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rozprawy doktorskiej lekarz Agnieszki Kopeé ,Steienie tryptazy, markera aktywnosci

mastocyta, w przewlekiej obturacyjnej chorobie ptuc”

Przewlekta obturacyjna choroba ptuc (POChP) nalezy obok astmy oskrzelowej do grupy
choréb obturacyjnych ukfadu oddechowego, ktére stanowig istotne obcigzenie dla pacjentdw,
ich rodzin i systemu opieki zdrowotnej. Biorgc pod uwage wyniki badari epidemiologicznych,
czestosé wystepowania POChP w Polsce szacuje sig na okoto 10% populacji po 40 roku zycia.
Obraz choroby wiaze sie z pogorszeniem tolerancji wysitku, czestymi zaostrzeniami, potrzebg
systematycznego stosowania lekéw, a niekiedy w przypadku niewydolnoéci oddechowej,
koniecznoscig zastosowania tlenoterapii domowej. Najistotniejszym czynnikiem ryzyka rozwoju
POChP w Polsce jest bez watpienia palenie tytoniu, a brak skutecznych dziatan w zakresie
zdrowia publicznego, w tym programéw walki z nafogiem, skutkuje utrzymywaniem sig
niekorzystnych trendéw epidemiologicznych. Celem terapii POChP jest redukcja nasilenia
objawdéw, w tym w szczegolnosci dusznosci, poprawa tolerancji wysitku i zmniejszenie liczby
zaostrzen choroby. Warto podkresli¢, ze zmiany w ukfadzie oddechowym wywotane dymem
tytoniowym sg w praktyce nieodwracalne, a podstawg walki z POChP jest prewencja pierwotna,
rzucenie natogu palenia oraz utrzymanie optymalinej wydolnosci uktadu oddechowego.
W praktyce POChP jest chorobg przewlekts, nieuleczalng a w obrazie klinicznym czgsto
obserwuje sie stopniowg progresje objawéw. Biorgc pod uwage kluczowy czynnik etiologiczny —
palenie tytoniu, charakterystyczne jest rowniez wspotistnienie choréb takich jak choroby uktadu
krazenia, rak ptuca, nadciénienie tgtnicze, osteoporoza, zaburzenia stanu odzywienia, ostabienie
mieéni, kacheksja, zaburzenia lipidowe i wiele innych. Poznanie mechanizméw zwigzanych
z rozwojem POChP jest kluczem do wdrozenia skutecznych metod diagnostyki i terapii. Stad
wybdér tematu badar doktorantki — ocena funkcji mastocytéw w POChP ma istotne znaczenie
z punktu widzenia wiedzy medycznej.

Rozprawa doktorska lekarz Agnieszki Kope¢ pt. ,Stezenie tryptazy, markera aktywnosci
mastocyta, w przewlekiej obturacyjnej chorobie ptuc”” sktada sie z 88 stron maszynopisu,

zawiera 9 tabel, 12 rycin i 178 pozycji dobrze dobranego pismiennictwa. Praca napisana jest
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w sposob przejrzysty, poprawnym jezykiem co utatwia zapoznanie sig z materiatem badawczym,
a liczne ryciny i tabele poteguja walor edukacyjny opracowania. Praca ma typowy dla rozpraw
doktorskich uktad. Sktada sie z nastgpujacych rozdziatow: wstepu, celu pracy, materiatu
i metodyki, wynikéw, ich omdwienia w dyskusji, opisu ograniczen pracy, wnioskow, streszczenia
w jezyku polskim i angielskim oraz pismiennictwa.

