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OCENA
pracy na stopien doktora nauk medycznych
Lek. med. Katarzyny Juczynskiej
pt.: ,,Ekspresja bialek Sciezki sygnalowej JAK/STAT
w wybranych autoimmuneologicznych podnaskérkowych
chorobach pecherzowych”

Do autoimmunologicznych podnaskérkowych chordb
pecherzowych zalicza si¢ pemphigoid pecherzowy (BP), pemphigoid blon
Sluzowych, pemphigoid anty p-200, pemphigoid antyepiligrynowy, pemphigoid
ciezarnych, LABD, EBA i chorob¢ Diihringa (DH). Najczesciej spotykanymi
wsrod pacjentow tej grupy sa BP i DH.

W patogenezie tych choréb biorg udziat humoralne i komérkowe reakcje
immunologiczne. Chociaz stosunkowo dobrze zostaty poznane przeciwciala
przeciwko poszczegblnym antygenom blony podstawnej granicy skorno-
naskérkowej, co szczegblnie jest przydatne w diagnostyce tych choréb oraz
reakcje migdzykomérkowe, wcigz badane jest znaczenie cytokin w tych
reakcjach i szlaki wewngtrzkomérkowe w przekazywaniu sygnatow. Naleza do
nich szlaki Jak/Stat.

Zwigzanie si¢ kazdej cytokiny z receptorem na powierzchni blony
komérkowej, prowadzi do uruchomienia wewngtrzkokomoérkowej kaskady

przekazywania sygnatéw. W procesach tych uczestnicza szlaki GTPazy, kinazy



MAP, kinaz tyrozynowych Src- i Tec-podobnych, kinazy-3 fosfatydyloinozytolu
czy kinazy JAK. Jednak wiekszo$¢ receptorow cytokin przekazuje sygnal za
pomocy $ciezki sygnatowej JAK/STAT albo poprzez aktywacje kaskady kinazy
MAP, Do kinaz JAK naleza miedzy innymi: JAK1, JAK2, Jak3 i Tyk2, a do
biatek typu STAT: STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb i
STATS.

Kinazy JAK1, JAK2 i Tyk2 ulegaja uniwersalnej ekspresji, podczas gdy
obecno$¢ JAK3 charakterystyczna jest tylko do komorek ukfadu
immunologicznego. Wielko$¢ receptoréw JAK ma mase ok. 130kDa. Majg C-
koricowa biatkowa domeng kinazowa, przylegajaca domene kinazo-podobng i
pie¢ dodatkowych domen, odpowiedzialnych za wigzanie biatko-biatko. Sg one
charakterystyczne dla kazdej z czasteczek JAK i odpowiadaja za zréznicowang
role w odpowiedzi na przylaczenie ligandu. Biatka STAT maja masg od 80-
110kDa. Kazde ma domene SH2 i SH3. Aktywacja STATow polega na
fosforylacji konserwatywnej domeny przy C-koncu biatka. Prowadzi to homo-
lub heterodimeryzacji biatka bez udziatu dodatkowych czgsteczek. Biatka STAT
wystepuja w cytoplazmie w postaci monomeréw wielkosci 80-110 kDa.
Zwiazanie sie cytokiny z jej receptorem na powierzchni komorki powoduje
auto- lub cross-fosorylacje czlonka rodziny kinaz JAK, zwigzanych z
receptorem cytokiny. Aktywne kinazy JAK fosforyluja reszty tyrozynowe na
czesci cytoplazmatycznej receptora cytokin. To powoduje przylaczenie si¢
biatka STAT i jego fosforylacje. Ufosforylowane biatka STAT tworzy dimeryna
powierzchni cytoplazmy. Nastgpnie dochodzi do ich translokacji do jadra, gdzie
biora udzial w regulacji ekspresji genéw. Uwaza si¢, ze wplyw na ekspresje

genéw maja tylko homo- i heterodimery STAT w potgczeniu z koaktywatorami.

