UNIWERSYTET MEDYCZNY M. KAROLA MARCINKOWSKIEGO W POzZNANIU

KATEDRA [ KLINIKA DERMATOLOGII

tel. 061 869-12-85, 869-16-12

ul. Przybyszewskiego 49 fax 061 869-15-72
60-355 Poznan e-mail: dermask2@ump.edu.pl
Prof. dr hab. med. Magdalena Czarnecka-Operacz Poznan, 17.07.2019

Katedra i Klinika Dermatologii oraz
Pracownia Choréb Alergicznych

Uniwersytetu Medycznego im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu

Ocena rozprawy doktorskiej

Lek. Joanny Bacharewicz-Szczerbickiej

Ekspresja wybranych receptorow toll-like i wewnatrzkomorkowej
osteopontyny w efektorowej fazie alergicznego kontaktowego

zapalenia skory.

Kontaktowe zapalenie skory (wyprysk kontaktowy) to grupa
zapalnych chorob skory, w ktorych miejscowa reakcja zapalna rozwija sie w
nastepstwie bezposredniego kontaktu z czynnikami $rodowiskowymi. Moze

mie¢ on podloze alergiczne warunkujace powstanie alergicznego wyprysku
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kontaktowego, w nastepstwie reakcji z  prostymi zwiazkami chemicznymi
zwanymi haptenami, lub niealergiczne wywotlane przez bezposredni kontakt z
substancjami drazniacymi (Wyprysk z podraznienia) lub toksycznymi takimi jak
roztwory kwasow lub zasad.

Klinicznie obie formy wyprysku bywaja trudne do zrdznicowania,
chociaz niektére z cech morfologicznych wyprysku toksycznego oraz
mozliwosé¢  przeprowadzenia naskorkowych  testow ptatkowych  stanowia
podstawe diagnostyki roznicowe;j.

Zmiany chorobowe moga lokalizowa¢ si¢ w obrebie réznych okolic ciata (skora
twarzy, szyi, dekoltu, rak, podudzi itd.) jednakze najczesciej procesem
chorobowym objeta jest skora rak.

Alergiczne kontaktowe zapalenie skory rozwija sie na podtozu reakc;ji
immunologicznej typu IV wg klasyfikacji zaproponowanej przez Gella i
Coombsa. W ogodlnym uproszczeniu mozna uznac, ze po ekspozycji skory
pacjenta na klasyczny hapten zostaje on po wstepnym przetworzeniu
prezentowany przez komorki dendrytyczne limfocytom Thl i w efekcie
aktywacji tej subpopulacji limfocytow pomocniczych dochodzi do syntezy oraz
uwalniania szeregu cytokin prozapalnych, gtéwnie 11-2 oraz IFN-gamma.

Klasyczna kontaktowa reakcja alergiczna przebiega w kilku etapach. W
poczatkowej fazie indukcji hapteny czyli zwiazki chemiczne poprzez polaczenie
z biatkami endogennymi naskérka tworzg immunogenne kompleksy, ktore jak
JuZz wspomniano wczesniej prezentowane sg limfocytom T gléwnie przez
komorki  Langerhansa nalezace do populacji komorek profesjonalnie
prezentujacych antygen. Uczulone limfocyty T wedruja do okolicznych weztow
chtonnych gdzie dochodzi do ich proliferacji klonalne;j.

W wyniku kolejnej ekspozycji na alergen ( faza efektorowa) dochodzi do
proliferacji limfocytow T zaréwno w skorze jak réwniez okolicznych weztach
chfonnych. Swoiscie uczulone limfocyty wydzielaja szereg mediatorow, ktore

powoduja naptyw komérek zapalnych: neutrofilow, makrofagow i limfocytow
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W nastepstwie czego dochodzi do powstania zapalenia alergicznego.
Niezaleznie od mechanizmu powstawania zmian skérnych wyprysk kontaktowy
moze mie¢ przebieg ostry, podostry lub przewlekly.

