komoérki obecne w tkance ptucnej u pacjentow z astma, w rozwoju tej

choroby?

Zatozenia i cele pracy sformutowane sa jasno i zostaly prawidtowo przedstawione i uzasadnione w kontekscie

wiedzy oraz problemow omdwionych we Wstepie.

W sekcji Materiat i metodyka badari doktorant w sposdéb zwiezly omawia materiat badawczy oraz metody
stosowane na etapie jego badan.

Opisat grupe pacjentow z astmg i grupe osob kontrolnych, ktére wigczono do badan, w tym podat
charakterystyke tych oséb pod wzgledem ptci i wieku. Materiat do badan stanowita krew obwodowa pobrana
od 9-u chorych z astma oraz 48-u zdrowych dawcéw. Z krwi pozyskiwano nastepnie komoérki jednojadrzaste
(KJ), obejmujgce m.in. monocyty, ktére wykorzystywano do dalszych badan.

W swoich badaniach doktorant wykorzystat metody zarowno hodowli komaérkowej in vitro, jak i cytometrii
przeptywowej, w ktérej badat m.in. zawarto$¢ subpopulacji monocytarnych oraz ich ich wybrane aspekty
funkcjonalne w réznych uktadach eksperymentalnych. Opis stosowanych metod jest zwiezly, ale wystarczajacy
do powtdrzenia opisywanych doswiadczen. Rozdziat ten zostat takie zaopatrzony stosownymi rycinami
przedstawiajacymi m.in. sposéb bramkowania i analizy cytometrycznej w celu identyfikacji poszukiwanych

subpopulacji komarkowych.
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Uwagi do rozdziatu Materiaf i metodyka badari:

1. Co doktorant rozumie pod pojeciem ,dobra kontrola astmy” podajac je jako kryterium doboru pacjentow z
astma, wiaczonych do badan? Czy podane przez doktoranta kryteria mogtly stanowic element limitujacy liczbe
pacjentéw wiaczonych do badania? Poniewaz liczba pacjentéw z astma liczyta 9 osdb, nalezatoby dodac

informacje, czy byto to wynikiem ktdregos z kryteriow kwalifikacji do badan.

2. Warunki hodowli KJ oraz schematy ich traktowania réznymi czynnikami, zwigzkami chemicznymi lub lekami
in vitro (przedstawione na str. 37-38) s nieco mato jasne. Byloby przejrzysciej umiesci¢ je np. w tabeli lub na
prostych schematach, gdzie bytoby przedstawione, ktéry zwigzek lub lek byt dodawany do hodowli, na ktérym
etapie eksperymentdw. Utatwitoby to znacznie pdiniejsza interpretacje wynikow. Mysle, ze doktorant bedzie

miat okazje przedstawié takic schemat w czasie swojej prezentacji w czasie obrony.

3. Przy opisie stosowanych przeciwciat nalezatoby raczej poda¢ iloé¢ zastosowanego odczynnika w pg na 1 ml
prébki lub na dang liczbe barwionych komérek. Sama liczba pl odczynnika uzyta do barwienia, bez podania np.

jego wyjsciowej koncentracji, nie jest wystarczajgco informatywna.

4. Zastrzeienie budzi nieco schemat bramkowania komdrek TNF-a-pozytywnych na histogramie
przedstawionym na Rycinie 11. W mojej ocenie, lepszym podejsciem bytoby bramkowanie tych komorek na
dot-plocie — np. zgodnie z t3 strategia, ktorg doktorant zaproponowat na Rycinie 9, gdzie populacja komorek

TNF-a-pozytywnych jest lepiej widoczna. Ktorg strategie stosowat doktorant przy analizie danych?

W rozdziale Wyniki doktorant przedstawit gtéwne osiagniecia swoich badani. Wyniki s3 opisane w sposob
zrozumiaty oraz zostaly zilustrowane stosownymi informatywnymi rycinami, opatrzonymi odpowiednimi

opisami oraz analizami statystycznymi.

Uwagi:

1. Uwaga ogélna do catego rozdziatu Wyniki:

Opisujgc wyniki, doktorant stosuje termin ,stymulacja” w znaczeniu ,traktowanie” komdrek réznymi
zwigzkami, lekami i inhibitorami, co utrudnia momentami interpretacje wynikéw. Czytajac opis wynikow, w
niektérych podrozdziatach trudno jest jednoznacznie ustali¢, czy np. KJ byly wczesniej stymulowane np. LPS,
czy jedynie traktowane np. wit. D3 lub/ i MP i innymi zwigzkami.