We wstepie szeroko oméwiono podstawowe zagadnienia zwigzane z komorkami
tucznymi (mastocytami, MC), w tym przedstawiono ich morfologie i dojrzewanie, mechanizmy
sasiedlania tkanek, lokalizacje tkankowa, receptory, zasady aktywacji i multipotencjalnego
dziatania. Dotychczasowe badania pozwolity na ustalenie istotnej roli MC w takich procesach
fizjologicznych jak mechanizmy obrony przeciw drobnoustrojom (bakteriom, wirusom,
pasozytom), regeneracji tkanek, prokreacii, utrzymania homeostazy nabtonkéw czy funkcji
regulacyjnych odpornosci swoistej i nieswoistej. Obecnie nie ma watpliwosci, ze reakcje
immunologiczne, w ktdrych biorg udziat MC, moga prowadzi¢ do amplifikacji procesu zapalnego,
remodelingu tkanek i rozwoju przewleklego zapalenia, lezgcego u podtoza wielu chorob, w tym
choréb obturacyjnych uktadu oddechowego. Wigcej miejsca poswiecono omowieniu tryptazy,
ktéra stanowi najliczniejsza grupe biatek wytwarzanych przez komorki tuczne a jej stezenie
uznawane jest za marker aktywacji, ktéry ponadto odzwierciedla catkowita pulg komérek
tucznych w organizmie. Warto podkresli¢, ze tryptaza jest silnym czynnikiem wzrostu dla
fibroblastow, komérek érédbtonka i miocytéw, stad moze odgrywa¢ znaczenie
w patomechanizmach POChP. W odrebnym rozdziale Doktorantka przedstawita zagadnienia
zwigzane z POChP, w tym epidemiologig, definicje i procesy lezace u podtoza rozwoju tej
jednostki chorobowej. Szczegdlng uwage zwrécono na nowe odkrycia m. in. komdrek
supresorowych pochodzenia szpikowego (MDSCs) oraz komérek wydzielnicznych uktadu
oddechowego (RASCs). Doktorantka podsumowata, ze pomimo ugruntowanej wiedzy na temat
patomechanizméw POChP caly czas pojawiajg sig nowe doniesienia naukowe poszerzajgce nasze
rozumienie omawianych zjawisk.

Ciekawe, zdaniem recenzenta, jest przedstaw-ienie potencjalnej roli mastocyta w POChP.
Pomimo strategicznej lokalizacji w uktadzie oddechowym i uwalnianiu przez te komorki szeregu
mediatoréw wplywajacych na zapalenie, przebudowe drég oddechowych, widknienie
i angiogeneze, wydaje sig, ze ich znaczenie w patomechanizmach POChP byto dotychczas
niedoceniane. Doéwiadczenia in vitro i w modelach zwierzecych wykazaly indukowany przez
mastocyty naptyw neutrofiléw do drég oddechowych. W modelach ekspozycji zwierzat na dym

papierosowy obserwujac typowy obraz histopatologiczny POChP, potwierdzono wzrost liczby
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komarek tucznych i zwiekszenie ekspresji szeregu cytokin prozapalnych. Kromoglikan sodu,
stabilizator mastocytow, zmniejszat naciek zapalny, w tym liczbg komédrek tucznych. Dotychczas
opublikowane wyniki badar in vivo nie pozwalajg na wyciagniecie jednoznacznych wnioskow.
Niektérzy badacze wiazg mastocyty z rozwojem fenotypu POChP z rozedmg $rédzrazikows.
Oceniano réwniei potencjalne znaczenie subpopulacji mastocytow bogatych w chymazeg
i tryptaze (komérki MCrc), wigiac te komérki z cigzka obturacjg i przebudowg (remodelingiem)
drég oddechowych. Analiza stgzenia tryptazy, gtéwnego mediatora mastocytow, we krwi lub
w indukowanej plwocinie, moze stanowi¢ biomarker aktywnosci i liczebnosci populacji tych
komérek w POChP. Doktorantka, analizujgc dostepne pismiennictwo wskazata, ze steienie
tryptazy w plwocinie jest wyisze u chorych, w poréwnaniu z osobami zdrowymi, i wydaje sig
korelowaé z parametrami wydolnosci uktadu oddechowego, a ponadto rosnie w zaostrzeniach
POChP i obniza sie po leczeniu. Doktorantka podsumowata, ze brak jest kompleksowych badan
oceniajacych steienie tryptazy i powigzanie tego biomarkera z parametrami klinicznymi
i czynnosciowymi. Stad jako gtéwny cel swoich badan wybrata ocene stezenia tryptazy
w surowicy i plwocinie w réznych stadiach zaawansowania POChP. Jako cele szczegdtowe
wymieniono analize zwigzku pomiedzy stezeniem tryptazy w surowicy i plwocinie a wybranymi
parametrami klinicznymi, funkcjg ptuc i parametrami systemowego stanu zapalnego.