W ostrej postaci zmiany wypryskowe rozwijaja sie w obrebie skory
eksponowanej na dziatanie haptenu lub substancji draznigcej i wykazuja
ewolucyjnosé wykwitow, od rumienia, poprzez grudki obrzekowe, pecherzyki i
nadzerki do tworzenia strupdw i pozapalnego zluszczania. W przypadku ostrego
wyprysku w obrazie klinicznym dominuja rumien, obrzek, objawy saczenia, a
objawami podmiotowymi odczuwanymi przez pacjenta jest bol, pieczenie oraz
swigd skory.

W podostrej postaci wyprysku stan zapalny jest mniej nasilony, zwykle

nie obserwuje sie saczenia a Jjedynie obecnos$¢ grudek wysiekowych i mniej
liczne pecherzyki.
W tej postaci zmiany skérne cofajg sie stopniowo po wyeliminowaniu kontaktu
z czynnikiem alergizujacym lub draznigcym natomiast powtarzalna ekspozycja
prowadzi¢ moze do nawrotéw oraz rozwoju objawow klinicznych wyprysku
przewlektego.

W przypadku wyprysku przewleklego nasilenie zmian rumieniowych i
obrzgkowych jest mniejsze, natomiast dominuje liszajowacenie, czyli
pogrubienie skory, wzmozenie poletkowania skéry oraz uposledzenie jej
sprezystosci. Dodatkowo charakterystyczne sa przebarwienia lub odbarwienia
pozapalne skory objetej procesem zapalnym. Zmianom skérnym towarzyszy
zazwyczaj swigd warunkujacy odruch drapania, ktory z kolei prowadzi¢ moze
do zaostrzenia procesu chorobowego w efekcie urazu mechanicznego skory.
Uraz mechaniczny ufatwia i nasila zarowno uwalnianie jak i penetracje
uwalnianych z keratynocytow cytokin prozapalnych takich przyktadowo jak Il-
1, II-8 i TNF-alfa oraz pochadzacych z limfocytow T—I1-2, IL-4 i TNF-gamma.
Powoduje to nasilenie rozwijajacego sie stanu zapalnego skory.

Uszkodzenie bariery naskorkowej utatwia dodatkowo rozwoj alergii
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kontaktowej w odniesieniu do stosowanych miejscowo preparatow leczniczych
zwlaszcza kortykosteroidowych, co z kolei moze by¢ przyczyna niepowodzen
terapeutycznych, a wrecz prowadzi¢ moze do pogorszenia stanu klinicznego
pacjentow. Istnieje oczywiscie wiele innych odmian wypryski, takich jak
luszczyco-podobny lub tojotokowy, ale co najwazniejsze to fakt, ze pod
morfologiczna maska zmian skornych o charakterze wyprysku przebiega¢ moze
wiele innych, niejednokrotnie niebezpiecznych dermatoz, w tym chtoniaki
skory. Warto o tym pamietaé w naszej codziennej praktyce klinicznej, gdyz
pomytka w zakresie prawidtowego rozpoznania moze skonczy¢ sie dla pacjenta

tragicznie,

Przedtozona mi do recenzji praca doktorska lek. med. Joanny
Bacharewicz-Szczerbickiej liczy 124 strony i zawiera 270 pozycji
literaturowych, streszczenie w j¢zyku polskim oraz angielskim, 44 ryciny oraz 9
tabel, ktorych spisu zabrakto mi w koncowej czesci rozprawy doktorskiej . Praca
zostala zredagowana i podzielona na rozdzialy wedtug klasycznego schematu
stosowanego w rozprawach doktorskich.

Doktorantka w spisie tresci przedstawila wszystkie elementy swojej
rozprawy rozprawy doktorskiej zapoznajac czytelnika z problemami naukowo-
badawczymi, ktére w niej porusza w odpowiednio utozonych, kolejnych,
rozdziatach pracy.

Spis zastosowanych w pracy skrotow zdecydowanie utatwia jej lekture i

stanowi wazna i niezwykle przydatna jej czesé.