Wiekszosé pozycji w dostepnym pismiennictwie dotyczy badan tego
szlaku w takich chorobach jak tuszczyca, tradzik pospolity, reumatoidalne
zapalenie stawdw, zesztywniajace zapalenie stawdw kregostupa, choroba
Lesniowskiego-Crohna czy wrzodziejace zapalenie jelita grubego. Szereg badan
zostato poswieconych réwniez kwestii zaburzen przekaznictwa JAK/STAT w

komérkach nowotworowych. Podkresla si¢ zwlaszcza role biatek STAT3 i



'STATS5 w proliferacji komérkowe, angiogenezie i apoptozie zarowno w guzach
litych, jak i chorobach limfoproliferacyjnych. Powstaja nawet leki, ktére
modulujg te szlaki w niektorych chorobach.

Aktywacja Sciezki sygnatowej JAK/STAT nastepuje poprzez przytaczenie
ligandu do jego nieaktywnego receptora. Jak oméwiono powyzej, poszczegdlne
ligandy moga aktywowaé odpowiadajace im biatka JAK. Przylaczenie to
prowadzi do zmian w konformacji cytoplazmatycznej czesci receptora, inicjujac
w ten sposob aktywacje powiazanych z receptorem bialek JAK. Zwigzane z
receptorami biatka JAK ulegaja aktywacji kiedy dwa z nich znajduja si¢ w
wystarczajacej bliskosci, aby umozliwi¢ wzajemng fosforylacje. Nastepnie
biatka JAK fosforyluja reszty tyrozynowe w obrebie receptora dla ligandu,
tworzgc w ten sposob miejsca dokujace dla bialek STAT i innych czgsteczek
sygnatowych. Po przylaczeniu do receptora, biatka STAT réwniez podlegaja
procesowi fosforylacji przez biatka JAK. Aktywowane w ten sposob biatka
oddzielajg si¢ od receptora i podlegaja dimeryzacji (lub tetrameryzacji), a
nastepnie sg transportowane do jadra komodrkowego, gdzie rozpoznajg i
przytaczajg si¢ do okreslonych sekwencji w obrgbie DNA i moduluja
transkrypcje genéw. W prawidtowo funkcjonujgcych komdrkach, biatka STAT
ulegajg nastepnie defosforylacji przez fosfataze tyrozynows i jako wolne
monomery sg gotowe do kolejnej rundy stymulacji.

Brak jest jednak doniesien na temat dotyczacy udzialu biatek
sciezki sygnatowej JAK/STAT w patogenezie pemphigoidu pecherzowego i
opryszczkowatego zapalenia skory, choréb o podobnej lokalizacji tworzenia
pecherzy podnaskérkowych, jednak catkowicie odmiennych mechanizmach
powstawania

Dlatego tez opracowanie przez lek. med. Katarzyne Juczynska pod
opieka promotora dr hab. med. Agnieszki Zebrowskiej, gtéwnego polskiego
eksperta od opryszczkowatego zapalenia skory i innych autoimmunologicznych
dermatoz z kregu choréb pecherzowych, tematu dotyczacego ekspresji biatek
Sciezki sygnatowej JAK/STAT w DH i BP uwazam za bardzo przydatne,



uzasadnione i celowe. Gratuluje pomyshu tematu i projektu badan przy braku
tego typu opracowan w literaturze swiatowej.

Rozprawa doktorska ma typowy uktad dla tego typu opracowan — zawiera
115 stron maszynopisu, 12 tabel i 22 ryciny. We wstepie pracy Autorka
szczegbtowo omawia zagadnienia zwigzane ze szlakiem JAK/STAT, oraz
patogeneze pemfigoidu pecherzowego i opryszczkowatego zapalenia skory.

