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Ocena pracy doktorskiej magistra biologii Dies van Flsta pt. ,Badania mechanizméw
endotypu astmy zwigzanego z zespolem metabolicznym - wplyw hormonéw na funkeje
komérek miesni gladkich oskrzeli / Mechanisms of asthma endotype associated with the
metabolic syndrome — the effects of hormone stimulation on the bronchial smooth

muscle cells™.

Astma jest obecnie jedna z najezgscicj stwierdzanych przewlekiych chordb

cywilizacyjnych i dotyczy réznych grup chorych. W ostatnich latach obserwujemy znaczne
zwigkszenie sig czestoscl wystepowania astmy w krajach uprzemyslowionych, Wedlug badan
epidemiologicznych przeprowadzonych w  Polsce (ECAP - Epidemiologia Chordb
Alergicznych w Polsce) czestosé wystepowania astmy w populacji wzrosla do 9,3 %. Szacuje
sig, ze na astme chortje ok. 300 min mieszkancéw Ziemi. Wiedza wyjasniajaca
patomechanizmy astmy. cho¢ stale rozszerzana daleka jest od doskonafosci. Uwazamy astme
za przewlekla chorobe zapalng ukiadu oddechowego o podiozu immunologicznym.
Zréznicowana patofizjologia i symplomatologia schorzenia doprowadzita do wyrdznienia
kilku fenotypéw astmy. Jednym z nich jest astma zwigzana z otvioscia.
Fenotyp ten charakteryzuje sig infiltracja drog oddechowych przez neutrofile, czestymi
zaostrzeniami choroby oraz gorszg odpowicdzia na terapie z wykorzystaniem wziewnych
glikokortykosteroidow.  Wyniki  licznych  badan  przekrojowych i prospektywnyvch
przeprowadzonych w grupie dorostych osob. a takze dzieci i miodziezy. wspieraja hipoteze,
ze otylos¢ jest niezaleznym czynnikiem ryzyka rozwoju astmy. Wiadomo tez, ze ryzvko
otvlosci u pacjentow z astma niealergiczna jest o ok. 50% wieksze niz z astma alergiczna.
Dokladne mechanizfny immunologiczne propagujace stan zapalny w astmic zZwigzanej
z otytoscia nie sg jednak dokladnie poznane. Dlatego podjete przez Doktoranta badania 8
bardzo istotne z poznawczego punktu widzenia.

Praca doktorska stanowi typowe dla prac doktorskich opracowanie, liczy 120 stron

W tym zawiera sig: spis tredci. wykaz skrotow. wstep, zatozenia i cel pracy. opis materialu



tmeted, wyniki, dyskusja oraz wnioski. Prace koncza streszezenia  oraz spis pismiennictwa.

Praca doktorska zostala napisana w jezyku angielskim.

We wstepie pracy obejmujgeym 33 siron Doktorant przedstawia aktualny stan wiedzy
na temat zapalenia alergicznego, astmy i otvlosci. Omawia mechanizmy immunologiczne,
epidemiologic i najnowsza Kklasyiikacie chorab alergicznych. Opisuje wplyw  chorgb
alergicznych na jako$é sycia i Xoszly zwiazane z ich leczeniom. Prezentyje mozliwe sciezki
rozwoju nadwrazliwosci alergicznej. Dalszy fragment poswigcony jest asimie oskrzelowe)
z uwzglednicniem jej fenotypéw i opisu zapalenia typu 2 oraz roli miesni gladkich drog
oddechowych, Dalsza czede wstepu dedykowana jest innym powszechnym problemom
zdrowotnym jakim sa otvlosé i zaburzenia metaboliczne. W ym podrozdziale Doktorant
przedstawia ich patolizjologic. omawia szeroko wspolwysiepowanie astmy 1 otviogei oraz
opisuje dokiadnie mozliwe wspdlne elementy patomechanizmu obu chordb Jakimi sa IL-6,
TNF, IL-17, lektyna.

Tredc tej czesed pracy jest rozlegta i pozwala wprowadzi¢ czytelnika w poruszane w dalszej
czesel dysertacji zagadnienia.

Zadozenia i hipotezy robocze pracy wynikajace z przedslawionego we wstepie
wywodu naukowego sa :s'f‘()X'n;le)\’v‘aﬂc jasne i poprawnie. Obejmuja one wpivw stymulacji
leptyng lub insuling na ekspresje receptorgw immunomodulujacych na powierzechni HBSCM
oraz. produkeje adipokin i licznej grupy cyvtokin, a takze wplyw  [L-4 oraz IFN- ¥ na
zachowanie sic powyzszych wskaznikow.

