Warszawa, 8.03.2024 r.

OPINIA

o pracy na stopien doktora nauk medycznych lek. Agnieszki Kopeé -
pt. ,,St¢zenie tryptazy, markera aktywnoscl mastocyta w przewlekléjo
obturacyjnej chorobie pluc”

Przedstawiona do recenzji praca na stopien doktora nauk medycznych liczy 88 stron
zawierajacych nastgpujace czgsci:
. Strong tytulowa,
. Podzigkowania,
. Spis tresci,
. Wykaz tabel (IX) i rysunkow (12),
. Wstep,
. Cele pracy (1 cel glowny i 3 cele szczegdtowe),
. Material i metody,
. Wyniki,
. Dyskusja,
10. Wnioski (4),

11. Streszczenie,

N0 N Oy i R W N

12. Summary,

13. Pismiennictwo (178 pozycji).

W pracy Doktorantka uzywata duzo skrotow. Uwazam, ze celowe byloby zamieszczenie ich
zestawienia na poczatku, by ulatwi¢ czytelnikowi lekture pracy.

Temat pracy dotyczacy POChP uwazam za aktualny i bardzo trafny poniewaz dotyczy on
choroby, ktora obecnie jest zaliczana do istotriych schorzen z punktu widzenia zdrowia
publicznego. Choruje na nig ponad 10% dorostych na $wiecie, co np. w Polsce przektada si¢ na
2 mln chorych w populacji powyzej 40 roku zycia. Wérdd przyczyn zgonéw na swiecie, POChP
plasuje si¢ wysoko, na trzecim miejscu. Wspodlczesne strategie profilaktyczno-lecznicze nie sg
w stanie zahamowa¢ obserwowanego w skali globalnej statego wzrostu zachorowan na POChP.
W yjeciu indywidualnym, strategie lecznicze maja tez ograniczong site dziatania i u duzej czeéci
chorych nie sa w stanie zapobiec progresji choroby, ktorej patogeneza nie jest do kofica poznana.

Od lat podkresla si¢ role zapalenia drég oddechowych rozwijajacego si¢ w wyniku wdychania



dymu tytoniowego oraz innych szkodliwych pyléw i gazéw oraz fakt, ze w ztozonym
mechanizmie zapalenia w POChP uczestniczy wiele komorek bedacych zrédlem réznych
prozapalnych cytokin, chemokin, mediatorow stresu oksydacyjnego i enzymow
proteolitycznych, ktorych dziatanie wywoluje i podtrzymuje proces zapalny oraz destrukcje
anatomiczng dolnych drég oddechowych, prowadzac do przebudowy i nieodwracalnego ich
zwezenia. Od dawna w tych procesach duze znaczenie przypisuje si¢ takim komérkom jak
neutrofile i makrofagi, ale w ostatnich latach potwierdzono tez udzial wielu innych
wyspecjalizowanych komorek, jak eozynofile, komérki supresorowe pochodzenia szpikowego
(MDSCs), komérki wydzielnicze uktadu oddechowego (RASCs) i w pojedynczych badaniach
rowniez mastocyty. Praca Doktorantki wychodzac poza gléwne nurty wspolczesnych
naukowych analiz dotyczacych POChP, odnosi si¢ do probleméw patogenezy tej choroby, a
zwlaszcza udzialu mastocytéw w tym procesie.

We wstepie liczacym 24 strony, Doktorantka przedstawita aktualng wiedze na temat
mastocytdw zaczynajac od ich morfologii i dojrzewania, mechanizmdéw zasiedlania tkanek
przez te komorki i ich lokalizacji w tkankach. Podala wspélczesne zasady klasyfikacji
mastocytow oraz omowilta mechanizmy aktywacji tych komorek, zaréwno IgE-zaleznej jak i
IgE-niezaleznej podkreslajac znaczenie w tym procesie réznych receptoréw oraz mediatorow.
Przedstawita dane z z badan in vitro i in vivo na modelach zwierzecych POChP wskazujace na
mozliwos¢ udziatu mastocytéw w patogenezie POChP, poprzez udokumentowany ich wplyw
na takie procesy, jak remodeling, wloknienie i angiogeneza drég oddechowych, Wsrod
mediator6w mastocytéw skoncentrowata si¢ na znaczeniu tyryptazy mastocytarnej, enzymu
proteolitycznego uznanego obecnie za biomarkera aktywacji mastocytéw podkreslajac, ze moze
on odgrywa¢ znaczaca rolg w patogenezie wielu choréb z udzialem tych komérek, a jak
wskazujg dotychczasowe, wstgpne prace dokumentujace zwiazek aktywnosci tryptazy z
parametrami funkcji ptuc (FEV1), moze to dotyczy¢ réowniez POChP. W ostatnim czasie
wykazano, ze u myszy uszkodzenie pluc wywolane dymem tytoniowym moze by¢é
uwarunkowane dzialaniem tryptazy mastocytow aktywowanych dziataniem jednego z
receptoréw toll-podobnych (7oll-like receptor 7). Te i inne przedstawione we wstepie fakty
uzasadniaty, stuszny moim zdaniem, poglad Doktorantki o celowosci podjecia dalszych badan
nad rolg mastocytow w POChP z wykorzystaniem tryptazy, jako markera aktywacji tych
komorek ocenianego u pacjentéw nie tylko w surowicy ale takze réwnolegle w indukowane;j
plwocinie.