Do badania zakwalifikowano 69 oséb z czego 51 stanowito grupg pacjentow
z rozpoznaniem POChP, a 18 grupg oséb zdrowych, aktualnych lub bylych palaczy tytoniu.
Uzyskano zgode komisji bioetycznej na przeprowadzenie badania. Przedstawiono cechy
demograficzne analizowanych grup. Jako kryteria oceny klinicznej uwzgledniono wywiad
zaostrzeh oraz nasilenie objawéw oceniane za pomocg powszechnie stosowanych skal CAT lub
mMRC. U wszystkich pacjentéw wykonano pomiary masy ciata, wzrostu, badania czynnosciowe
uktadu oddechowego, pobrano krew w celu oznaczenie stgzenia tryptazy, morfologii i CRP.
Badanie spirometryczne wykonano zgodnie z powszechnie akceptowanymi standardami,
a stopieri nasilenia obturacji zdefiniowano w zgodzie‘ze standardami GOLD. Procedure indukcji
plwociny wykonano zgodnie z rekomendacjami Polskiego Towarzystwa Chordb Ptuc. Do
oznaczenia stezenia tryptazy wykorzystano metode ImmunoCAP, a pozostate oznaczenia
parametréw morfologii oraz CRP wykonato laboratorium USK we Wroctawiu. Analiza
statystyczna przeprowadzoné zostata z wykorzystaniem prawidtowo wybranych narzedzi za
pomocg programu Statistica 13.1.

Podsumowujac wyniki badania w pierwszej kolejnosci przedstawiono charakterystyke

badanej grupy. Doktorantka zwrdcita uwagg na fakt, ze érednia liczba paczkolat w wywiadzie
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byta istotnie wyzsza w grupie chorych w poréwnaniu z dobrang kontrola. Istotne roznice
stwierdzono analizujgc parametry stanu zapalnego (CRP i WBC). Opisano szczegotowo
charakterystyke kliniczna badanej populacji chorych. Stwierdzono istotnie wyisze steienie
tryptazy w plwocinie a nie w surowicy chorych na POChP w poréwnaniu z grupa kontrolng.
Stezenie tryptazy w surowicy nie wykazywato istotnej korelacji z wiekiem, BMI oraz paleniem
tytoniu. W przypadku tryptazy w plwocinie obserwowano ujemna korelacje z liczba paczkolat.
Istotnie wyisze stezenia tryptazy w plwocinie obserwowano u kobiet i chorych na POChP
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie wykazano zaleznosci pomiedzy stezeniami tryptazy
w plwocinie i surowicy a czasem trwania objawdw, parametrami ciezkosci klinicznej, czy liczbg
zaostrzen choroby. Analizujac potencjalne zaleinosci z parametrami stanu zapalnego
stwierdzono, ze w podgrupie pacjentéw z poziomem CRP powyzej 10 mg/L stezenie tryptazy
w plwocinie byto istotnie wyisze. Wykazano ujemng korelacje pomiedzy steieniami tryptazy
w plwaocinie a parametrami wydolnosci uktadu oddechowego takimi jak: FEV1, FEV1 wyrazonym
jako procent wartosci naleinej oraz FEV1/FVC. Stezenie tryptazy w plwocinie bylo istotnie
wyzsze w podgrupie pacjentéw z FEV1 ponizej 1,5L. Co ciekawe nie wykazano istotnych réinic
w stezeniach tryptazy w surowicy i plwocinie w zaleznosci od stosowanego leczenia
przeciwzapalnego (glikokortykosteroidy wziewne).

