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Recenzja rozprawy na stopien doktora nauk medycznych lekarz Karoliny

Malinowskiej

W przedstawione; mi do recenzji rozprawie doktorskiej lek. Karoliny Malinowskiej pt.:
» Wplyw fototerapii UVAl na aktywno$¢ kliniczna i wybrane mediatory zapalenia
u chorych na atopowe zapalenie skory” postawiono sobie za oceng skutecznosci oraz wplywu
fototerapii UVAl na ekspresj¢ mRNA genow i cytokin modulujacych stan zapalny u chorych
na atopowe zapalenie skory (AZS). Badania epidemiologiczne wskazuja, ze czgstosC
wystgpowania atopowego zapalenia skory systematycznie wazrasta, dlatego istotne jest
opracowanie skutecznych algorytmow leczenia. Dane pi$miennictwa podkreslaja szybkie
i korzystne efekty dziatania §wiatta UVAL w chorobach skory, W patogenezie ktorych istotna
role odgrywaja nacieki m.in. z limfocytéw T. Efekt ten uzyskuje si¢ dzieki wptywowi UVAI
na proces apoptozy komorek wydzielajqcych cytokiny prozapalne, w tym komorki
Langerhansa, fibroblasty 1 wspomniane wezesniej aktywowatty komorki T. Istnieje
ograniczona liczba doniesien naukowych oceniajacych skutecznosci dziatania UVAl w AZS.

Przyczyna jest ograniczong dostepnos¢ do sprzetu emitujgcych ten rodzaj promieniowania. W
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Polsce fototerapia UVAL jest metoda rzadko stosowang ze wzgledu na niewielkg liczbe
urzgdzen oraz wysokie koszty ich utrzymania. Problemy te sg przyczyng niewielkiej ilo$é
publikacji naukowych dotyczacych tego rodzaju leczenia. Wybér przez Doktorantke tematu
pracy uwazam zatem za szczeg6lnie trafny i zgodny z moimi oczekiwaniami. Warto zaznaczy¢,
ze w dostgpnym piSmiennictwie, pomimo aktualnosci tematu, nie ma wielu danych z codzienne;j
praktyki klinicznej w populacji polskiej dotyczacych tego zagadnienia. Podnosi to znacznie
wartos¢ poznawczg pracy lek. Karoliny Malinowskiej. Wyniki rozprawy moga mieé rowniez
wymiar praktyczny zwigzany z wprowadzeniem fototerapii z zastosowaniem $rednich dawek
UVA1 do schematéw leczenia zaostrzefi w przebiegu atopowego zapalenie skéry. Swiadezy to

umiejetnosci Doktorantki planowania badan naukowych.

Rozprawa ma klasyczny podziat na rozdzialy — wstep, cele pracy, materialy i metodyka,
wyniki, dyskusje oraz wnioski zgodnie z wymogami formalnymi zawartymi w Ustawie o
Stopniach i Tytutach naukowych (Dz.U. 2003 nr 65 poz. 595). Na koncu rozprawy
umieszczono streszezenie w jezyku polskim i angielskim, alfabetyczny wykaz zastosowanych
skrotdw oraz chronologiczny wykaz tabel i rycin. Zawiera tacznie 133 stron tekstu, 101 rycin i

8 tabel. W pracy znajduja sie odniesienia do 119 pozycji pi$miennictwa.

Wstep zawiera wyjasnienie definicji oraz opis epidemiologii, obrazu klinicznego,
obrazu histopatologicznego, kryteridw rozpoznania i patomechanizmu atopowego zapalenia
skory. Obejmuje takze opis wybranych mediatoréw bioracych udziat w patogenezie choroby
tzn. TSLP, TARC, IL-4, -5, -8, -10, -13, -31, IFN-y, receptora dla chemokin CCR-4 i biatek
przeciwbakteryjnych. Dodatkowo zawiera szczegdtowy opis roli fototerapii w leczeniu AZS.
Rozdziat pierwszy zawiera zatem istotng wiedz¢ stanowigca podstawe teoretyczng podjetych

badan.

Rozdzial drugi zawiera prawidlowo sformutowane trzy cele pracy. W celu realizacji

projektu badawczego lek. Karolina Malinowska przeprowadzita:

1. Okreslenie skutecznosci fototerapii UVAL u chorych na atopowe zapalenie skory
(AZS) na podstawie oceny klinicznej pacjenta, zmiany wyniku wskaznika
SCORAD, zmniejszenia odczuwania $wigdu i poprawy jakosci zycia w oparciu o

kwestionariusz DLQI.



2. Zbadanie wplywu fototerapii UVAL na ekspresje mRNA gendéw dla molekut tj.
TSLP, TARC, IL-4, -5, -8, -10, -13, -31, IFN-y, CCR-4 i defenzyny B w skorze

pacjentéw z atopowym zapaleniem skory.