Na podstawie tej wiedzy Doktorantka w swej dysertacji sformutowata:

1. Cel glowny — ocena stgZenia tryptazy, markera aktywnodci mastocytéw, w surowicy i
plwocinie chorych w réznych stadiach zaawansowania POChP

oraz 4 cele szczegélowe:



- Analiza zwigzku migdzy stezeniem tryptazy w surowicy i w plwocinie a wybranymi
parametrami klinicznymi POChP.

- Ocena zalezno$ci miedzy stezeniem tryptazy w surowicy i w plwocinie a wybranymi
parametrami funkcji ptuc.

- Ocena korelacji miedzy stezeniem tryptazy w surowicy i w plwocinie pacjentéw z POChP a
parametrami systemowego stanu zapalnego.

W celu realizacji tych badan Doktorantka zaplanowala wykonanie oznaczen w 2-ch
precyzyjnie okreslonych grupach badanych, ktorzy ukoriczyli 40 lat. Na przeprowadzenie badar
uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu (Zgoda nr
376/2005). Pierwsza z tych grup to 51 pacjentéw chorych na POChP rozpoznang na podstawie
kryteriow wg stanowiska GOLD, ktérzy speiali dodatkowe kryteria wlaczenia, tzn. w okresie
ostatnich 3 miesigcy nie mieli zaostrzen choroby, nie stosowali systemowych
glikokortykosteroidéw oraz nie wystgpowaly u nich cigzkie choroby systemowe, jak rowniez
objawy kliniczne pierwotnych zespolow aktywacji mastocytéw. Druga z nich to grupa
kontrolna 18 os6b zdrowych, ktére w okresie ostatnich 3 miesigcy nie przebyly ostrych infekcji,
nie chorowaty na inne cigzkie choroby i réwniez nie miaty objawow klinicznych pierwotnych
zespoléw aktywacji mastocytéw, a wynik ich badania spirometrycznego byl prawidlowy.
Wszystkim badanym wykonano pomiary antropometryczne, spirometrig spoczynkowg, a w
grupie POChP takze spirometri¢ po podaniu leku rozkurczowego. Wszystkim tez pobrano krew
do oznaczenia stezenia tryptazy w surowicy oraz oznaczono parametry morfologii krwi i
stezenie CRP. Réwniez u wszystkich wykonano indukeje plwociny by uzyska¢ materiat do
badania stgzenia tryptazy pochodzacy z narzadu, w ktérym toczy sie proces chorobowy. Do
analizy danych uzyto pakietu statystycznego STATISTICA 13.1. Moim zdaniem przyjety model
badawczy byl przejrzysty, kryteria wigczenia do badan, podziat badanych na grupy, uzyte
metody i badane parametry oraz opracowanie statystyczne nie budza zastrzezen.

Uzyskane wyniki zostaly przedstawione przejrzyscie w 9 tabelach i graficznie na 12
rycinach, ktére omoéwiono w tekscie.

Doktorantka nie stwierdzita istotnych réznic $redniego stezenia surowiczej tryptazy miedzy obu
badanymi grupami, jak rowniez zwigzku surowiczych stezen tryptazy z parametrami
spirometrycznymi badanych. Nie stwierdzila tez zwigzku miedzy stezeniem tryptazy w
indukowanej plwocinie a parametrami funkeji pluc u 0sob zdrowych.

Stwierdzita natomiast, ze stgzenie tryptazy w indukowanej plwocinie w grupie POChP w
poréwnaniu do grupy oséb zdrowych, bylo blisko 2 razy wyzsze. W podgrupie chorych na
POChP z CRP>10 mg/I stgzenie tryptazy w indukowanej plwocinie byto istotnie WYZsze niz w
podgrupie CRP<10 mg/l oraz blisko dwukrotnie wyzsze w podgrupie z FEV1 pre<1,5 1 w
poréwnaniu z podgrupa FEV1 pre>1,5 1. W grupie POChP stwierdzila tez ujemna korelacje



miedzy stezeniami tryptazy w indukowanej plwocinie a warto$ciami wskaznikéw FEV1/FVC
pre i stopniem nasilenia obturacji (FEV1). Nie wykazala istnienia zaleznosci miedzy stezeniem
tryptazy w indukowanej plwocinie a parametrami klinicznymi POChP takimi jak: wywiad co
do palenia tytoniu, nasilenie objaw6w oraz liczba zaostrzeni POChP .