Zalozenia pracy wyczerpujaco wyjasniaja jakie przestanki sklonity
Doktorantke do tych badan, a cel swoich badan Autorka ujeta w jasno
sprecyzowanych czterech punktach: okreslenie ekspresji wybranych biatek
$ciezki sygnatowej JAK/STAT w skorze oséb chorych na pemfigoid
pecherzowy i chorobe Duhringa.

1. Ocena obecnosci wybranych biatek w skorze zmienionej chorobowo, jak 1
skorze pozornie niezmienione;.

2. Okreslenie ekspresji wybranych biatek sciezki sygnalowej JAK/STAT w
skérze 0s6b zdrowych.

3. Okreslenie roli wybranych biatek Sciezki JAK/STAT w réznicowaniu
profilu cytokinowego i nacieku zapalnego w wybranych chorobach.

4. Wskazanie biatek S$ciezki JAK/STAT mogacych stanowi¢ marker
aktywnej fazy choroby w wybranych autoimmunologicznych chorobach
skory.

Kolejny rozdziat, materiat i metody, zostal opracowany w sposob czytelny.
Autorka objeta badaniami grupe 51 0s6b, w tym: 20 chorych na BP (12 kobiet i
8 mezczyzn, w wieku od 59 do 89 lat, srednio — 72,51) oraz 21 oséb z DH (14
kobiet i 7 mezczyzn, w wieku od 19 do 62 lat, srednio — 42,46), w aktywnym
okresie choroby, przed wilgczeniem leczenia (zaréwno miejscowego, jak 1
ogblnego). Grupe poréwnawczg stanowilo 10 zdrowych, niespokrewnionych
0séb (5 kobiet i 5 mezczyzn, w wieku od 48-78 lat, $rednio — 63,3). Na
wykonanie wszystkich badafi uzyskano zgod¢ Komisji Bioetyki Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi (nr zgody RNN/132/07/KB) Rozpoznanie pemfigoidu i

opryszczkowatego zapalenia skory bylo postawione na podstawie wywiadu,



objawow klinicznych oraz badan immunofluorescencyjnych bezposredniego i
posredniego.

Barwienia immunohistochemiczne wykorzystano do oceny ekspres;ji
biatek JAK3, STAT2, STAT4 i STAT6 zar6wno w zmianach skérnych, jak i w
okolicy zmian oraz poréwnano z probkami zdrowej skory. Ekspresja byta
oceniona poétilosciowo przez dwoch niezaleznych badaczy. Metode Western blot
wykorzystano do oceny ekspresji JAK1, JAK2, STATI1, STAT3, STATS w
zmianach skérnych pacjentéw BP i DH i poréwnano z grupg kontrolng.
Przeciwciata przeciw STATS reagowaly zarowno ze STATS5a jak i STATSb.
Uzyskane wyniki zostaly wyrazone jako % gestosci optyczne] powyzej tla.
Wszystkie wartosci zostaly przedstawione w formie s$redniej = odchylenie
standardowe. Rozktad danych i jednorodnos¢ wariancji byly testowane przy
wykorzystaniu ANOVA (WB), testu t-Studenta (immunohistochemia), a w
uzasadnionych przypadkach uzyto testu U Manna-Whitneya. Poziom istotnosci
przyjeto dla p<0.05.

Uzyskane wyniki poddane analizie statystycznej zostaly szczegdtowo
udokumentowane w postaci tabel 1 rycin oraz czytelnie opisane. Ekspresja JAK1
byla oceniona jako jedna z najwyzszych u pacjentow z DH (140.27+0.15), BP
(141.10£1.50) 1 w grupie kontrolnej (141.10+£0.51). Aczkolwiek nie stwierdzono
statystycznie istotnych réznic pomiedzy ekspresjg biatka w grupie kontrolne;j i
grupie DH (p>0.05) oraz pomigdzy grupa kontrolng i pacjentami BP. Nie
stwierdzono réwniez istotnych statystycznie réznic pomiedzy pacjentami z BP a
DH. Stwierdzono istotnie wyzsza ekspresje JAK2 w zmianach chorobowych
pacjentéw z BP (133.48+0.84) w poréwnaniu ze zmianami chorobowymi DH
(130.21+0.96; p<0.05) i grupa kontrolng (130.42+1.65; p<0.05). Nie bylo
istotne] statystycznie réznicy (p>0.05) pomigdzy ekspresja JAK2 w zmianach
DH 1 zdrowa skéra. Ekspresja STAT1 zostata oceniona jako wyzsza w zmianach
chorobowych BP (145.83+0.25) i DH (143.8543.09) w porownaniu z grupa
kontrolng (136.28+2.84; p<0.05). Nie stwierdzono istotnie statystycznej réznicy
pomiedzy ekspresja STAT1 w zmianach chorobowych DH i BP. Ekspresja
STAT3 byla wyzsza w zmianach BP (138.39+0.84) i DH (141.2+0.05) w