W rozdzialach material 1 metody Doktorant przedstawid dane dolyczace materiaty
komorkowego zastosowanego w badaniu oraz metody PCR uzytej do oceny ekspresji
receptorow: HR1, LEPR, INSR, I[L.I3Ral. IL4R. FGFa. NR3Cl oraz cylometryeznego
oznaczenia adiponectin, adypsiny. retinol binding protein 4 (RBP4). MCP-1. IL-1p . IP-10,
[L-10. 1L-8, leptyny. IL-6. IFN-v, resistin , TNF, 11.-2. [L-4. IL-5. IL-6. [L-~ 9. [L-10, [L-13,
IL-17A, 1L-17F, IL-21, IL-22. uwalnianych przez komorki HBCSM miesniowki gladkiej,
kiore zostaly rozmieszczone na plytkach z gestodeig 30000 komérek /krazek (10 000
komérekiem’ powicrzchni wzrostu) i poddane stymulacii leptyna i insulina w réznych
si¢zeniach. Do przeprowadzenia oznaczei zastosowano odpowiednio: reakcje lancuchowej

polimerazy z odwrotng ranskrypeja oraz cytometrie przeplywowa.




Wyniki badania sa opisane na 22 stronach. Zawieraja 42 rycin przedstawiajgeych
uzyskane dane i ich analiz¢ statystyczng. Zawieraja one bogaly materiat naukowy. dobrze
przeanalizowany z punktu widzenia statystyki. jak i wyréznienia najwazniejszych rezultatow.
Autor zwraca uwage na brak wplywu leptyny oraz insuliny na $mieré komorki oraz na
proliferacje komérek HBSMC. Analizujgc wplyw trzech wzrastajacych stezen leptyny na
ekspresje receptoréw HRI. LEPR, INSR, IL13R. IL4R. FGFa. NR3Cl wykazal niezamienny
wzrost ckspresji HR1 pe 8 1 24 godzinach po ekspozycji na najnizsze stezenie leptyny oraz
jego spadek dla 200 i 1000ng/mL stgzenia leptyny. Podobny efekt Doktorant obserwowal
w odniesieniu do ekspresji LEPR, IL13R. NR3C1 poddanej dziataniu leptyny. Brak wplywu
zadnego ze stgzen leptyny na ekspresje INSR. IL4R. FGFa. Analizujac wptyw dwoch stezen
insuliny (50000 i 250000 pmol/MI) na ekspresje receptorow HR1. LEPR, INSR, IL13R.
ILAR, FGFa, NR3C1 wykazal spadek ckspresji wszystkich powyzszych receptorow
po 8 godzinach za wyjatkiem dawko-zaleznego wzrostu ekspresji FGFa. W przypadku HR1.
IL4R. ILI3R ekspresja receptorow wracata do wartoici wyjsciowych. Dalsze uzyskane
przez Doktoranta wyniki nic wykazaly synergistveznego z lektyna wplywu 11-4 na ekspresie
oznaczanych receptoréw za wyjatkiem znamiennego zmniejszenia ekspresji IL-13R oraz
LEPR. W przypadku dodania insuliny nastepowat spadek ekspresji IL-4R. Doktorant dokonal
oznaczen stezenia cytokin i adipokin uwalnianych przez HBSMC pod wpltywem réznych
rozcienczen leptyny 1 insuliny po 8 i 24 godzinach. Nie wszystkie bialka udalo sig oznaczy¢
z uwagi na niskie poziomy uniemozliwiajace interpretacie. Doktorant obserwowat duzy
spadek  stezenia MCP-1 po podaniu leptyny ¢ niskim stezeniu, stopniowo rosnacy wraz
z dodawanymi wzrastajacymi  st¢zeniami leptyny, Poziom IL-8 w podobnych warunkach
po 8 godzinach ulegl zmniejszeniu, zrownujac sie z stgzeniem kontrolnym po 24 godzinach.
Stezenie [L-6 w podobnym warunkach bylo obnizone po 8 godzinach. zas po 24 h bylo
podobne do stezenia uzyskanego w kontroli, za wyjatkiem czierokrolncgo  Wzrostu po
stymulacjg leptyna o stezeniu 30ng/ml. Obserwowano przyrosty stezenia MCP-]
po 8 godzinach jedynie w odpowiedzi na stvmulacje najwyzszym stezeniem insuliny oraz
spadek IL-6, 1L-8 po stymulacji pozostalymi  stezeniami insuliny. po 24 h slezenia
normalizowaly si¢ b:;‘dac zblizone do siebie. Po stymulacji 1L-4 doktorant obscrwowal
po 8 godzinach wzrost produkeji 1L-6 1 spadek 1I-8 niezaleznic od‘sl¢2cx'1 leptyny czy
insuliny. Nie obserwowal znamiennych zmian wydzielania RBP-4. adypsyny i MCP-1 (chod
wykazywalo nizsze wartosei), ktory normalizowat si¢ po dodaniu leptyny lub insuliny.
Dodanie do hodowli HBSMC INF-gamma wpiyng¢to na wzrost produkeji 1L-6. i spadek [1.-8