Doktorantka w dyskusji przedstawita i krytycznie przeanalizowata wyniki swoich badan
uwzgledniajac dane z dostgpnego pismiennictwa. Jednoznacznie wykazano, ze stezenie tryptazy
w plwaocinie lepiej odzwierciedla potencjalne zaangazowanie mastocyta w badane procesy,
w poréwnaniu ze stezeniem tego biomarkera w surowicy, a podwyzszony poziom tryptazy moze
wskazywa¢ na udziat komorek tucznych w patomechanizmach lezgcych u podfoza rozwoju
obrazu klinicznego POChP. Doktorantka sugeruje, ze kluczowa dciezka aktywacji sg raczej
mechanizmy IgE-niezaleine, by¢ moze z uwzglednieniem alarmin lub receptora AhR.
W opisywanym badaniu stwierdzono pewng korelacje poziomu tryptazy z wartosciami CRP,
ktére traktowane jest jako wyktadnik zapalenia systemowego i wigzane ze stopniem ciezkosci
POChP oraz typowych wspoichorobowosci. Dokto;'antka wykazata bezposrednia korelacje
miedzy stezeniem tryptazy w plwocinie a upooéledzeniem parametréw wydolnosci uktadu
oddechowego u chorych na POChP, a uzyskane wyniki s3 spéjne z wezesdniejszymi publikacjami.
Co ciekawe zasugerowano, e w przysziosci stezenie tryptazy w plwocinie moze wskazywac na
koniecznoéci intensyfikacji terapii u chorych na wczesniejszym etapie rozwoju POChP.
Doktorantka stusznie zauwaiyta, ze zaskakujacy w opisywanych wynikach byt brak istotnych

korelacji stezen tryptazy z parametrami opisujacymi obraz kliniczny POChP, w tym z liczbg
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zaostrzeri czy nasileniem objawéw choroby. Jako ograniczenia pracy zwrdcono uwage na zbyt
niska liczbe analizowanych pacjentéw oraz brak oceny innych populacji komérek, co zapewne
utatwito by wnioskowanie, migdzy innymi w zakresie obrazu zaostrzen choroby. We wnioskach
koricowych podkreslono, ze uzyskane wyniki wskazujag na potencjalny udziat mastocytéw
w patomechanizmach POChP, zaobserwowano zwigzek stezenia tryptazy z cechami zapalenia
systemowego oraz ujemng korelacje z odpowiedzig na lek rozkurczowy. Cenne byto by
poszerzenie badan w innych fenotypach i stadiach zaawansowania POChP.

Do niewatpliwych zalet pracy nalezy zwrécenie uwagi na ciekawy, a dotychczas
niedoceniany aspekt roli mastocytow w patomechanizmach rozwoju POChP. Bardzo obszernie
i doktadnie oméwiono we wstepie zagadnienia zwigzane z morfologia, dojrzewaniem i aktywacja
mastocytéw oraz ich potencjalng rolg w procesach lezacych u podioza rozwoju POChP. Jasno
i poprawnie zdefiniowano cele pracy, do ktérych prawidtiowo dobrano metody badawcze,
zgodne z powszechnie akceptowanymi standardami. Dobér grupy kontrolnej jako oséb palacych
lub bytych palaczy bez obrazu klinicznego rozwinietego POChP jest ciekawym rozwigzaniem
dazacym to homogennosci wptywu ekspozycji na badany parametr. Wykazano znaczenie
nowego biomarkera oraz wysunigto hipotezg o jego potencjalnym znaczeniu dla wczesniejszej
i adekwatnej interwencji terapeutycznej. Cenne jest, moim zdaniem, wykazanie przewagi
oznaczeri w materiale biologicznym powigzanym z miejscem toczacego sie procesu zapalnego,
w przeciwienstwie do oznaczen w surowicy, ktére czesto nie uwzgledniajg ztozonych proceséw
toczacych sie w catym organizmie. Jako ograniczenia Doktorantka podaje liczebnos¢ badanej
grupy, ale biorgc pod uwage pracochtonnos¢ i obcigzenia wynikajace z procedury indukgcji
plwociny jest to duie osiggnigcie organizacyjne. Gorgco zachecam doktorantke do publikacji
wynikéw pracy, gdyz stanowi ona cenny wktad w naszg wiedze dotyczaca patomechanizméw
POChHP.