3. Zbadanie korelacji pomiedzy poziomami mRNA dla cytokin tj. TSLP, TARC, IL-
4,-5,-8,-10,-13, -31, [FN-y, CCR-4 i defenzyny P w skdrze pacjentow z AZS przed
i po fototerapii UVAL.

W rozdziale trzecim opisane zostaly materiat i metodyka badan oraz analiza statystyczna.
Grupe zakwalifikowang do badania stanowito 58 chorych (35 kobiet i 23 m¢zczyzn) na atopowe
zapalenie skory w fazie zaostrzenia leczonych w Klinice Dermatologii i Wenerologii
Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Rozpoznanie ustalono na podstawie kryteridw
diagnostycznych Hanifina i Rajki. Aktywno$¢ AZS oceniono w oparciu o wskaznik SCORAD
(ang. Scoring of Atopic Dermatitis). Swiad oceniony byt jako element wskaznika SCORAD w
oparciu o wizualng skale analogowa w skali od 1 do 10. Do oceny jakosci zycia wykorzystano
kwestionariusz DLQI (ang. Dermatology Life Quality Index). Badanie ukonczyto 36 chorych
(20 kobiet i 16 mezczyzn) i w tej grupie zbadano wplyw terapii UVAL na nasilenie choroby
ocenione SCORAD, odczuwanie $wigdu 1 jako$¢ zycia. Fototerapia UVA1 byla
przeprowadzana przy uzyciu lampy Medisun 24000 (Schulze & Bohm, Germany). U chorych
wykonano 20 naswietlan catej skory przez 5 kolejnych dni tygodnia (od poniedziatku do
pigtku). Wykorzystywano kolejne dawki UVAL: 10 J/em?2, 20 J/cm2, 30 J/cm?2, a nastgpnie 45
J/em2 do catkowitej liczby 20 naswietlan. Dawka skumulowana wynosita 780 J/cm2. Chorzy
w trakcie badania stosowali wylgcznie emolienty. U 25 pacjentéw dwukrotnie tzn. przed i po
ukonczonym cyklu fototerapii pobrano wycinek skéry do oceny ekspresji mRNA. RNA
izolowano przy uzyciu mini kitéw, a jego ilo$¢ okreslano za pomoca spektrometru. Czasteczki
mRNA powielano w reakcji PCR. Do ilosciowego okreslenia mRNA dla poszczegdlnych
genow oraz endogennej kontroli uzyto standardowego zestawu polimerazy TagMan® Gene
Exspression Assays (Applied Biosystems) i ospowiednich substratéw. Wyniki przedstawiono
jako ACt, co okresla réznice migdzy progows liczbg docelowego genu a endogenng kontrolg.
Opracowanie statystyczne wynikdw zostato wykonane z uzyciem oprogramowania Statistica
13.3 (Statsoft, Polska). Metodyka badan jest zatem prawidlowo dobrana do postawionych

celéw pracy.

W rozdziale czwartym przedstawiono wyniki otrzymane w trakcie przeprowadzonych

badan. Podzielony jest na trzy gléwne podrozdziaty, w ktérych opisano wyniki oceny



skutecznosci fototerapii UVA1 w oparciu o zmiang wyniku wskaznika SCORAD. zmniejszenia
swigdu i poprawy jakosci zycia, wyniki wptyw fototerapii UVAI na poziomy mRNA dla TSLP,
TARC, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-31, INF- v, CCR-4 i defenzyny B w skérze oraz
korelacje pomigedzy poziomami mRNA TSLP, TARC, IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, IL-31,
INF- v, CCR-4 i defenzyny B w skérze pacjentéw z AZS przed i po fototerapii. Doktorantka
wykazala, istotng poprawe stanu klinicznego odzwierciedlong zmniejszeniem wartosci
SCORAD (p<0,001) i odczuwanego §wigdu (p<0,001) po naswietlaniu UVAI. Dodatkowo
stwierdzita, oceniajagc DLQI, Ze terapia istotnie poprawia jakosci zycia u pacjentow z AZS
(p<0,001). Lek. Karolina Malinowska, w trakcie przeprowadzonych badan wykazala, ze UVA1
powoduje istotny wzrost poziomu mRNA dla TSLP, TARC, IL-4, IL-8 p<0,05) i nie wplywa
na poziom mRNA dla IL-5, IL-10, IL-13, IL-31, INF-y, CCR-4 i defenzyny B w skdrze u
chorych na AZS. W trakcie analizy wynikéw Doktorantka, wykazata réwniez, szereg korelacji
pomiedzy badanymi mediatorami biorgcymi udziat w reakcji zapalnej zaréwno przed jak i po
fototerapii UVAL. Wyniki oceny przedstawita w postaci tabel i rycin z komentarzem w peni
umozliwiajacym ich zrozumienie. W mojej opinii uzyskane w trakcie badan wyniki swiadcza

o rzetelnym zbieraniu oraz prawidtowej analizie danych przez Doktorantke.