po stymulacji zaréwno leptyng jak T insuling.
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Ta czes¢ pracy zastuguje na uznanie z uwagt na jej duza pracochtonnosé. Dowodzi duzych
umiejetnodei i dojrzatodei organizacyinej doktoranta.

W dyskusji obeimujaeej 7 stron Autor podsumowuje i uwypukla wlasne wyniki oraz
porowuuje je do danych uzyskanych przez innyeh autoréw. Na podstawie analizy
pismiennictwa i przeprowadzonej pracy  Dokiorant wskazuje na wystepowanie zmian
W ekspresji gendw dia receptoréw immunologicznych oraz wydzielania wybranych ¢yvtokin
przez komorki migsni gradkich oskrzeli poddanych stymulacji fizjologiczoymi 1 wyzszymi
stezeniami leptyny lub insuliny. Zaréwno lekiyna jak i insulina wykazuja dziatanie hamujace,
kiore zanika kiedy ich stezenia wzrastaly do pozioméw przekraczajaeych fizjologiczne, co ma
micjsce w zaburzeniach metabolicznych, otvlosc.

Wnioski sg w wickszosel jasne. dobrze sformulowane i czytelne. logicznie
wyprowadzone z przeprowadzonego badania naukowego.

Pismiennictwe jest dabrze dobrane i wzorowo przedstawione.
Praca zawiera takze streszczenie w dwach wersjach jezvkowyeh (polskicj i angielskic)

oddajgee sens badania,

Z obowlazku recenzenta wsrod krytveznyeh uwag dotyczaeych pracy pragne zwrocié
wage na niezgodnosci w ocenie znamiennosel spadku ckspresji HR1 poddane] dziataniu
leptyny w stezeniu 200 ng/mL okreslonej w tekseie na str. 33 jako  znamienna, zaé na
wykresic 8a jake niezamienna, a takze brak oznaczenia znamiennosci na wvkresach
19, 27a, 28a.
Z innych uwag cheialem zapytaé o zrodia wykresow na str, 19, 27. 29a, 30a, 31a, 32a. 36. 37.
41. 42,435 (czy opisanie w tekscie jako increased massively moina uznaé za znamienny ?) 40,
47.48.49.
Powyzsze uwagi, ktore mozna okreslic redakeyjnymi  w Zadnym stopniu  nie umniejszaja
wartosci  przedsiawionej pracy. Niewatpliwie jej duza zaleta { wartoscia jest przedstawienie
wspdinych powigzan immunomechanizmu zapalenia alergicznego i zaburzen metabolicznych.
Podsumowujac. praca magistra biologii Dies van Elsta pt. ,Badania mechanizmow
endotypu astmy zwiazanégo z zespolem metabolicznym - wplyw hormonow na funkcje
komdrek miesni gtadkich oskrzeh / Mechanisms of asthma endotype associated with the
metabolic syndrome — the ¢ffects of hormone stimulation on the bronchial smooth muscle
cells™ spelnia wszelkie wymogi stawiane rozprawom doktorskim 1 zasluguje na pozytywna

oceng,  Kandvdat ujawnid w niej zardwno zdolno$é samodzielnego prowadzenia badan



naukowych, analitycznego myslenia jak  rowniez  swobodnego operowania  danymi
literaturowymi. Rozprawa doktorska spelnia warunki okreslone w art. Art. 187 ust. 1-4
Ustawy z dmia 20 lipca 2018 Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (1. Dz. U. 2018 poz.
1668). Dlatego przedkladam Radzie Dyscypliny Nauki Medyezne Uniwersytetu Medycznego
we Wroctawiu wniosek o dopuszezenic magistra biologii Dies van Elsta  do dalszych etapow

przewodu doktorskiego.

Whnioskuje 0 wyréznienie pracy doktorskie] magistra biologii Dies van Elsta
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