Wy lH:plr'Hﬁ.‘.

dr hab. n. med. Komnel Szezygielski

Klinika Otolaryngologii i Onkologii Laryngologiczne)
z Klinicznym Oddziatem Chirurgii Czaszkowo- Szczekowo- Twarzowej

Wojskowy Instytut Medyczny - Panstwowy Instytut Badawczy

RECENZIA

Rozprawy doktorskiej mgr Katarzyny Piszczatowskiej

Tytut pracy: ,Rola szlaku TGFB1/Smad2/3, CNPazy i matych pecherzykow
zewngtrzkomorkowych w patogenezie przewlektego zapalenia zatok
przynosowych”

na stopien naukowy doktora nauk medycznych i nauk o zdrowiu w
dyscyplinie nauki medyczne.

Promotor: dr hab. n. med. Mirostaw Szczepanski



Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska mgr Katarzyny Plszczatowskie] dotyczy
niezwykle aktualnego | zioonege problemu przyczyn powstawania przewlektego zapalenia
zatok przynosowych {PZZP), jednostki chorobowej o znaczgoym wplywle na jakosc fycia
pacjentdw oraz znacznym udziale w kosztach opieki zdrowotnej. Patogeneza tego schorzenia
pozostaje weigt nle w pelni poznana, a badania nad jego melekularnymi mechanizmami
mog3 otworzyé nowe perspektywy terapeutyczne. Temat podjety przez Doktorantke wpisuje
sig w ten nurt i tgczy nowoczesne metody badawcze z praktycznym zastosowaniem
klinicznym.

Rozprawa ma charakter pracy opartej na cyklu publikacji | zawiera dwa artykuty pogladowe
oraz jedng prace oryginalna. We wszystkich publikacjach mgr Katarzyna Piszczatowska
wystepuje jako plerwsza autorka | w jednym jako rdwnorzedna pierwsza autorka), co
swiadczy o jej dominujgcym udzlale w przygotowaniu, prowadzeniu oraz opracowaniu
badan. Wszystkie publikacje zostaty opublikowane w recenzowanych czasopismach o
uznanym dorobku naukowym.

Szczegolowe dane dotyczace publikacji:

1. Piszczatowska K, Czerwaty K, | wsp. "The emerging role of small extracellular vesicles
in inflammatory airway diseases”. Diagnostics. 2021

2. Czerwaty K, Piszczatowska K, | wsp. "Immunoclogical aspects of chronic
rhinosinusitis”. Diagnostics. 2022

3. Piszczatowska K, Czerwaty K, | wsp. ,Evaluation of CNPase and TGFB1/5mad
signaling pathway molecule expression in sinus epithelial Tissues of patients with
chronic rhinosinusitis with (CRSwWNP) and without nasal polyps(CRSsNP)®. Journal of
Personalized Medicine. 2024

Uktad rozprawy jest przejrzysty | odpowiada standardom przewidzianym dla tego typu prac.
rawiera wstep, streszczenia w jezyku polskim i angielskim, wykaz skrotow, cele | zatozenia
pracy, przeglad literatury, kopie publikac]i, pedsumowanie | wnioski, a takie dokumentacje



formalng w tym opinie komisji bioatycznej oraz oswiadczenia wspdtautordw. Pod wzgledem
edytorskim praca prezentuje sie bardzo dobrze i jest napisana poprawnym jezykienm
naukowym.

