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,Badania doswiadczalne nad zastosowaniem witaminy D3 jako czynnika modulujgcego

fenotyp i funkcje monocytéw z ekspresja CD16"

Badania epidemiologiczne wskazujg na wzrost liczby pacjentow leczonych z
powodu astmy i choréb alergicznych w wigkszosci krajow $wiata. Dodatkowo rosnie
liczba chorych na ciezkie postaci tych schorzen, w tym zagrazajgce zyciu reakcje
anafilaktyczne, astme sterydooporng. Istnieje wiele teorii wskazujgcych na etiologie tego
zjawiska, od teorii higienicznej, poprzez zwigkszone narazenie na czynniki chemiczne w
srodowisku, zmiane diety, stosowanie lekéw w tym antybiotykéw, niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych. Niewatpliwie jednym z elementéw réznigcych nas od naszych
przodkbw moze by¢ spedzanie przez nas wiekszosci czasu w pomieszczeniach
zamknietych z ograniczonym dostepem promieniowania stonecznego. Nasi dziadkowie i
pradziadkowie w wiekszosci pracowali na roli i poza krétkimi okresami zimowymi
zmniejszone stezenie witaminy D byto w tej populacji prawdopodobnie rzadkie. Jak wazny
jest to czynnik $wiadczy choéby zréznicowanie koloru skéry naszych przodkéw
wynikajace z szerokosci geograficznej, na ktérej zyli. Podstawg leczenia choréb
alergicznych jest stosowanie glikokortykosteroidow. Przewlekie stosowanie tych lekow w
formie doustne] moze prowadzi¢ do wielu dziatan niepozadanych, w tym osteoporozy.
Badania farmakologiczne nad mozliwoscig zmniejszenia dawek glikokortykosteroidow lub
zastgpienia tych lekéw doprowadzity do powstania nowych lekéw biologicznych
stosowanych u najciezej chorych oséb. Dalsze badania nad innymi sposobami leczenia
mogacymi poprawi¢ skutecznos¢ i bezpieczenstwo leczenia astmy i choréb alergicznych
nalezg gtéwnych wyzwan farmakologii, o czym $wiadczy chocby liczba prowadzonych

obecnie badan klinicznych.



Biorgc pod uwage powyzsze informacje uwazam, ze wybor tematu rozprawy
doktorskiej przez Pana mgr Kamila Krzysztofa Grubczaka jest wazny i uzasadniony.

Przedstawiona mojej ocenie praca obejmuje 94 strony maszynopisu, 27 rycin.
Autor cytuje 170 pozycji pismiennictwa. Praca ma typowy ukiad dla prac doktorskich i
skiada sie z spisu tresci, wstepu, zatozer pracy, celéw, materiatu i metod, wynikéw badan,

dyskusji, wnioskéw, streszczenia w jezyku polskim i angielskim.

W cze$ci teoretycznej autor opisuje epidemiologie astmy, role poszczegélnych komérek
biorgcych udziat w jej patofizjologii. Szeroko opisuje funkcje i fenotypy monocytow
(klasyczne, nieklasyczne i posrednie) zaangazowanych w patofizjologie astmy. Opisuje
role cytokin w mechanizmie immunologicznym astmy. Ta cze$¢ wstepu wskazuje na
szerokg wiedze doktoranta dotyczacg najnowszych osiggnieé immunologii. Opisujac
najnowsze strategie leczenia astmy, zjawisko steroidoopornosci, a takze role witaminy D
w astmie i chorobach zapalnych szeroko korzysta z warsztatu nauk podstawowych.
Opisuje réwniez mozliwosci modulowania funkcji monocytéw i ich mozliwe zastosowanie

w leczeniu astmy i alergii

Na podstawie probleméw przedstawionych we wstepie autor sformutowat cele

pracy, ktorymi byty:

,Ocena potencjatu aktywnej formy witaminy D w regulacji zmian w obrebie subpopulacji
monocytéw z ekspresja CD16 — komorek petnigcych istotng role w patogenezie wielu
choréb o podtozu zapalnym, w tym astmy. Ponadto podjete dziatania pozwolg na ustalenie
na poziomie komérkowym efektow dziatania powszechnie stosowanych w leczeniu astmy

GKS w potaczeniu z aktywng biologicznie formg witaminy D”.