Cz¢s¢ ogdlng rozpoezyna Wstep.

We wstepie doktorantka zapoznaje czytelnika z nastepujacymi problemami:



krotko, ogdlnie i tresciwe z samym problemem immunologicznych
zaburzen obserwowanych u chorych na alergiczne kontaktowe
zapalenie skory/alergiczny wyprysk kontaktowy (ACD-allergic
contact dermatitis),

przedstawia epidemiologiczne dane dotyczace ACD w ogolnej
populacji swiata,

omawia czynniki ryzyka wplywajace na rozwdj objawdw alergii

kontaktowej,

opisuje obraz kliniczny choroby,

przedstawia mozliwosci postepowania diagnostycznego w przypadku

chorych na ACD lub podejrzenia wspomnianej choroby,

opisuje juz w szczegdlach znane na obecnym etapie wiedzy
medycznej zjawiska immunologiczne biorace udzial w rozwoju i

przebiegu ACD,

omawia szczegolowo udzial i znaczenie limfocytow T

regulatorowych (Treg) w rozwoju i przebiegu klinicznym ACD,

nastepnie udzial zjawisk odpornosci wrodzonej, ze szczegdlnym

uwzglednieniem roli neutrofilow i monocytow ,

opisuje szczegdltowo receptory toll-like, ich budowe i drogi
aktywacji (poszczegélne szlaki aktywacyjne, bogato ilustujac dane
teoretyczne), wystepowanie receptorow TLR2 i TLR4 na

poszczegolnych komérkach uktadu immunologicznego

nastgpnie przedstawia role receptoréw TLR2 i TLR4 w wybranych

chorobach skéry, z uwzglednieniem choréb alergicznych,



® W ostatniej czesci tego pod-rozdzialu autorka opisuje szczegdtowo
osteopontyneg, jej strukture i funkcje , jak réwniez udziat w
procesach zapalnych oraz role w wybranych chorobach skoéry, ze

szczegolnym uwzglednieniem choréb alergicznych

Wstep stanowi moim zdaniem znakomite, w petni wyczerpujace wprowadzenie
czytelnika do badan whasnych Doktorantki. Warto podkresli¢, iz zawarte
W te] czedei rozprawy informacje dotycza wyjatkowo szerokiej sfery
wiedzy odnoszacej sie do immunologii doswiadczalnej oraz klinicznej, a
sam rozdzial napisany zostal we wzorowy i niezwykle interesujacy
Sposob, wzbogacony o ryciny odzwierciedlajace zawarta w rozdziale tres¢

merytoryczng prezentujaca bardzo wysoki poziom naukowy.

Badania wlasne doktorantka rozpoczyna od opisu celu pracy, ktory zawarla w

trzech jasnych i precyzyjnych punktach. Byly nimi :

I. Ocena ekspresji receptoréw TLR2 i TLR4 na monocytach i neutrofilach
we krwi obwodowej u chorych z alergicznym kontaktowym zapaleniem
skory.

2. Ocena  subpopulacji  limfocytow CD4", CD4'CD25hieh
CD4'CD25"#"CD127"°% we krwi obwodowej chorych z alergicznym
kontaktowym zapaleniem skory.

3. Ocena subpopulacji  limfocytow T  CD4* wytwarzajacych
wewnatrzkomorkowa forme osteopontyny we krwi chorych z alergicznym

kontaktowym zapaleniem skory.

Nastepnie przedstawiona zostata populacja pacjentéw, ktérzy poddani zostali

badaniu, co moim zdaniem powinno znalez¢ sie w rozdziale Metody.



W' rozdziale Metody doktorantka omoéwila zastosowane szerokie
metodologicznie badania w wyselekcjonowanej  populacji pacjentow. A

mianowicie :

® Ocena morfologiczna krwi obwodowe;.

® Ocena subpopulaciji monocytow i neutrofiléw wykazujacych ekspresje
receptorow TLR2 i TLR4 we krwi obwodowej metoda cytometrii
przeptywowej.