Rozdziat piaty to dyskusja. W czgsci tej w sposob rzetelny Doktorantka poréwnata wyniki
badan wilasnych z dostgpnymi w pismiennictwie wynikami badaf innych autorow. Lek.
Karolina Malinowska wskazuje, na podstawie analizy badan wlasnych, ze fototerapia
jest skuteczng formg leczenia zaostrzen i cigzkich postaci atopowego zapalenia skory. Zwraca
réwniez uwage, ze metoda ta niesie mate ryzyko wystgpowania dziatan niepozgdanych.
Informacje te sg zgodne z doniesieniami innych autoréw, a uzycie przez Doktorantke $rednich
dawek promieniowania w przeciwienstwie do rekomendowanych przez niektérych autoré6w
wysokich stanowi istotny element poznawczy pracy. Na podstawie aktualnej wiedzy mozna
zatozy¢, ze efekty dzialania promieniowania UVA1 powinny by¢ m.in. zwigzane z obnizeniem
ekspresji IL-4 i IL-31 oraz z zwickszeniem ekspresji immunosupresyjnej IL-10. Badanie
przeprowadzone przez Doktorantke nie potwierdzito tego zatozenia. W tej czesci dysertacji lek.
Karolina Malinowska w bardzo sprawny sposéb, na podstawie dostepnych wynikéw badan
uzyskanych przez innych autoréw i aktualnej wiedzy wyjasnia mozliwe przyczyny tego stanu.
Zwraca uwagg, ze w badaniu wlasnym poprawa SCORAD, wigzata si¢ ze wzrostem ekspresji
mRNA dla interleukiny IL-4. Doktorantka zaznacza, ze moze by¢ to zwigzane z odmiennym
celem terapeutycznym promieniowania UVA1, ktéry nie dotyczy jedynie wpltywu na poziom

ekspresji IL-4, IL-10 i IL-31. Zaznacza réwniez, ze promieniowanie UVAI moze wplywaé w



rézny sposdb na ekspresje okreslonych cytokin, w zaleznoscei od tego na jaki typ komoérek
oddziatuje. Stwierdza réwniez, ze keratynocyty nie sa jedynym zrédtem ich ekspresji.
Analizujac dane Doktorantka wskazuje, ze wykazany w badaniach wzrost ekspresji mRNA dla
IL-4 nie wydaje sie by¢ przypadkowy, jednak wyjasnienie tego stanu wymaga dalszych badan.
W dalszej czesci dyskusji lek. Karolina Malinowska szczegétowo omawia uzyskane wyniki
ekspresji IL-10, IL-31 i pozostatych mediatoréw tzn. TLSP, TARC, IL-4, IL-5, IL-8, IL-13,
IFN-y, CCR-4 oraz bialek przeciwbakteryjnych. W mojej opinii istotng czescig dyskusji jest
wyjasnienie przez lek. Karoline Malinowskg ograniczen pracy. Wsréd ograniczen doktorantka
wymienia zardwno te zwiagzane z liczebnoscig grupy, jak réwniez ograniczenia dobranej
metodologii. Zalicza do nich m.in. brak poréwnawczej oceny ekspresji mRNA ze skory
niezmienionej, oceny ekspresji mRNA ze zmian przewleklych oraz od zdrowych ochotnikdw.
Doktorantka wskazuje, ze badania molekul oceniajgce poziom bialek moglyby dostarczy¢
bardziej szczegdtowych informacji niz poréwnanie rdznic w poziomie ekspresji mRNA
poszczegdlnych cytokin, Zauwaza rowniez, ze uzyskane w badaniach rezultaty wskazujg na
ogo6lng ekspresje badanych molekul w skérze bez mozliwosci oceny ich ekspresji przez
poszczegdlne komorki biorace udziat w reakeji zapalnej. Lek. Karolina Malinowska zwraca
uwage na brak oceny ekspresji badanych parametréw w surowicy oraz badan polimorfizm
genéw dla powyzszych mediatorow. W tym miejscu nalezy zaznaczy¢, ze krytyczne podejscie
do oceny otrzymanych wynikéw $wiadezy o dojrzatosci naukowej Doktorantki 1 w
konsekwencji podnosi warto$¢ merytoryczng pracy. Wykazane elementy stanowig tez w moje;j

doskonaty plan dalszego rozwoju naukowego lek. Karoliny Malinowskie;j.