W bardzo rozbudowanym Wstepie Doktorantka kompleksowo omawia wspolczesny stan
wiedzy dotyczacy immunologii PZZP. Przedstawia szczegdlowo definicje, objawy oraz
charakterystyke tej heterogennej jednostki chorobowej, wskazujac na jej dwie formy
kliniczne oraz podziaty fenotypowe | endotypowe. Omawia budowe anatomiczng, funkcje
zatok przynosowych oraz nablonka oddechowego. Przyblitajac patogeneze PZZP Autorka
podkredla znaczenie nablonka gornych drég oddechowych, stanowigcego role swolstego
filtru i strukturalnej oraz funkcjonalne] bariery ochronnej dziatajacej dzieki wspdtdziataniu
wielu, zlotonych mechanizmdw. Przedstawione zostajg fazy | interakeje czynnikdw biorgcych
udziat w odpowiedzi immunologicznej, przeglad substancji oraz komdrek biorgcych udziat w
wwalczaniu patogendw wnikajgcych w obreb blony sluzowej, Podkreslony 1ostaje rosngcy
udzial cytokin typu 2 (IL-4, IL-5, IL-13} w rozwoju choroby, jak rdwniei znaczenie eozynofilii
tkankowaj, prrebudowy nabtonka i angiogenery. Doktorantka zauwaia role przeciwciata
monoklonalnego skierowanego przeciwko IL-5 w leczeniu PZZP 2 polipami nosa w postaci
Mepolizumabu, nie wspomina jednak o innych prreciwciatach monoklonalnych, ktdrych
skutecznosc wykazano na tyle, ie znalazty sie nawet w programach lekowych dostepnych
chorym w Polsce. W kolejnych rozwataniach wspomnlane zostaja rola mikroblomu i biofilmu
oraz zmian strukturalnych w warstwie nabfonka oddechowego oraz warstwy
podnablonkowej, ktdre w badaniach histopatologicznych wykazujg roznice u chorych PZZP z
polipami nosa i bez nich. W osobnym podrozdziale opisano role matych pecherzykdw
zewngtrzkomdrkowych- zwanych rdwnie? egzosomami- uwalnianych do plyndw ustrojowych
wraz bagatem pod postacia biatek, lipidéw, receptordw, kwasow nukleinowych i réinego
rodzaju metabolitdw. Ze wizgledu na niesiony przez nie fadunek molekularny stanowig one
ostatnimi czasy przedmiot iywego zainteresowania badaczy, w tym rdwniei zajmujacych sie
patogenezy PZZP, ze wigledu na ich obecnosé zardwno w obrebie biony Sluzowej,
poptuczynach z nosa i zatok, jak | we krwi obwodowej. W literaturze wykazano istotng role
egrosomow w przebiegu takich procesdw jak angiogeneza, proliferacja komdrkowa,
przebudowa tkankowa czy mechanizmy obronne opisujac wyniki badan na materiale
klinicznym pobranym od chorych 2 PZZP.

Szczegdlng uwage Doktorantka podwieca roli szlaku TGFB1/5mad2/3 w patogenezie PZZP. W
addzielnym rozdziale Wstepu omdwione jest dzialanie cytokiny TGFPL, ktdrej funkcja zalety
od rodzaju wydzielajgcych jg komédrek, érodowiska | okolicznodcl, w ktorych dziala. W sposcb
ezytelny Autorka opisuje procesy aktywac)i, funkcje i powigzania tego bialka z receptorami
oraz przenoszenie sygnatu z cytoplazmy do jgdra komdrkowego, w ktdrym nastepuje
regulacja ekspresji gendw odpowiedzialnych min. za ekspresjeg biatek tworzacych potaczenia
miedzykomdrkowe oraz przeksztaicenia fibroblastdw nosowych w miofibloblasty [ innych
modyfikacji tkankowych zachodzacych w przebiegu PZZP. W kolejnych podrozdziatach
Autorka sygnalizuje znaczgcy role adenozyny- endogennego nukleozydu biorgcego udziat w
wielu fizjologicznych i patologicznych procesach wewnatrz i zewngtrzkomarkowych, oraz
Sciezek molekularmnych powigzanych z cAMP{cyklicznym monofosforanem) w patogenezie
chordb zapalnych gérnych drdg oddechowych. W przystepny sposob- rowniez za pomocy
obrazowych rycin- Doktorantka wyjasnia jak dochodzi do powstania adenozyny 2 rozpadu
mRMNA przy udziale CNPazy jako enzymu metabolizujgcego, ktdrej- jak wykazano w



literaturze- obnizenie stetenia mote prowadzié do wiekszego wydzielanla opisanych
wezesniej- egzosomdw- nodnikdw sygnaldw zapalnych | mediatorow migdzykomarkowych
bioracych udziat w patogenezie PZIP.

Calosié odbioru i przystepnodci obszernego tekstu Wstepu moie zaburzad mnogosc skrotow i
brak ich rozwiniecia w tekécie, takich jak: ERK, p38 MAPK, JNK, NF-xB, PI3K/ AKT lub
JAK/STAT. Na obrone autorki niech swiadczy jednak fakt prawidtowego ich objasnienia w
Wykazie skrotdw oraz w tekstach zataczonych kopli publikacii.

