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COLLEGIUM MEDICUM
W KRAKOWIE

Recenzja rozprawy doktorskiej lek. med. Magdaleny Kutwin
pt." Analiza markerdw molekularnych w korelacji z przebiegiem klinicznym u
chorych na tuszczyce"

tuszczyca jest czesty, dotyczaca 1-2% populaciji $wiata, ogdlnoustrojowa chorobe zapalna, przewlekis,
charakteryzujaca sie licznymi nawrotami -powodujacg ogromne obnizenie jakosci 2zycia chorych. Wystepuje w
wielu postaciach klinicznych poczawszy od postaci typowych zajmujacych gléwnie skére okolic wyprostnych
koniczyn, skore gtowy owlosionej po postaci zgieciowe, krostkowe, obejmujgce stawy a takze powodujac rozlegly
stan zapalny skory w postaci erytrodemii luszczycowej. U wigkszosci pacjentow diagnoza luszczycy stawiana jest
na podstawie obrazu klinicznego. W przypadkach mnigj typowych do potwierdzenia rozpoznania konieczne jest
badanie histopatologiczne bioptatu zmian skomych. W ostatnich latach podstawowym narzedziem pormocnym w
pracy dermatologa jest dermatoskop, ktory w wielu przypadkach pozwala w czasie rzeczywistym na
potwierdzenie rozpoznania klinicznego lub precyzyjne wyznaczenie miejsca pobrania biopsiji diagnostycznei.
Uwaza sie, Ze tuszczyca jest chorobg o podtozu autoimmunizacyjnym, a wirdd czynnikéw
wptywajgcych na jej powstanie wymieniane sg zarowno uwarunkowania genetyczne, jak i
epigenetyczne. tuszczyca jest nastepstwem zaburzeri immunologicznych, a komdrkami majgcymi
istotne znaczenie w rozwoju zmian s3 nie tylko limfocyty T, ale réwniez komérki dendrytyczne,
keratynocyty oraz makrofagi, ktére wydzielajg cytokiny prozapalne. Kluczowg role w rozwaju zmian
tuszczycowych odgrywa takze odpowied? komdrkowa osi interleukina IL-12/Th1/IFN-y, Th22/IL-22
oraz IL-23/Th17/IL-17. Szlaki te sg aktywowane po inicjacji procesu zapalnego - u osoby
predysponowanej genetycznie. Po zadziafaniu czynnika wyzwalajgcego dochodzi do interakcji miedzy
naiwnymi limfocytami T a mediatorami takimi jak IL-12, IL-23 | TNF-a wydzielanymi przez komarki
prezentujgce antygen (APC). Tak aktywowane limfocyty T rozpoczynajg kaskade wydzielania cytokin,
ktére oddziatywujg na keratynocyty i komaorki skéry wiasciwe] prowadzgc do wytworzenia blaszek
tuszczycowych. Ostatnie kilka lat to intensywny rozwdj nowoczesnych metod leczenia fuszczycy
ciezkiej i umiarkowanej z zastosowaniem szerokiego wachlarza lekéw biologicznych hamujacych
powstawanie zmian tuszczycowych poprzez blokowanie dziatania cytokin, receptoréw krgzacych i na
powierzchni komérek rola tych czasteczek jest dobrze potwierdzona w patomechanizmie
powstawania zmian tuszczycowych.

Temat pracy doktorskiej Doktorantki jest zatem bardzo aktualny, dotyczy poszukiwania najbardziej
precyzyjnie dobranej terapii personalizowanej dla chorych z czestg, bardzo ucigzliwg, nawrotowa
chorobg zapalng. Rozprawa doktorska opiera sie na cyklu 3 powigzanych tematycznie prac
opublikowanych w czasopismach o tacznym wskazniku oddziatywania IF 7,922; MNiSW 280pkt -
nalezy podkresli, ze we wszystkich pracach Doktorantka jest pierwszym autorem.
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We wstepie do dwdch prac oryginalnych Autorka szczegdtowo opisuje role poszczegélnych
badanych czgsteczek w etiopatogenezie fuszczycy, udawadniajgc doskonaty znajomoéé
zaburzefi immunologicznych odgrywajacych kluczowg role w' powstawaniu zmian
tuszczycowych, opiera sig¢ na najnowszym piémiennictwie gtéwnie anglojezycznym.
Szczegolowo oplsuje procesy immunologiczne prowadzace do pobudzenia ekspresji gendw i
wydzielania cytokin, zapoczatkowania procesu zapalnego i wreszcie do rozwoju klinicznych

objawéw tuszezyey.