® Ocena subpopulacji limfocytéw CD4*, CD4*CD25" CD4'CD25high] 2 7low
we krwi obwodowej metoda cytometrii przeptywowej.

® Ocena ekspresji osteopontyny wewnatrzkomorkowej w limfocytach T
metoda cytometrii przeptywowe;j,

® oraz metodyke zastosowana w analizie statystycznej.

Juz sam zakres przeprowadzonych badan i wysoki poziom zastosowanej
metodologii bardzo pozytywnie swiadczy o ocenianym projekcie badawczym i
ogromnym doswiadczeniu doktorantki w zakresie badan w sferze immunologii
doswiadczalne;j.

Nastepnie uzyskane wyniki badan poddano ocenie ststystycznej, ktdrej zasady
zostaly opisane w sposob szczegotowy aczkolwiek zabraklo mi w tym miejscu
zgody Komisji Etycznej na przeprowadzenie projektu naukowo-badawczego.
Rozdzial ten napisany zostal w sposob wzorowy i nie buzi zadnych istotnych

zastrzezen.



W rozdziale Wyniki doktorantka szczegolowo przedstawita wszystkie dane
wynikajace z przeprowadzonych badan w okreslonym przez doktorantke

zakresie, a mianowicie -

® Ocena ekspresji receptoréow TLR2 i TL4 na monocytach i neutrofilach we
krwi obwodowej u chorych grupy 1 z alergicznym kontaktowym
zapaleniem skéry i w grupie kontrolne;.

® Ocena wybranych subpopulacji limfocytow CD4+ u chorych grupy I z

alergicznym kontaktowym zapaleniem skory i oséb grupy kontrolne;j.

® Ocena  subpopulacji limfocytow T  CD4* wytwarzajacych
wewnatrzkomorkowa forme osteopontyny we krwi chorych grupy II z
alergicznym kontaktowym zapaleniem skory i w grupie kontrolne;j.

® Ocena wybranych subpopulacji limfocytow CD4" u chorych grupy 11 z

alergicznym kontaktowym zapaleniem skory i 0sob grupy kontrolne;j.

Rozdzial ten wywiera wrazenie wrecz imponujace dzieki  skrupulatnosci
badawczej doktorantki oraz umiejetnosci zaprezentowania w graficzny sposob

uzyskanych wynikéw badan.
Rozdzial Dyskusja.
W rozdziale tym doktorantka szczegolowo przedstawita wszystkie dane

wynikajace z przeprowadzonych badan, ktore poddane zostaly ocenie

statystyczne] przeprowadzonej w oparciu o starannie dobrane testy. Autorka



poddata krytycznej ocenie wyniki badan wlasnych w konfrontacji z
pisSmiennictwem polskim jak i swiatowym. Rozdzial ten zostat napisany
wzorowo i swiadczy o dobrym rozeznaniu doktorantki w literaturze przedmiotu
» W lym z ostatnich lat. Oméwienie wynikow i dyskusja dowodzi duzej

dojrzalosci naukowej lek. Bacharewicz-Szczerbickiej .

Rozdzial Whioski napisany zostat w Sposob przejrzysty , i zawiera 8 jasno
sprecyzowanych wnioskow o bardzo wysokiej istotno$ci merytorycznej, ktére

doktorantka sformowata na podstawie uzyskanych wynikow :

I. W regulacji przebiegu akzs, w ostrym okresie choroby, moga odgrywac role
monocyty wykazujace ekspresje receptorébw TLR2 i TLR4 oraz limfocyty T
CD4" wykazujace ekspresje wewnatrzkomoérkowej osteopontyny. Przedstawione
badania mogtyby rowniez wskazywa¢ na udzial réznych subpopulacji
limfocytow T CD4* w przebiegu ACD: limfocytow CD4'CD25" oraz
limfocytow regulatorowych.