Na podstawie opisanych we Wstepie danych literaturowych opisujacych role ukladu
immuneologicznego, biatek TGFR1, Smad2, pSmad3, CNPazy oraz egzosomaw, w schorzeniach
zwigzanych z przewlektym stanem zapalnym i przebudows tkankowy Doktorantka stawia
hipoteze, ie czynniki te uczestniczg réwniez w patogenezie przewleklego zapalenia zatok

przynosowych,
Definiuje cele pracy jako:

1. Ocena roli ukladu immunelogicznego | egzosomow w patogenezie
prrewlekiego zapalenia zatok przynosowych z polipami i bez polipdw.

2. Ocena ekspresji nabtonkowe| bialek TGFR1, Smad2, pSmad3, CNPazy oraz jej
znaczenia klinicznego jako potencjalnego biomarkera u pacjentdw z
przewlektym zapaleniem zatok przynosowych 2 polipami i bez polipdw.

Omdwienie zataczonych publikacji

Pierwsza 2 publikacji byta pracg oryginalng badajaca role szlaku TGFR1, Smad2, pSmad3,
CMPazy u chorych z przewlektym zapaleniem zatok przynosowych. Badania przeprowadzono
na prébkach tkanek pechodzacych od 43 pacjentow z przewleklym zapaleniem zatok
prrynosowych w tym 20 z polipami nosa (PZZPzPN) | 23 pacjentdw bez polipdw, ktorzy
zostali zakwalifikowani do leczenia operacyjnego. Kryteria kwalifikacji do grupy badawczej
byly jasno akredlone, a w analizach uwzgledniono dane kliniczne pacjentow, w tym przebieg
choroby oraz wskazania do zabiegu. Grupa kontrolna sktadala sie z B pacjentdw poddanych
operacjom nosa z innych wskazan, bez cech zapalenia zatok. Na przeprowadzenie badania
uzyskano zgode lokalnej komisji bloetycznej. Wszyscy chorzy wypehili kwestionariusz SNOT-
20 oraz zostali zbadani pod katem wystepowania objawdw zgodnie  EPOS 2020. Analizy
stetenia biatek TGFR1, Smad2, pSmad3, CNPazy przeprowadzono stosujac metode
immunohistochemiczna, w celu oceny koekspresji TGFE1 oraz CNPazy zastosowano analize
immunoflucresecencying. Za pomocy analizy immunohistochemiczne) Autorzy pracy
wykazali dodatnig ekspresje TGFR1, Smad2, pSmad3 oraz CNPazy w nablonku oddechowym
oraz naclekach zapalnych zlokalizowanych w warstwie podnablonkowej u pacjentdw ze
wszystkich trzech grupach: PZZPbP, PZZPzP | grupy kontrolne]. Poziom ekspresji Smad2 byt
wyiszy w przypadku pacjentdw z PZZPbP niz PZZPzP | kontrolnych, pSmad3 | TGFB1 wyiszy u
PZZPzP nit kontrolnych, natomiast poziom CNPazy byl nitszy u pacjentéw PZZPbP nii
kontrolnych. Dodatkowo, zaobserwowano pozytywna korelacje pomigdzy ekspresjg CNPazy i



TGFP1 u pacjentow PZZPbP, co sklonito Autordw do wykonania barwienia
immunofluorescencyjnego, w ktdrym zauwatono kolokalizacje obu biatek w obszarze
nabtonka. Uzyskane wyniki sugeruja moiliwe wspdldziatanie scieiki TGFR1 | CNPazy
nieapisane do tej pory w przypadku patogenezy PZZP. Jak zauwaza Doktorantka, jak
dotychczas nikt w pismiennictwie swiatowym, nie wykazal ekspresji CNPary w nabtonku
gornych drdg oddechowych pochodzacym z zatok przynosowych, wiec doniesienia te moina
traktowad jako pionierskie.