Rozdziat szosty zawiera trzy wnioski majgce istotng warto$é poznawcza oraz znaczenie

w praktyce klinicznej tzn.:

1. Zastosowanie 20 naswietlan UVAI przez 5 kolejnych dni tygodnia z wykorzystaniem
$rednich dawek: 10 J/cm?, 20J/cm?, 30 J/cm?, 45 J/cm? i kontynuacji dawki 45 J/em?,
czyli skumulowanej dawki 780 J/cm?, mozna uznaé za skuteczng i bezpieczng metodg
fototerapii chorych na atopowe zapalenie skory, a zmniejszenie wyniku DLQI wskazuje

na korzystny wplyw i poprawe jakosci zycia pacjentéw uwarunkowang chorobg skéry.



2. Wystepowanie w skorze ekspresji mRNA dla TSLP, TARC, IL-4, -5, -8, 10, -13, -31,
IFN-y, CCR-4 i defenzyny B oraz istnienie korelacji miedzy nimi potwierdza ich udziat

w patogenezie atopowego zapalenia skory.

3. Stwierdzony po fototerapii UVA1 wzrost poziomu mRNA dla TSLP, TARC, IL-4, IL~
8 w skdérze u chorych na atopowe zapalenie skéry wskazuje, ze odpowiedz
immunologiczna typu Thl oraz Th2 nie wykluczajg si¢ wzajemnie, a dziatanie
kofaktoréw, przestrzenne rozdzielenie skory wlasciwej od naskorka, takze typ komorki,

moga mie¢ zwigzek z przebiegiem reakcji zapalne;.

W miejscu tym chciatbym zwrécié si¢ do Doktorantki z pytaniem:

1. W jaki sposéb kwalifikowano chorych do badania? Jakie czynniki decydowaly o
wiaczeniu chorych do leczenia UVA1? Czy mogg mie¢ one wplyw na wykazang bardzo

dobra skutecznos¢ terapii?

2. Czy wykluczenie elementéw ocenianych przez pacjentéw w ramach oceny wskaznika

SCORAD (objective SCORAD) wptyneto by na wynik wykonanej anazlizy?

3. Badanie zaprojektowano jako jednoramienne bez grupy kontrolnej. W trakcie
fototerapii UVAI1 stosowana byla terapia emolientowa. Czy moze mie¢ ona wptyw na

otrzymany wynik analizy skutecznosci leczenia UVA1?

W podsumowaniu nalezy podkresli¢, ze wyniki pracy stanowig istotny wkiad w
uzupehieniu wiedzy dotyczgcej terapii, jak rowniez posrednio patomechanizmu atopowego
zapalenie skéry. Zaznaczyé nalezy, ze jej czg$é ma istotng warto$¢ poznawcza, zwigzang z
zastosowanym w badaniu schematem leczenia oraz oceng wynikéw jego uzycia w populacji
polskiej. W pismiennictwie jest niewiele doniesien na temat ze wzgledu na trudnosci w
dostepnie do tej metody leczenia w naszym kraju. W mojej opinii ocena skutecznosci klinicznej
fototerapii UVAl to bardzo wartosciowa czgé¢ dysertacji, ktéra znalazia swoje
odzwierciedlenie we wnioskach. Uzyskane wyniki moga dodatkowo w przyszitosci wplyna¢ na
codzienng praktyke kliniczng m.in. poprzez wprowadzenie $rednich dawek fototerapii UVAI
do leczenia zaostrzen w przebiegu atopowego zapalenia skéry. Wartos¢ poznawczg pracy

podnosi ocena wptywu fototerapii UVAIL na ekspresje mediatoréw zapalenia. Pomimo, iz
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wykonana zostata w grupie 25 chorych, w mojej opinii ze wzgledu na trudno$¢ wynikajgcg z
koniecznoéci uzyskania zgody na pobranie dwoch wycinkow skory w trakcie badania, stanowi
cenny element pracy. Wiekszo$¢ ocen wedlug danych pismiennictwa wykonywana jest na
modelach w warunkach laboratoryjnych, dlatego uwazam, ze ocena tych elementéw u chorych

na atopowe zapalenie skory byto duzym wyzwaniem, ktérego podjeta si¢ Doktorantka w trakcie

realizacji badania

Zakres calej pracy tzn. zaplanowanie i wykonanie badan, prowadzona dyskusja i
opracowane wnioski oraz dorobek naukowy doktorantki jest w mojej ocenie wystarczajgcy dla
uzyskania stopnia doktora nauk medycznych. Wnosz¢ wigc do Wysokiej Rady Uniwersytetu
Medycznego w Lodzi o dopuszczenie lek. Karoliny Malinowskiej do dalszych etapéw

przewodu doktorskiego.

Z powazaniem

Witold Owczarek