Celem badan przedstawionych w cyklu powigzanych tematycznie prac bylo poznanie
molekularnych podstaw i mechanizméw procesu chorobowego oraz wzajemnych interakcji
pomiedzy biatkami indukujgcymi reakcje zapalng. Stad tez przedmiotem oceny byt poziom
ekspresji (RQ - relative quantification) wybranych genéw docelowych uczestniczacych w
odpowiedzi komérkowej w przebiegu tuszczycy takich jak: geny dla [L-8, /L-10, IL-12B, IL-17A,
IL-17RA, 1L-20, IL-22, |L-23A, IL-23R oraz IFN-y w tkance oraz krwi obwodowej.
Przeprowadzona byla réwniez analiza korelacji poziomu ekspresji wybranych genéw z
obrazem klinicznym choroby. Do oceny nasilenia zmian skérnych Doktorantka uzywa
powtarzalne] i odtwarzalnej, rekomendowanej przez PTD i inne towarzystwa
dermatologiczne na $wiecie skali PASI. Wskaznik PSI uwzglednia zaréwno rozlegiosé jak i

nasilenie procesu fuszczycowego. Wykorzystuje takie do oceny ciezkosci tuszezycy BSA (Body



Surface Area), kt6ry okresla procent powierzchni skéry dotknietej zmianami oraz DLQl
(Dermatology Life Quality Index)- kwestionariusz, ktéry ocenia wplyw tuszczyey na jakosé

zycia pacjenta w ostatnim tygodniu.
W pierwszej publikacji

»Analysis of molecular markers as IL-12, IL-22 and IFN-y in correlation with a clinical course in patients

with psoriasis"

Doktorantka wraz z Zespotem analizowata wzgledny poziom ekspresji genéw (RQ) dla /L-128B, IL-22
i IFN-y w limfocytach T regulatorowych (CD4/CD25) z krwi obwodowej oraz w bioptatach skéry.
Wyizolowane z pobranych komdrek RNA poddano reakeji odwrotnej transkrypcji by nastepnie ocenié
poziom ekspresji wybranych gendw za pomocy reakeji faficuchowej polimerazy w czasie rzeczywistym
(RT-PCR - real-time polymerase chain reaction) i przedstawi¢ jako wartoé RQ w stosunku do genu
referencyinego GAPDH. Nastepnie ocenlana byta korelacja uzyskanych danych z przebiegiem klinicznym
fuszczycy z zastosowaniem wybranych skal (PASI, BSA, DLQ).

* Wykazano, 2e w materiale biologicznym pochodzacym ze skéry poziom ekspresji genéw dla /L-128,
IL-22 oraz IFN-y w grupie pacjentéw z tuszczycy byt istotnie wyiszy. Wskazuje to na wazng role tych
cytokin w etlopatogenezie fuszczycy.

* Dodatkowo stwierdzono, ze poziom ekspresji genu dla /-12B korelowat z klinicznymi
parametrami oceny nasilenia fuszczycy PASI i BSA. Poziomy ekspresji /L-128 byly wyisze u pacjentow z
tuszczycy umiarkowang do cigzkiej (PASI > 10) niz u pacjent6w z fagodng postacia choroby (PASI < 10).
Padobng zaleznost dla /1-12B stwierdzono rowniez pornigdzy rozlegtoscig zmian skérnych. Istotnie
statystycznie wyzszy poziom ekspresji zostat zaohserwowany w grupie pacjentéw z BSA > 25 w
porownaniudo grupy chorych z BSA < 25.

*Nie stwierdzono korelacji miedzy poziomem ekspresji genu dla /L-22 oraz IFN-y a parametrami
ocenlajgcymi nasilenie fuszczycy takimi jak PASI | BSA. Jednakze zauwazono, ze poziomy ekspresji dwéch
wyzej wymienionych gendw byly wyzsze w grupie z umiarkowang i cigzkq postacig choroby (PASI >
10 i BSA > 20 dla /L-22 oraz PASI > 10 dla  IFN-y). Doktorantka uwasza, ze wyniki mogq sugerowad, ze
IL-22 oraz IFN-y majq wiekszy wplyw na rozwéj tuszczyey onizeli na nasilenie procesu chorobowego.

* Nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic w poziomach ekspresji zadnego z wybranych genéw u
pacjentéw z DLQ] < 10 i > 10. . DLQS jest Subiektywnym parametrem, nie zawsze bezposrednio



powigzanym z nasileniem procesu chorobowego. Istniejq rowniez inne czynniki takie jak uwarunkowania
psychospoteczne, sytuacja spofeczno-ekonomiczna pacjenta, emocjonalne tlo lub indywidualna

wraZliwosc charego, ktdre najprawdopodobniej wpltywajq na ocene jokosci zycia.

**Natomiast poziom wzglednej ekspresji genu dla IFN-y oceniany w limfocytach T regulatorowych
(CD4/CD25) byt podwyzszony zaréwno w grupie chorych na tuszczyce, jak i w grupie kontrolnej, jednak
bez istotnoéci statystycznej i bez istotnej korelacji z PASI, BSA lub DLQI. Doktorantka sugeruje, ze moZe to
by¢ wynikiem  faktu, e IFN-y nie jest swoistym markerem procesu zapalnego w chorobach
autoimmunologicznych- moze by¢ réwniez uwalniany jako mediator w odpowiedzi na patogeny takie jak

wirusy, pasozyty i bakterie oraz gdy obecne sq komdrki nowotworowe.

**Wartos¢ RQ genu dla /1-12B i IL-22 byta ponize] poziomu wykrywalnoéci w obu grupach. W ocenie
Doktorantki  brak ekspresji gendéw dla IL-12B i IL-22 w komdrkach CD4/CD25, a obecnoéé ich ekspresji
W skorze moze Swiadczyé o ich miejscowym @ nie ogdinoustrojowym wplywie na rozwdj procesu

Zapalnego.

Wykazanie znacznego wzrostu poziomu ekspresji genéw  dlall-128, 1L-22 i IFN-y w skdrze pacjentéw z
fuszczycq potwierdza, #e kodowane przez nie cytokiny odgrywajq istotng role w rozwoju ifiub
utrzymywaniu sig zmian tuszczycowych. Potwierdzenie nadekspresji badanych gendw u chorych na
tuszczycg moze przyczynié sig w przysziodci do opracowywania terapil celowanych, ktére wydajq sie nie

tylko bardziej skuteczne, ale réwniez obdarzone mniejszym ryzykiem dziatars niepozgdanych.

W kolejnej publikacji poddano analizie poziom ekspresji (RQ) genéw dla /L-10, IL-17A, IL-17RA,
IL-23A 1 ILl-23R. ,An analysis of IL-10, IL-17A, IL-17RA, IL-23A and IL-23R expression and their

correlation with clinical course in patients with psoriasis

Podobnie jak w poprzedniej pracy w celu przeprowadzania izalacji RNA i reakcji odwrotnej transkrypcji
pobierano bioptaty skéry i krew obwodowa od chorych na tuszczyce oraz od zdrowych oséb z grupy
kontrolnej. Uzyskany materiat zostat poddany RT-PCR dla wybranych gendw, a wyniki przedstawiono jako
wartos¢ RQ. Ponadto przeprowadzono analize korelacji poziomu ekspresji badanych genéw 2z

przebiegiem klinicznym choroby ocenianym wskaznikami PASI, BSA i DLQ.

* Nie stwierdzono istotnych zaleznosci miedzy poziomem ekspresji genu dla /L-10 a wartociami PASI,
BSA i DLQI u wszystkich pacjentdw, wyzsza ekspresje /L-10 zaohserwowano w grupach z BSA < 20§ DLQY
= 10. Potwlerdza to fakt, ze Il-10 moze mieé wplyw na proces regresji zmian fuszczycowych, a jej

egzogenna podaz moze stanowic alternatywngq forme leczenia.



*Badania wykazaly réwniez istotnie wyisza ekspresje genu dla /L-17A w zmianach fuszczycowych .
Wydaje sig wigc, Ze IL-17A bierze istotny udziat  w patogenezie tuszczycy poprzez wzmacnianie oraz

podtrzymywanie przewlekfej odpowiedzi zapalnej w skérze.

*uzyskano odwrotng zaleznosc dla /L-17RA — ekspresja genu dla tego receptora byta zmniejszona w
blaszkach fuszczycowych, a podwyiszona u 0s6b zdrowych. Potwierdza to teze, ze IL-17A do transmisji
sygnatu wymaga catego kompleksu skfadajgcego sig nie tylko z IL-17RA, ale réwniez z IL-17RC. Jednakze
istotne korelacje migdzy wartosciami PASI, BSA i DLQI a poziomem ekspresji genéw dla tych dwdéch
biatek nie zostafy stwierdzone. Wyniki przeprowadzonych analiz wyjasniajq podstawy skutecznosci
terapii biologicznych ukierunkowanych na IL-17A iflub IL-17RA.