poréwnaniu do skoéry zdrowej (121.63%1.75; p<0.05). Stwierdzono rdéwniez
istotng statystycznie rdznicg pomiedzy ekspresja STAT3 w zmianach DH a BP,
na korzys¢ zmian DH. Ekspresja STATS5 byla istotnie wyzsza w zmianach BP
(131.374£2.55) i DH (129,34+1.37) w poréwnaniu z grupg Kkontrolna
(123.48+1.13; p<0.05). Nie stwierdzono istotnych statystycznie roznic
pomiedzy ekspresja STATS w zmianach DH i BP. W wycinkach skory zdrowej
stwierdzono ekspresje JAK3 w obrebie naskérka, z najsilniejszym
wybarwieniem  przez  przeciwciata  anty-JAK3  warstwy  rogowe;.

Immunoreaktywnos¢ przeciwciat przeciw STAT2, STAT4 1 STAT6 byla
bardziej zaznaczona w ziarniste] warstwie naskorka. W warstwie rogowe] nie
stwierdzono wybarwienia przeciwcial przeciw STAT2, STAT4, STATSG.
Ekspresja JAK3 byta wyzsza w zmianach skérnych BP (18.19+5.58) 1 zmianach
DH (18.89+4.67) w porownaniu z grupa kontrolng (10.73£3.36; p<0.05). Nie
stwierdzono istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupa kontrolng a skorg z
okolic zmian BP (12.54+2.99; p>0.05) 1 okolic zmian chorobowych DH
(14.38+£3.61; p>0.05). Ekspresja STAT2 byla wyzsza w zmianach chorobowych
w BP (17.32+£2.69) i w zmianach DH (17.15+2.81) w pordwnaniu z grupa
kontrolng (11.06+5.34; p<0.05). Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy
pomiedzy ekspresja STAT2 w grupie kontrolnej i skoérze okolicy zmian BP
(14.01+2.38; p>0.05), ale stwierdzono istotng statystycznie réznice pomiedzy
ekspresja STAT2 w grupie kontrolnej i skérze okolic zmian DH (15.79+2.06;
p<0.05). Ekspresja STAT4 byla wyzsza z zmianach chorobowych DH
(29.084+4.38) i w zmianach chorobowych BP (25.13+3.56) w porownaniu z
grupg kontrolng (18.5943.01; p<0.05). Stwierdzono rdéwniez statystycznie
istotng roznice pomiedzy ekspresja STAT4 w grupie kontrolnej i skérze okolic
zmian DH (24.10+3.40; p<0.05), lecz nie stwierdzono znaczacej roznicy
pomiedzy ekspresja STAT4 w zdrowe] skorze i skorze okolic zmian BP
(21.05+2.91). Srednia ekspresja STAT6 w zmianach skérnych BP (26.09+4.45)
i zmianach DH (27.85+4.68) byla wyzsza w poroéwnaniu z ekspresjg bialek w
zdrowej skorze (11.56+2.84; p<0.05). Stwierdzono rdwniez istotne statystycznie

rdznice pomiedzy ekspresja STAT6 w grupie kontrolnej i skorze okolic zmian



BP (17.46+2.41; p<0.05), podobnie jak pomi¢dzy skora zdrowa i skérg okolic
zmian DH (18.21£3.49; p<0.05). Na podkreSlenie zastluguje dokumentacja

fotograficzna, ktéra w przekonywujacy sposob ilustruje opisane wyniki.