W toku badan zaobserwowano takie podwyiszony poziom eozynofilii we krwi u chorych z
polipami w pordwnaniu do grupy kontrelnej oraz jej pozytywna korelacje z TGFBL. Pedobnie
podwyiszony poziom eozynofili obecnych we krwi korelowal dodatnio z poziomem ekspresji
nabtonkowej CNPazy zardwno w przypadku chorych PZZP z polipami nosa, jak i bez polipow.
W wyniku analizy statystyczne] wykazano rdéwnlei pozytywna korelacjg pomigdzy
nablonkowa ekspresja TGFB1, Smad | pSmad3, a wybranymi symptomami PZZP, co moie
sugerowad ich role w przebudowie tkanki i znalazio istotne statystycznie przefoienie na
samopoczucie chorych.

Wyniki pomiardw przprowadzonych przez Autordw badania wykazaty pozytywng ekspresje
TGFR1, Smad2, pSmad3 oraz CNPazy w nablonku oddechowym pacjentow z przewleklym
rapaleniem zatok oraz grupy kontrolnej, lecz zaohserwowane statystycznie istotne rainice w
poziomie ekspresji poszczegdinych antygendw pomiedzy grupami pacjentow, moga
sugerowac ich moiliwe odmienne zaangaiowanie w poszczegolnych endotypach choroby.
Jednak wnioskowanie, ze CNPaza, mote priyczyniac sie do regulacjl wydzielania egozosmow,
ktore de facto nie byty przedniotem obecnego badania uwaiam za zbyt Smiate rozwaiania
teoretyczne, ktére naleiatoby udowodnic w toku kolejnych, rzetelnych analiz
laboratoryjnych. Nie moina zaprzeczyt jednak stusznodel domniemywan, 2e przeprowadzone
w ramach pracy doktorskiej badania moga otworzyt scieike do odkrycia niepoznanych dotad
mechanizméw patogenezy choroby, ustalenia specyficznych dla danego endotypu
biomarkerow i w przysziosci skutecznigjszych metod diagnostycznych oraz terapeutycznych.

W pierwszym z artykuldw pogladowych zalgczonych w dysertacji Doktorantka wraz z
zespolemn, obszernie opisuje doniesienia literaturowe na temat immunologicznych aspektdw
PZZP. Podkreslajac zlotonosé procesdw prowadzaeych do rdéinych form endotypowych tego
schorzenia. W nastepujacych po sobie, systematycznie opisywanych podrozdziatach artykulu
przedstawiano kolejno: strukture i funkcje nablonka drdg oddechowych, jako pierwszej linii
obrony zatok przynosowych, jego elementy wydzielnicze, chemosensoryczne wiasciwosc
komdrkowe, znaczenie receptordw TLRs i roli hipoksji w powstawaniu polipéw nosa. Opisano
w sposib czytelny etapy zardwno odpowiedzi wrodzonej oraz role blorgeych w niej udzial
komdrek odpornodciowych takich jak: limfocyty, neutrofile, monocyty, makrofagi, bazofile,
komarki tuczne | eozynofile, jak | odpornodcl nabyte] z udziatem komarek dendrytycznych,
komdrek Ti B. Przedstawiono rawniet inne aspekty patogenezy PZZP z uwzglednieniem roli
protein HMGB1, procesu remodelingu tkankowego oraz neurozapalenia i roli egzosomow,
jako nowopojawiajacych sle aspektdw w badaniach nad mechanizmami chordb zapalnych
drég oddechowych. Czeici opisowe uzupetnione s3 o ciekawe ryciny, w ktérych w sposdb
graficzny Autorzy przedstawili mechanizmy zaangaiowane w patogenezg PZZP, co utatwia
orientacje w tych niezwykle floionych procesach. Na uwage zastuguje fakt bardzo obszernej



bibliografi, zawierajace] ponad 160 pozycji, co swiadczyd moie o ogromie pracy wloionej w
przygotowanie artykutu,