*Ekspresja genu dla /L-23A byta obnizona w grupie chorych na tuszczyce oraz w grupie kontrolnej. Moze
to wynika¢ z faktu, ze ekspresja podjednostki p40, ktéra jest wspéina dla IL-23 i IL-12, moze byé
kluczowym czynnikiem w rozwoju i utrzymaniu fuszczycowych zmian skérnych. Znalazto to
odzwierciedlenie w publikacji numer 1, w ktdrej opisano podwyzszony poziom ekspresji genu /IL-128 w
blaszkach tuszczycowych. Z drugiej strony dane z literatury wskazuja, ze nadekspresja p40 moie byé
gidwnie zaleina od genu dla /L-23, a nie jak wczeéniej opisywano genu dla /L-12. Nie ma jednak
waqtpliwosci, Ze terapia oparta na przeciwciatach monoklonainych skierowanych przeciwko podjednostce
p40, ktérych celem jest zaréwno IL-12, jok I IL-23, przyniesie poprawg kliniczng u cherych na

fuszczyce.

* W przeprowadzonych badaniach wykazano, e ekspresja genu dla /L-23A byta istotnie wyzsza u
pacjentdw z fuszczycg o nasileniu umiarkowanym do cigzkiego (PASI > 10) w stosunku do pacjentéw z

fagodng postacia choroby (PASI < 10).

*Stwierdzono nadekspresje genu dla /-23R  w bioptatach skdry pochodzacych zaréwno od pacjentdéw
chorujacych na tuszezyce, jak i od 0séb zdrowych z grupy kontrolnej. Na podkreélenie zastuguje fakt, ze
wzrost ten byt wyrainie wyzszy w grupie pacientéw z tuszczyca. Z drugiej strony zaobserwowano
spadek ekspresji genu dla /L-23R wraz ze wzrostem BSA. Ujemna korelacja migdzy wartoscig RQ genu
dla /L-23R a BSA wynika¢ moze z faktu, ze BSA jest wskaZnikiem oceniajacym tylko powierzchnie skory

zajetq przez zmiany chorobowe, bez uwzglednienia nasilenia rumienia, nacieku i tuski

**Wartosci RQ w limfocytach T-regulatorowych CD4/CD25 genu dla  IL-10, IL-17A i IL-23R byly ponizej
poziomu wykrywalnoéci w obu badanych grupach.



** Z kolei ekspresja genu dla IL-17RA i IL-23A byta podwyiszona w stosunku do genu referencyjnego w
limfocytach krwi obwodowej zaréwno u chorych z tuszczyey, jak i oséb zdrowych. Brak ekspresji genu
dla IL-10 w komdrkach CD4/CD25 u pacjentdw potwierdzo przeciwluszezycowe dziatanie tej
Immunoregulujqcej cytokiny. Z kolei obecnos¢ ekspresji genu dla ILl-17A w skdrze, ale nie w limfocytach
T-regulatorowych krwi obwodowej, moze wskazywad na miejscowe, a nie ogdlnoustrojowe

zoongoZowanie jej w proces zapalny i etiopatogeneze tuszczycy.

Przeprowadzone badania potwierdzaja, ze zalezne od analizowanych genéw cytokiny IL-10, IL-17 §
IL-23 nie tylko majg kluczowe znaczenie w rozwoju choroby, ale stanowié¢ moga wazny cel terapeutyczny,
istotny w wyborze leczenia celowanego, tj. najbardziej efektywnego dla indywidualnego pacjenta.

Trzecia publikacja Doktorantk i,Interleukins 20 and 8 - less widely known eytokines in psorlasis” ma
charakter przegladowy, przeprowadzono systematyczny przeglad publikacji oceniajacych poziom
ekspresji gendw dla /L-20 i IL-8 oraz kodowanych przez nie cytokin w aspekcie ich patogennej roli w
rozwoju tuszezycy i potencjalnych mozliwosci terapeutycznych. Mimo, Ze nie 53 to mediatory pozostajgce
w gtéwnym nurcie immunomechanizméw w tej dermatozie, to jednak wielu autoréw uwaza, 7e mogy
odgrywac istotng  role w utrzymywaniu aktywnosci choroby. Autorka zauwaza, ze  rzadko opisywano
zaleznos¢ migdzy poziomem IL-8 w skérze a nasileniem choroby, W jednym z cytowanych badan
odnotowano dodatnig korelacje miedzy tymi parametrami. Réwniez w surowicy chorych na tuszczyce
stwierdzono podwyiszone poziomy stezenia IL-8, ale bez jednoznaczne] korelacji z PASI. Wykazano takie,
ze niekidre konwencjonalne metody terapeutyczne (miejscowe analogi witaminy D, cyklosporyna
i takrolimus administrowane doustnie) oraz leki biologiczne (ustekinumab, infliksymabh, etanercept
i rekombinowana ludzka IL-4) obnizajg ekspresje mRNA |L-8 | stezenie IL-8 w skérze chorych na tuszezyca,
Stad tez wydaje sig, ze IL-8 | Jej receptor moga by¢ obiecujgcymi kierunkiem terapeutycznym w tuszezyey.