W dyskusji Doktorantka omawia wyniki swoich badan, prébujac wyjasni¢
wnioski wynikajgce z badan wlasnych przy pomocy podobnych badan w innych
dermatozach oraz wplywem poszczegdlnych typéw STAT na produkcje cytokin
prozapalnych. W pi$miennictwie $wiatowym nie ma jeszcze doniesien
dotyczacych badania szlaku sygnatowego JAK/STAT w tych dwdch
dermatozach pecherzowych, jest to praca nie tylko oryginalna, ale réwniez
nowatorska.

Autorka wnikliwie i krytycznie odnosi si¢ do uzyskanych wynikéw,
ostroznie interpretuje uzyskane wyniki w odniesieniu do patogenezy, a

szczegOlnie poszczegolnych rodzajéw biatek JAK 1 STAT.

Prace konczy 6 wnioskdw, logicznie wynikajacych z wynikow
przeprowadzonych badan, stanowigcych odpowiedz na podjete w celu pracy
problemy i sugerujace mozliwo$¢ wykorzystania tych badan do celow
klinicznych. Wszystkie wnioski majg olbrzymie znaczenie, dlatego pozwole

sobie na ich powtérzenie:

1. Wykazana immunoekspresja biatek $ciezki JAK/STAT w zdrowym
naskorku sugeruje, ze pewien konstytutywny poziom aktywnosci bialek
JAK/STAT jest niezbedny do prawidtowego funkcjonowania tej tkanki.
Zréznicowana lokalizacja biatek obejmujaca poszczegdlne warstwy naskorka

sugeruje funkcjonalna réznorodnos¢ biatek JAK/STAT.

2. Na podstawie analizy uzyskanych wynikéw badan wykazano
wzmozong aktywacje biatek $ciezki sygnatowej JAK/STAT w zmianach
chorobowych w pemfigoidzie pecherzowym i1 w opryszczkowatym zapaleniu

skory, co $wiadczy o ich udziale w patogenezie obu jednostek chorobowych.

3. Brak istotnych réznic w ekspresji biatka JAK1 pomigdzy grupa

kontrolng a zmianami chorobowymi BP i DH sugeruje, ze bialko to nie



przyczynia si¢ do patogenezy obu chordb pecherzowych. Wolatbym i tak bym
sugerowal ,nie ma wiekszego znaczenia w patogenezie obu chordb

pecherzowych”

4. Roéznice pomiedzy ekspresja bialek JAK/STAT w zmianach
chorobowych w pemfigoidzie w stosunku do zmian w opryszczkowatym
zapaleniu skory (JAK2 wyzsza ekspresja w BP; STAT3, STAT4 wyzsza
ekspresja w DH) moga mieé¢ zwigzek z innym charakterem naciekéw zapalnych

w obu chorobach: eozynofilowo-neutrofilowym w BP i neutrofilowym w DH.

5. Wieksza aktywacja biatek $ciezki JAK/STAT w zmianach
chorobowych w obu dermatozach niz w otoczeniu zmian z obecnymi tylko
zlogami immunoglobulin, $§wiadczy o udziale bialek S$ciezki JAK/STAT w

powstawaniu zmian zapalnych.

6. Uzyskane wyniki pozwalaja przypuszczaé, ze sciezka JAK/STAT
moze by¢ punktem uchwytu dla lekow anty-JAK i anty-STAT w pemfigoidzie i

opryszczkowatym zapaleniu skoéry.