Drugi artykul przegladowy stanowi niejako kontynuacje rozwaian zawartych w poprzedniej
pracy pogladowej i skupia sie na podsumowaniu dotychczasowej wiedzy o roli egzosomow w
patogenezie PZZP. W pracy dokonano szerokiej analizy literatury dotyczace] biogenezy,
klasyfikacji, funkeji | potencjatu diagnostycznego tych matych pecherzykow
zewngtrzkomdrkowych w chorobach zapalnych gérmych drog eddechowych. Autorzy
wskazali, e pecherzyki te uczestnicza w transportowaniu cytokin, RNA, biatek | innych
czgsteczek zaangatowanych w odpowied? rapalng, a ich zawartosc moie rdinic sie w
zaleznodci od rodzaju komdrek irddiowych oraz stanu zapalnego. Szczegolnie podkredlono
moiliwosé wykorzystania egrosomdw jako biomarkerdw w diagnostyce PZZFzPN oraz jako
noénikdw terapeutycznych w przysztodcl. Przeglad uwzgledniat rdwniei ograniczenia
ohecnych metod izolacjl | charakterystyki pecherzykdw, zwracajac uwage na potrzebe
standaryzacji protokotow badawczych. Artykuf zostat dobrze udokumentowany cytatami z
obszernej, aktualnej literatury | opatrzony licznymi rycinami | tabelami podsumowujgcymi
wyniki badan oryginalnych z ostatnich lat. Jest to wartosciowy wkiad w rozwdj wiedzy w tej
dziedzinie i stanowi cenne uzupelnienie czgici eksperymentalne| dysertacji. Opisane
zagadnienia to obszar Intensywnle badany, a publikacja moke stuiyc jako punkt wyjscia do
dalszrych analiz | planowania przyszbych projektdw badawczych.

W czesci "Podsumowanie i wnioski® Autorka pokrotce przedstawia informacje zawarte w
zalgczonych pracach przegladowych oraz zwraca uwage na szczegélng role sciezek
TGFB/Smad i HMGE1/RAGE oraz egrosomow, ktdre zaangazowane 53 w przebudowe tkanki
towarzyszgcy PZZP. Uzasadnia dalsze zainteresowanie i koniecznosc badan nad wyiej
wymienionymi czynnikami | mechanizmami, ktdre formutuje w postaci celow do niniejszej
rozprawy. O ile cel gldwny nr.2, czyli ocena ekspresji nablonkowej bialek TGFR1, Smad2,
pSmad3, CNPazy oraz jej znaczenia klinicznego jako potencjalnege biomarkera u pacjentdw z
przewlekiym zapaleniem zatok przynosowych z polipami i bez polipdw zrealizowano na
podstawie badan wilasnych, majjcych szanse by¢ bardzo wartosciowymi i rokujgcymina
przyszlost ciekawymi kierunkami dalszych prac badawczych, o tyle cel nr.1, czyll ocena roll
uktadu immunologicznego i egzosomdw w patogenezie przewleklego zapalenia zatok
przynosowych z polipami i bez polipdw zostal zrealizowany na podstawie przegladu
literatury swiatowej, co zacheca do stawlania nowych hipotez badawezych | projektowania
dalszych badar oryginalnych.

Jak stusznie Doktoantka zauwaia, w celu potwierdzenia potencjalnej moiliwosci
zastosowania utyskanych wynikdw dotyczacych badanych antygenow jako biomarkerdw
choroby, naleiy przeprowadzic analize z wigczeniem naczgco wigkszej ilosci chorych oraz
pacjentdw stanowiacych grupe kontrolng.

Podsumowanie:

Przedstawiona rozprawa doktorska mgr Katarzyny Piszczatowskiej reprezentuje bardzo
wysoki poziom merytoryczny, metodologiczny oraz edytorskl. Oparta na solidnym warsztacie
badawczym, dostarcza nowych | istotnych informacji dotyczacych patomechanizméw PZZP
oraz wskazuje potencjalne nowe kierunki terapii. Szczegdlne uznanie nalety sie za



nowatorskie podejscie do kierunku badan i pionierskie w tej dziedzinie doniesienia wiasne,
majace szanse stal sig podstawg do ich kontynuacji w przyszlosci.

Uwaiam e przedstawiona mi do recenzji Rozprawa doktorska speinia warunki
okreslone w art. 13 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 pdin. zm.) w zwigzku z art. 179 ust. 1 ustawy 7 dnia 3
lipca 2018r. Przepisy wprowadzajace ustawe = Prawo o szkolnictwie wyiszym | nauce (D2 U. z
2018r. poz. 1669 z poin. zm.}

Na podstawie powyisiej oceny wnioskuje o dopuszczenie mgr Katarzyny Piszczatowskie] do
dalszych etapdw przewodu doktorskiego.