Krytycznie analizujgc przedstawiong do recenzji prace uwazam, ze pomimo bardzo
obszernego opisania potencjalnie réznych fenotypéw, kliniki, patomechanizméw ograniczeniem
prezentowanej analizy jest brak korelacji tryptazy z parametrami rozedmy, ocenianej nie tylko w
badaniach obrazowych, lecz chocby za pomocg cech rozdecia w badaniu
bodypletyzmograficznym, ktére stanowito by proste uzupetnienie prezentowanego projektu
badawczego. Opisujac ograniézenia badania doktorantka stusznie zwrécita uwage na liczebnos¢
grupy, ale biorac pod uwage praktyczne aspekty (procedura indukcji plwociny) wydaje sig,
se istotniejszym mankamentem jest brak rozwaine] selekcji jednego, konkretnego, dobrze

zdefiniowanego i dobrze wybranego na podstawie przytaczanych przez Doktorantke
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wezeéniejszych publikacji fenotypu/endotypu POChHP. Byé moie utatwito by to wykazanie ja

korelacji i roli mastocytow W badanych procesach. Przy tak czasochtonnej i obcigzajacej

procedurze jaka jest indukcja plwociny cenne byto by nie tylko oznaczenie w dostgpnym

materiale liczby eozynofilow, ale tez innych biomarkeréw np. wspominanych w pracy alarmin.

W dyskusji nie odniesiono sie do niektérych obserwowanych wynikow. Skad potencjalnie

wynikaja réznice pomiedzy picia meska a zeriska? Ponadto, opisujac rolg biomarkera zawsze
warto przytoczy¢, o ile sg dostepne, dane dotyczace uwarunkowan genetycznych i ich wptywu
na stezenia analizowanego parametru. Przedstawione wyniki analizowano za pomocg prostych
metod statystycznych. Obecnie, biorgc pod uwage zlozone aspekty homeostazy organizmu
cztowieka i nasza wiedze dotyczacq powigzan i wzajemnych ztozonych korelacji szeregu
czynnikow,  powszechnie akceptowane metody  statystyczne uwzgledniaja  analizy
wieloczynnikowe badanych parametrow klinicznych i biomarkeréw. Metoda regresji wielorakiej,
dostepna w wykorzystanym oprogramowaniu, powinna zostaé zastosowana do analizy wynikow
prezentowanego projektu. Przedstawiona w Tabeli |l analiza statystyczna cech demograficznych
i historia palenia tytoniu to juz wynik pracy (rozdziat 4) do ktdrej chyba Doktorantka odnosi sig
za pomoca sformutowania Jtabela 3.1” na stronie 41. Powyzsze sugestie i drobne uwagi
edytorskie nie wptywaja na wysoka ocene merytorycznej wartoéci przedstawionej mi do recenzji
pracy.

Podsumowuijac, jako recenzent pracy stwierdzam, ze lekarz Agnieszka Kope¢ w swojej
rozprawie doktorskiej wiasciwie okreélita cele badawcze, starannie przeprowadzita badania
i wyciagneta odpowiednie wnioski. Wysoko oceniam pomyst, zaangazowanie Doktorantki,
warsztat badawczy oraz sposéb krytycznej dyskusji osiagnietych wynikéw. Nie mam watpliwosci,
ze przedstawiona mi do recenzji rozprawa doktorska spetnia warunki 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 65, poz. 595, z péZi. Zm). Zwracam sig do Rady Dyscypliny
Nauki Medyczne Uniwersytetu Medycznego we Wroctawiu z wnioskiem o dopuszczenie lekarz

Agnieszki Kopeé do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
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