Stowo ,stymulacja” — szczegélnie w odniesieniu do komérek immunokompetentnych — nie powinno by¢
uzywane w znaczeniu stowa ,traktowanie”. Czy doktorant rzeczywiscie stymulowat odpowied:i

immunologiczna limfocytéw i/ lub monocytéw obecnych we frakeji KJ, dodajac np. pochodnych witaminy D lub
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GKS? Jeéli nie byto to celem, to w przypadku podawania tych zwigzkéw do hodowli KJ, powinno sig raczej
stosowaé termin ,traktowanie” komorek, a stowo ,,stymulowane” pozotawié¢ dla rzeczywistych aktywatorow

komaérek immunokompetentnych (np. LPS).

W pierwszej czesci rozdziatu doktorant opisuje wplyw aktywnej formy witaminy D na zawartosc procentowq
subpopulacji monocytéw z ekspresja CD16 u zdrowych dawcéw. Doktorantowi udato sig ustalic, ze traktowanie
KJ zaréwno aktywna wit. D3, jak i metyloprednizolonem (MP) zmniejsza odsetek monocytéw CD16+, wskazujac
na immunosupresyjne dziatanie obu zwigzkéw. Co istotne, w przypadku zastosowania obu zwigzkow
jednoczesnie, zaobserwowano efekt addytywny i dodatkowe obnizenie odsetka subpopulacji monocytow
CD16+ w poréwnaniu do zastosowania tych zwigzkow osobno (Ryc. 12 i 13).

Podobnie, w przypadku komérek uzyskanych od pacjentéw z astmg, zastosowanie obu zwigzkéw jednoczesnie,
znacznie efektywniej obnizato odestek monocytéw CD16+ (Ryc. 14), potwierdzajac skutecznos¢ aktywnej
pochodnej witaminy D do zwiekszania efektywnosci immunosupresyjnej metyloprednizolonu.

Jednoczesnie doktorant ustalit, e zaobserwowane zmiany w odsetku monocytdw CD16+ bylty mniej widoczne
w grupie pacjentéw z astma, co moze wskazywac na nizsza reaktywnos¢ komérek od pacjentéw na stosowane
leki sterydowe, w tym preparaty GKS. Jednakze istotny statystycznie spadek odsetka monocytéw CD16+ po
traktowaniu komoérek pacjentéw z astmg metyloprednizolonem z skojarzeniu z wit. D3, wskazuje na
uzasadnione nadzieje zastosowania tej pochodnej witaminy D w zwigkszaniu efektu immunosupresyjnego

lekdw stosowanych u tych pacjentow.

Uwagi:

2. Doktorant zaobserwowat w swoich badaniach wazne zjawisko spadku odsetka monocytéw CD16+ po
traktowaniu KJ witaming D3 i MP, co moze swiadczy¢ o aktywnosci immunosupresyjnej tych zwigzkow.
Jednoczesnie jednak z przedstawionych wykreséw cytometrycznych wynika, ze po takim traktowaniu KJ,
zwiekszat sie odsetek subpopulacji monocytéw klasycznych (CD16-) — szczegélnie w prébkach, ktére
traktowano wit. D3. Efekt ten byt widoczny zaréwno w przypadku komorek od zdrowych dawcow, jak i
pacjentow z astma.

Tu pojawia sie ciekawo$é¢ i pytanie recenzenta, pomimo iz praca doktorska jest poswigecona subpopulacjom
monocytéw CD16+ (przejsciowym i nieklasycznym): Jak doktorant moze wyttumaczy¢ wzrost odsetka populacji
monocytoéw klasycznych? Czy wedtug doktoranta wzrost odsetka tej populacji lub szerzej — zmiana stosunku
populacji monocytéw CD16- do CD16+ moie mie¢ ogdlnie potencjale znaczenie w rozwoju odpowiedzi
immunologicznej, a w szczeglnosci u pacjentéw z astma?

Jest to bardzo ciekawa obserwacja, ktéra w mojej ocenie mogtaby stanowi¢ w przyszfosci nowy ciekawy

problem badawczy.