Metodologia pracy prowadzona byta z uzyciem nowoczesnych metod, a stopniowy
sposOb dochodzenia do poszczegdlnych wynikéw pracy sSwiadczy o metodycznym i
planowym prowadzeniu badania.



Badania prowadzone byly w grupie 9 chorych na dobrze kontrolowang astme (postac
tagodna lub umiarkowana) leczonych glikokortykosteroidami oraz dtugodziatajgcymi
agonistami receptora B2-adrenergicznego. Badani byli pacjentami Kliniki Alergologii i
Choréb Wewnetrznych Uniwersytetu w Biatymstoku. Dodatkowo zbadano 48 zdrowych,
ochotnikéw dobranych pod wzgledem pici i wieku. Badania zostaty przeprowadzono na
podstawie zgody wydanej przez Komisje Bioetyczng Uniwersytetu Medycznego w
Biatymstoku i protokotu: R-1-002/516/2014 oraz R-1-002/437/2010.

Metodologia badania sktadata sie z kilku etapow. Pierwszym byta izolacja komorek
jednojadrowych z krwi obwodowej, hodowla limfocytéw i monocytéow poddanych dziataniu
1 UM lub 0.2 uM metyloprednizolonu i/lub 100 nM 1,25-(OH)2D3, przygotowanie i analiza
cytometryczna, badanie produkcji cytokin. Dodatkowo w badaniach zastosowano
inhibitory kaspaz, stymulacje agonistami receptoréw Toll-ike 4, CD 14,

lilopolisacharydem.

Analize statystyczng wykonano programem GraphPad Prism 5 z uzyciem testu t-
Studenta lub testu Wilcoxona (przy braku rozktadu normalnego badanej cechy). Czgs¢

matematyczna pracy jest dobrze zaprojektowana i przeprowadzona.

Wyniki badan mgr Kamila Grubczaka potwierdzity wptyw metyloprednizolonu i
1,25-(OH)2D3 na obnizenie populacji monocytéw nieklasycznych i posrednich oraz
addytywny wptyw tych zwigzkéw. Stwierdzono réznice w odpowiedzi na leki u chorych na
astme w stosunku do grupy kontrolnej polegajacg na braku odpowiedzi monocytow
posrednich przy stymulacji jedynie glikokortykosteridem i witaming D3. Dopiero tgczne
stosowanie lekéw zmienito odsetek badanych komérek. Podobny wptyw miato stosowanie
badanych preparatéw na zywotnos¢, apoptoze monocytéw. Oceniono wptyw stymulaciji
1,25-(OH)2D3 na wydzielanie TNF-alfa, I1L-10.

Bardzo waznym wynikiem pracy jest wykazanie mozliwosci zmniejszenia dawek

glikokortykosteroidéw po dotagczeniu do leczenia 1,25-(OH)2D3

Prace podsumowuje dyskusja $wiadczaca o umiejetnosci swobodnego wykorzystania
informacji zawartych w publikacjach naukowych. Autor analizuje znaczenie wynikéw, ich
wiarygodno$¢, wyniki podobnych prac, w tym badar klinicznych oraz publikacji opartych
na modelu komérkowym i zwierzecym. W dyskusji doktorant odnosi si¢ do znaczenia
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wynikéw niniejszej pracy i innych prac osrodka biatostockiego wskazujgcych na " zwigzek
pomiedzy rosngcymi warto$ciami stezen witaminy D w surowicy (kalcydiol) a spadkiem
produkcji TNF-a przez catkowitg pule komorek jednojadrzastych” oraz ,zdolno$¢ GKS do
wybiérczego redukowania subpopulacji monocytéw z ekspresjg CD16 u pacjentow z
astma”. W opinii autora, z czym trudno sie nie zgodzi¢, jest istotne znaczenie kliniczne
badar: ,z punktu widzenia praktycznego, najwazniejszym odkryciem obecnej pracy jest
zaobserwowanie efektu wzmacniania przez 1,25-(OH):Ds: dziatania GKS wobec
subpopulacji monocytéow CD14++CD16+ i CD14+CD16++ oraz wykazanie, ze w
obecnosci witaminy D3 nawet 5-krotne zredukowanie dawki GKS pozwolito na
utrzymanie poréwnywalnych efektéw przeciwzapalnych”. W opinii piszacego te stowa to
wazne element pracy, ktdra nie tylko odnosi sie do obecnej wiedzy, ale tez otwiera kolejne
pola do badarn i ma istotny wptyw na praktyke kliniczng. Doktorant zachowat krytycyzm
zaréwno w odniesieniu wynikéw uzyskanych przez innych badaczy jak i do wiasnych
rezultatow. Wiekszos¢ prac, ktére analizuje autor pochodzi z Swiatowego pi$miennictwa
ostatnich lat. Dobér pis$miennictwa $wiadczy o szerokiej wiedzy z zakresu immunologii i