Cytowane pisSmiennictwo, gtéownie w jezyku angielskim, liczy 274
odpowiednio i wlasciwie dobrane pozycje, w zdecydowanej wigkszosci z
ostatnich kilku lat, co swiadczy o nowoczesnosci podjetego zagadnienia i jego
aktualnosci. Doktoranta wykazata si¢ dobrg umiejetnoscia korzystania z bogatej
literatury przedmiotu, zrecznie cytujac wlasciwe pozycje piSmiennictwa, a dane
Z pisSmiennictwa autorka wykorzystata umiejetnie zarowno we wstepie jak i w
dyskusji. Nie mam najmniejszych zastrzezen merytorycznych, dotyczacych

doboru metod badawczych ani interpretacji wynikow.

Z racji obowigzku recenzenta musze stwierdzi¢, ze Doktorantka
naduzywa przyimka ,,iz”. Zupelnie zapomniala o przyimku ,ze”. ,Iz” jest
synonimem wspanialego spojnika ,.ze”. Znaczy dokladnie to samo, ale poza
znaczeniem wszystko ma od ,,ze” gorsze. ,Iz” jest pretensjonalne, ksigzkowe i
nadete. Rzadko, bardzo rzadko spotyka sie je w kontekscie, ktory sprawia,
ze ,,iz” brzmi normalnie. Przyimek ,,iz” jest podrzedny w stosunku do ,,ze”,

szczegOlnie nalezalo uzyé go na stronie 55 w drugiej czesci zdania: ,,Warto



podkresli¢ jednakze, ,ze” szereg danych wskazuje, ,,iz przekazanie sygnatu
zaleznego od IFN-a......”. Byé moze niepotrzebnie przyczepiam si¢ do bledow
jezykowych w polskiej wersji, bo jak si¢ domyslam praca bedzie publikowana w
jezyku angielskim w wysoko impaktowanym czasopismie 1 wtedy nie ma

znaczenia, czy zostal uzyty przyimek ,, ze” czy ,,iz”.

Ogdlnie oceniam rozprawe doktorska lek. Katarzyny Juczynskiej bardzo
wysoko. Sposob opracowania pracy, wykonanie badan, dyskusja i opracowane
wnioski $wiadczg o umiejetnosci prawidtowego zaplanowania badan i ich
samodzielnego wykonania. Praca stanowi bardzo wartosciowe studium
patogenezy dwoch zupehie innych autoimmunologicznych podnaskoérkowych
chordb pecherzowych. Zastosowane metody badawcze $wiadcza o umiejgtnym
zaplanowaniu 1 rozwigzaniu problemu oraz o wszechstronnym przygotowaniu
klinicznym Doktorantki. Dzieki wnikliwym badaniom Autorki zostata
poglebiona wiedza na temat roli Sciezki sygnatowej JAK/STAT w patogenezie
BP i DH, chordb, w ktdrych zupehnie inne przeciwciata odgrywaja zasadnicza
role, jak réwniez inne sg nacieki komorek zapalnych, a mianowicie w BP
dominujg eozynofile, a w DH polimorfonukleary obojetnochtonne.

Przedstawiona do recenzji praca lekarza Katarzyny Juczynskiej p.t.
»EKkspresja bialek sciezki sygnalowej JAK/STAT w wybranych
autoimmunologicznych podnaskérkowych chorobach pecherzowych”
spetnia ustawowe warunki okreslone dla rozpraw doktorskich.

W zwiazku z powyzszym mam zaszczyt przedtozy¢ Wysokiej Radzie
Wydzialu Lekarskiego F.odzkiego Uniwersytetu Medycznego wniosek o
przyjecie ocenianej pracy na stopien doktora nauk medycznych i dopuszczenie
lek. Katarzyne Juczynska do dalszych etapéw przewodu doktorskiego.
Jednoczesnie pozwole sobie zwrdci€¢ uwage, ze ze wzgledu na nowatorstwo
tematyki i technik badawczych praca ta zasluguje na wyrdznienie i nagrodg, co

uzasadnilem w powyzszej recenz;ji.