WYDZIAL BIOCHEMIIL, BIOFIZYK] | BIOTECHNOLOGII U]
7



W kolejnym etapie doktorant zbadat wptyw wit. D3 oraz MP na zywotnosc i aktywacje procesu apoptozy w
monocytach. Doktorant nie zaobserwowat znaczacej zmiany w zawartosci komorek wykazujacych barwienie
7-aminoaktynomycyna D (7-AAD), co $wiadczytoby o postepujacej nekrozie lub péznej apoptozie tych komadrek
(Ryc 17). Jednakze zastosowanie inhibitora kaspaz (VAD) - blokujacego wczesne etapy procesu apoptozy,
znosito obserwowany wcze$niej efekt obnizenia odsetka monocytéw nieklasycznych (CD16++) na skutek
dziatania wit. D3 (Ryc. 18). Moze to wskazywac, ze poziom tej populacji moze by¢ regulowany przez pochodne
wit. D na skutek aktywacji proceséw apoptozy w monocytach. Podobny efekt doktorant obserwowat w
przypadku zablokowania receptora dla GKS z zastosowaniem jego antagonisty — mifepristonu (MP), w ktérego
obecnosci nie obserwowat efektu obnizenia odestka monocytéw nieklasycznych (CD16++) po traktowaniu
witaming D3. Moze to swiadczy¢ o zaangazowaniu wit. D3 w regulacji tego receptora.

Jednakie, co ciekawe, doktorant zaobserwowal przeciwne efekty dziatania witaminy D3 — w obecnosci

zarowno VAD, jak i MP - w przypadku subpopulacji monocytéw przejsciowych (CD16+).

Uwagi:

3. Tu pojawia sie pytanie, czy w eksperymentach z anatagonistg receptora GKS, stosowane byto rownoczesnie
(lub zaraz po zablokowaniu receptora) traktowanie komdrek metyloprednizolonem, bedacym wiasciwym
ligandem efektorowym dla tego receptora?

Czym doktorant ttumaczy efekt obnizenia monocytéw nieklasycznych CD16++ po traktowaniu wit. D3 w

obecnosci zablokowania receptora dla GKS? Czy opisano juz w literaturze zwigzek pomiedzy wit. D3, a

recpetorem dla GKS?

4. Czy doktorant znalazt juz potencjalng odpowiedz na pytanie, dlaczego obeserwuje odmienny efekt dziatania
witaminy D3 - w obecnosci zaréwno VAD, jak i MF —w przypadku monocytéw posrednich (CD16+)?

Czy doktorant badat np. poziom receptora dla witaminy D3 (receptora VDR) w obu subpopulacjach? Czy
obserwowana réznica w odpowiedzi obu subpopulacji monocytéw, moze w opinii doktoranta potencjalnie

zaleze¢ od poziomu i/ lub aktywnosci tego receptora w obu frakcjacch monocytéw?

Uwaga i sugestia ogdlna recenzenta: W mojej opinii, bytoby bardzo ciekawym zbadanie w/w efektéw na
oczyszczonych, tj. wysortowanych subpopulacjach monocytarnych, co moze stanowic¢ ciekawa kontynuacje
badan przedstawionych w niniejszej rozprawie oraz moze dostarczy¢ doktadniejszych odpowiedzi odnosnie

mechanizméw immunosupresyjnego dziatania witaminy D3 na monocyty.

W dalszych badaniach doktorant zaobserwowat rowniez ciekawy efekt immunosupresyjny wit. D3 na
reaktywne monocyty zardwno posrednie (CD16+), jak i nieklasyczne (CD16++) produkujgce TNF-a,
stymulowane wczeéniej LPS lub agonista receptora TLR3. Doktorant obserwowat niiszy odsetek obu

subpopulacji produkujacych TNF-a po zastosowaniu wit. D3, potwierdzajac jej immunosupresyjne dziatanie
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(Ryc. 20 i 21). Niestety, co ciekawe, doktorant zaobserwowat takze spadek subpopulacji monocytow

produkujacych immunosupresyjng IL-10, po traktowaniu wit. D3 (Ryc. 23).

Uwagi:

5. Tu pojawia sie znéw pytanie: Ktéry z tych dwéch efektéw witaminy D3 - na produkcje TNF-a i IL-10, moze
mie¢ istotniejsze znaczenie dla zahamowani rozwoju astmy? Czy doktorant badat catkowitg ilos¢ TNF-a i IL-10
wydzielanych w hodowli KJ poddanych dziataniu wit. D3? By¢ moze wiedza odnosnie poziomu obu cytokin
produkowanych catkowicie w hodowli KJ mogtaby odpowiedzie¢ réwniez na to pytanie, ktore doktorant

podejmuje rowniez w swojej dyskusji?