W krotkiej 6-cio stronicowej dyskusji Doktorantka wyczerpujaco odniosta sie do
uzyskanych wynikéw w $wietle danych literatury (178 pozycji). Podkreslila tez, ze ma
swiadomos¢ wielu ograniczefi wnioskowania jakie wynikaly z przyjetych przez nig zatozen
przeprowadzonego badania, takich jak stosunkowo mata liczba badanych, jednoosrodkowy
charakter badan, retrospektywna ocena pacjentéw, waski zakres parametréw klinicznych i
laboratoryjnych. Uwazam to za godny pochwaly wyraz krytycznego sceptycyzmu, ktory
powinien zawsze towarzyszy¢ analizie wynikow badan, §wiadczacy o dojrzatosci naukowej
Doktorantki.

Jednak mimo tych ,,wad”, wynikajacych w czeéci z obiektywnych uwarunkowan, moim

zdaniem, wyniki jej pracy w pelni uzasadniajg wnioski:

1. Podwyzszone stgzenia tryptazy mastocytarnej w plwocinie (pBT) u pacjentéw z POChP
moga wskazywac na bezposredni lub posredni udzial mastocytéw w przebiegu tej choroby.

2. Zwigzek podwyzszonego stezenia pBT w grupie POChP z istotnie podwyzszonym CRP (>

10 mg/l) sugeruje relacje pomigdzy zapaleniem systemowym, a zapaleniem lokalnym w

zakresie drog oddechowych w tej chorobie.

3. Ujemna korelacja pomig¢dzy pBT i odpowiedzia na lek rozkurczowy wskazuje na gorsza
odpowiedz oskrzeli na podstawowe leki stosowane w terapii POChP
4. Wyniki badania wskazujg na zasadnos¢ poszerzenia badan w réznych fenotypach POChP i
réznych stadiach zaawansowania choroby.
Uwazam takze, ze wyniki badan Doktorantki sg interesujace réwniez z innych wzgledow.
Potwierdzaja poglad, ze w przypadku choroby jaka jest POChP dominuja lokalne procesy
zapalne w plucach za co w znaczacy sposéb odpowiadaja mastocyty. Doktorantka udowodnita
tez, ze w takiej sytuacji indukowana plwocina jest materialem zapewniajacym lepszy wglad w
mechanizmy patogenetyczne tak uwarunkowanego lokalnego zapalenia zaleznego od
mediatoréw niz krew. Warto ten ostatni fakt mocniej podkreslaé, bo takie podejécie lepie]
przybliza nas do wlasciwego rozumienia zawilosci patogenetycznych nie tylko POChP ale i
wielu innych chorob.

Praca napisana jest ladna polszczyzna, cechuje ja uporzadkowanie, konkret i zwigzle
formutowanie mysli.

Podsumowujac uwazam, ze Doktorantka z powodzeniem zrealizowata zalozone cele pracy.
Podj¢ta aktualny temat, udowodnita bardzo dobra znajomos¢ poruszanych trudnych probleméw

oraz wykazala si¢ opanowaniem racjonalnej metodologii planowania badan klinicznych z



zastosowaniem nowoczesnego laboratoryjnego warsztatu badawczego do badan materiatu
jakim jest indukowana plwocina. Umiejetnoscei te pozwolily jej na pomysine zrealizowanie
postawionych celow poznawczych, co niewatpliwie wzbogacito oryginalng wspolczesna
wiedzg na temat patogenezy POChP i wskazuje kierunki dalszych badan.

Dlatego podsumowujgc uwazam, ze lek. Agnieszka Kopeé przedstawiajac swa dysertacje
pt. ,,Stezenie tryptazy, markera aktywnosci mastocyta w przewleklej obturacyjnej chorobie
ptuc”, spelnita merytoryczne, zwyczajowe i formalne warunki dla uzyskania stopnia doktora
nauk medycznych okreslone w art. 13 ust. 1 ustawy z dnia 14 marca 2003 r. o stopniach
naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki [Dz. U. Nr 635, poz.
595, z poézn. zm.]

Wobec tego mam zaszczyt wystapi¢ do Wysokiej Rady Dyscypliny Nauki Medyczne
Uniwersytetu Medycznego im. Piastéw Slaskich we Wroclawiu z wnioskiem o
dopuszczenie lek. Agnieszki Kope¢ do dalszych etapéw przewodu doktorskiego i
publicznej obrony pracy.

Uwazam tez, ze z uwagi zawarte w recenzji pozytywne stwierdzenia rozprawa doktorska
lek. Agnieszki Kope¢ pt. ,,Stezenie tryptazy, markera aktywnosci mastocyta w przewleklej

obturacyjnej chorobie pluc” zasluguje na wyroznienie.
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