farmakologii prezentowany przez Doktoranta.

Na podstawie uzyskanych wynikéw i ich dyskusji autor wysunat nastepujgce
whnioski:

1. Kalcytriol (1,25-(OH)2D3), podobnie jak metylprednizolon, w warunkach in vitro
wykazuje wiasciwosci istotnego obnizania liczby monocytéw z ekspresja CD16
(zaréwno posrednich, jak i nieklasycznych).

2. Zastosowanie kalcytriolu pozwala na znaczaca redukcje dawki GKS koniecznej

do uzyskania istotnego obnizenia odsetka monocytéw posrednich i nieklasycznych.

3. Dziatanie kalcytriolu wobec monocytéw nieklasycznych, ale nie monocytow
posrednich, jest najprawdopodobniej zwigzane z aktywacjg apoptotycznych szlakow

zaleznych od kaspaz.



4. Efekty dziatania kalcytriolu wobec monocytéw nieklasycznych i, w mniejszym stopniu,
monocytéw posrednich wydaja sie by¢ zwigzane ze szlakami zaleznymi od receptora
dla glikokortykosteroidow.

5. Przeciwzapalne dziatanie kalcytriolu wobec monocytéw zwigzane jest nie tylko
z obnizeniem liczby prozapalnych subpopulacji monocytéw, ale i obnizeniem sekreciji

prozapalnej cytokiny TNF-alfa.

6. Uzyskane w obecnej pracy wyniki sugeruja, ze dotagczenie witaminy D3 do terapii GKS
miatoby szanse zwiekszyé ich wiasciwosci obnizania potencjatu prozapalnego
zaleznego do monocytéw lub nawet obnizenia dawki GKS koniecznej do uzyskania

takiego efektu.

Whioski te odpowiadajg celom pracy opisanym w jej wstepie.

Z obowiazku recenzenta odnotuje nieliczne drobne btedy autora, ktére nie umniejszajg
wartosci pracy. Proponowatbym umieszczenie wykazu skrétéw stosowanych w pracy,
spis rycin, w pracy znalazio sie klika btedéw literowych.

W podsumowaniu stwierdzam, ze rozprawa i wyniki przedstawionych badan
stanowig warto$ciowe i interesujace opracowane. Rozprawa zostata dobrze opracowana
i starannie wykonana. Wyniki uzyskane przez doktoranta dowodzg istnienia nowych
nieznanych dotad wiasciwosci immunomodulujacych witaminy D3 wobec monocytow.
Znaczenie kliniczne zwigzane jest z mozliwoscig zastosowania witaminy D3 dla
wspomagania i redukcji dawek stosowanych glikokortykosteroidéw. Prezentowane wyniki

wskazujg na nowe kierunki badan.

Uwazam, ze praca mgr Kamila Grubczaka ,Badania dos$wiadczalne nad
zastosowaniem witaminy D3 jako czynnika modulujgcego fenotyp i funkcje monocytow z
ekspresja CD16” w petni spetnia wymagania stawiane pracom doktorskim. Wnosze zatem
do Wysokiej Rady Wydziatu Farmaceutycznego z Oddziatlem Medycyny Laboratoryjnej



Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie mgr Kamila Grubczaka do
dalszych etapéw przewodu doktorskiego. Wnosze réwniez o wyrdznienie przedstawionej
mi do recenzji pracy doktorskiej. Wniosek ten uzasadnia 1) nowatorski charakter
prowadzonych badarn, 2) ich oryginalno$¢ i znaczenie dla rozwoju nauki i praktyki
klinicznej, 3) publikacje czesci wynikébw w Intemmational Archives of Allergy and
Immunology, jednym z czotowych czasopism alergologicznych.
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