Najistotniejsze z punktu widzenia przysztych aplikacji praktycznych, bylo wykazanie przez doktoranta w
ostanim etapie jego pracy, ze zastosowanie aktywnej formy wit. D3 réwnoczesnie z metyloprednizolonem,
pozwala na 5-o krotne obnizenie jego dawki, w celu osiggniecia efektu immunosupresyjnego.

Obserwowany efekt immunosupresyjnego wspétdziatania witaminy D3 oraz MP, doktorant wykazat zaréwno w
monocytach zdrowych dawcow, jak réwniei co istotne, w komérkach pobranych od astmatykéw (Ryc. 24-27),
Uzayskane wyniki pozwalajg mieé nadzieje na potencjalne przyszte zastosowania witaminy D3 w skojarzeniu z

innymi lekami immunosupresyjnymi w leczeniu astmy.

W rozdziale Dyskusja autor krytycznie i ostroznie przedstawia wilasne wyniki na tle danych literaturowych.
Dyskusja jest napisana w sposob dojrzaly, w odniesieniu do pismiennictwa swiatowego. Rozprawe konczy
rozdziat Whnioski, gdzie doktorant przedstawit giéwne osiggniecia swojej pracy doktorskiej oraz konkluzje
ptynace z przeprowadzonych badan. Konkluzje sg sformutowane wiasciwie w kontekscie otrzymanych

wynikow.

Reasumujac, w przedstawionej mi do recenzji pracy doktorskiej autor przeanalizowat w réinych uktadach
eksperymentalnych wplyw aktywnej formy witaminy D3 (kalcytriolu) na frakcje monocytéw z ekspresja
antygenu CD16 (czyli monocytow posrednich i nieklasycznych), biorgcych m.in. udziat w rozwoju astmy.
Uzyskane wyniki pozwalajg wnioskowaé pozytywnie na przysztosé, odnosnie potencjalnych zastosowan
aktywnych pochodnych witaminy D w skojarzeniu z lekami steroidowymi, w szeroko pojetych terapiach
immunosupresyjnych, w tym u pacjentéw z astma. Tego typu nowe podejscie farmakologiczne pozwoli - w
$wietle uzyskanych wynikéw - na obnizenie efektywnych dawek lekéw steroidowych, koniecznych dla
zahamowania postepéw choroby, co moze przetozy¢ sie praktycznie na obnizenie wystgpienia skutkow
ubocznych obserwowanych przy diugotrwatym stosowaniu lekow steroidowych.

W zwigzku z powyiszym niniejsza praca doktorska posiada niezwykle wazny walor praktyczny i moze miec

realne przetozenie na nowe podejicia terapeutyczne u chorych z astma. Co wiecej, przedstawione badania
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maja réwniez wazny aspekt poznawczy i stanowig interesujacy wstep do potencjalnych dalszych badan nad
funkcjami biologicznymi réznych subpopulacji monocytéow oraz nad mechanizmami umoiliwiajgcymi
modulowanie tych funkcji.

Praca doktorska stanowi oryginalny wktad doktoranta w wiedze na temat farmakologicznego regulowania
poziomu reaktywnych subpopulacji monocytéw, a badania objete praca doktorska stanowig istotny krok w

optymalizacji nowych podejs¢ farmakologicznych w leczeniu astmy.

Przedstawione w recenzji powyisze uwagi, w tym uwagi krytyczne oraz pytania merytoryczne, w zadnym
stopniu nie wplywaja.na jak najbardziej pozytywna ocene catej pracy doktorskiej. Wrecz przeciwnie, swiadcza
o tym, ze praca ma istotny walor poznawczy i praktyczny, a uzyskane wyniki s zacheta do stawiania wielu

nowych pytan.

Podsumowujac, rozprawe doktorska mgr Kamila Grubczaka oceniam bardzo wysoko. Przedstawiona do oceny
praca spetnia wszelkie wymogi rozprawy doktorskiej. Wnosze zatem do Wysokiej Rady Wydziatu
Farmaceutycznego z Oddziatem Medycyny Laboratoryjnej Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku,

o dopuszczenie Pana mgr Kamila Grubczaka do dalszych etapdw przewodu doktorskiego.

Z powazaniem,

wa Zuba-Surma)
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