Wy Doktorantki cytowane wyniki badari potwierdzajg poglgd, 2e IL-20, IL-8 | ich receptory odgrywajg
bezposredniq lub posredniq role w etiopatogenezie tuszezycy. Mimo, ze L-20 | IL-8 pozostajg w cieniy
ogdlnoustrojowef burzy cytokinowej, to jednak przeprowadzone dotychczas badania wydajg sie
uzasadnial zardwno ich znoczenie w rozwoju, utrzymywaniu sie zmian fuszczycowych, Jok i ich

potencjalne zastosowanie terapeutyczne.

Kazda z cytowanych publikacji zostata juz zrecenzowana przez grono powotanych Ekspertéw, wszystkie
prace zostaly przyjete i opublikowane w liczacych sie naukowych impaktowanych czasopismach
dermatologicznych. Chce zwrdcié uwage na bardzo dojrzafe, wywazone komentarze Doktorantki do

uzyskanych wynikéw badan. Kazdy uzyskany przez Autorke prac wynik jest opatrzony gteboko



przemyslanym komentarzem. Pozwolitam sobie jako Recenzent zwrdcié na nie Uwage poprzez
przedstawienie czesci z nich w recenzji. Wszystkie publikacje powstaly pod merytoryczng opieka i w
Zespofach pracujgcych z Paniq Promotor Profesor Anng Woiniacky; dojrzatoéé pracy, logiczna
interpretacja wynikow badari potwierdzaja bardzo dobra wspdtpracg z Panig Promotor, ktéra jest
doskonatym dydaktykiem i naukowcem. Bardzo drobna uwaga dotyezy faktu, ze jezyk angielski
publikacji jest bardzo dobry, natomiast w polskim oméwieniu nie zawsze komentarze sq przedstawione
dostownie, nie umniejsza to wartosci cyklu publikacji- ktére uwazam za bardzo dobre. Wiele wynikow
badai Doktorantki moze przynies¢ konkretne korzysci praktyczne dla pacjentéw z tuszezyeq u ktérych

planowana jest terapia antycytokinowa- terapia spersonalizowana to wazny kierunek rozwoju medycyny.

Na podstawie powyzej przedstawionych danyeh, z pelnym przekonaniem stwierdzam, ze przeditozona mi
do oceny rozprawa doktorska lekarz medycyny Magdaleny Kutwin pt."Analiza markerow
molekularnych w korelacji z przebiegiem klinicznym u chorych na luszezyce przygotowana pod
opieka promotorskg Prof. dr hab. med. Anny Wozniackiej spetnia warunki okrelone w art.13 Ustawy o
stopniach naukowych i tytule naukowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki z dnial4 marca 2003 z
pozniejszymi zmianami (Dz.U.nr.65, poz. 595 z pézn.zm.) w zwiazku z art.179 ust.1 z dnia 30.01.2018w
sprawie szczegtowego trybu i warunkéw przeprowadzania czynnoici w przewodzie doktorskim, w
postgpowaniu habilitacyjnym oraz w postepowaniu o nadanie tytuty profesora. Przepisy wprowadzajace
ustawe- Prawo o szkolnictwie wyzszym i nauce (Dz.U.z 201 8r.poz.1669 z p6Z.zm.)

Mam wiec zaszezyt przedlozyé Radzie Dyseypliny Nauki Medyczne Lédzkiego Uniwersytetu
Medycznego mojg pozytywng ocene rozprawy doktorskiej lek.med. Magdaleny Kutwin wraz z
wnioskiem o dopuszczenie lekarz medycyny Magdaleny Kutwin do dalszych etapéw przewodu
doktorskiego. Dodatkowo na podstawie przedstawionego powyzej uzasadnienia wnioskuje o wyréznienie
pracy.
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