2. W ostrym okresie choroby dochodzi do aktywacji monocytéw za
posrednictwem receptoréw TLR2 i TLR4, natomiast w okresie remisji zmian
skornych brak jest czynnika aktywujacego te komérki lub wydzielane sa,
nieokreslone dotychczas w wyprysku alergicznym, czynniki hamujace ich
funkcje.

3. Hamowanie ekspresji TLR2 i TLR4 na komérkach uktadu immunologicznego
m.in. limfocytach, monocytach mogloby by¢é nowym kierunkiem leczenia
zmniejszajacym objawy akzs.

4. Obnizona liczba limfocytow regulatorowych we krwi chorych w ostrym
okresie akzs w stosunku do oséb zdrowych moze wskazywac na przemiang tych
komorek w subpopulacje limfocytéw CD4'CD25" lub moze wskazywaé na ich

zwigkszong rekrutacje do skory.



5. Dodatnia korelacja odsetka limfocytow CD4'CD25" z wielkoscig wskaznika
EASI moze stanowié posredni dowod potwierdzajacy znaczenie aktywowanych
limfocytow o fenotypie CD4'CD25*, obok limfocytow CD8*, jako komérek
efektorowych w wyprysku alergicznym.

6. Uwzgledniajac  wyniki wezesniejszych  badan  wykazujacych  wzrost
surowiczego stezenia sOPN u chorych z ostrym akzs, obserwowany wzrost
odsetka limfocytow T z ekspresja iOPN moglby wskazywac na pochodzenie
SOPN z limfocytow krwi oraz mozliwosé przechodzenia iOPN w sOPN.

7. Wyniki te rowniez moglyby potwierdza¢ udziat OPN jako cytokiny zapalne;
w ostrym okresie ACD i by¢ wskaznikiem monitorujacym przebieg choroby.

8. Zwigkszony odsetek limfocytow z ekspresja iOPN w okresie remisji zmian
skornych moglby wskazywaé na ich przedtuzona obecnos¢ we krwi, nie

dochodzi jednak do uwalniania OPN z komérek T.

Rozdzial ten, podobnie zreszta jak poprzednie swiadczy o wysokiego stopnia
dojrzatosci naukowo-badawczej doktorantki i moim zdaniem stanowi wzorowy
sposob zaprezentowania obserwacji poczynionych w przeprowadzonym przez

doktorantke naukowym projekcie badawczym.

Za szczegdlne zalety ocenianej pracy doktorskiej uznaje :

I. Wybranie ciekawego i niezwykle istotnego tematu pracy doktorskie]
majacego duze znaczenie zaréwno naukowo-badaweze jak i praktyczne .

2. Autorka wykazata si¢ bardzo duza rzetelnoscia i pracowitoscia juz na
etapie planowania badania.

3. Uzyskanie ciekawych i bardzo wartosciowych wynikéw stanowiacych

uzupelnienie obecnej wiedzy teoretycznej,
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I. Praca ta stanowi mam nadziej¢ poczatek dalszych badan nad tym

niezwykle interesujacym tematem naukowo-badawczym.

W zakresie drobnych usterek rozmaitej natury ( zamieszczonych w tekscie
mojej recenzji) , w tym edytorskiej praktycznie nie mam zadnych uwag

krytycznych..

Moja ocena rozprawy doktorskiej lek. med. Joanny Bacharewicz-
Szczerbskiej jest bardzo wysoka. Sposob  przeprowadzenia zaplanowanych
przez Doktorantke badan, rzeczowa dyskusja i przedstawione wnioski swiadcza
o niezwyklej dojrzatosci naukowej i badawczej Autorki oraz mozliwosci
dalszego, samodzielnego juz prowadzenia kolejnych badan naukowych. Moim
zdaniem przedstawiona mi do oceny rozprawa doktorska jest dowodem na
aktywny udziat polskich naukowcow w tym niezwykle fascynujacym obszarze

immunologii doswiadczalnej i klinicznej.
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W zwiazku z powyzszym mam zaszczyt przedtozy¢ Pani Dziekan i Wysokiej
Radzie Wydziatu Lekarskiego Uniwersytetu Medycznego w Bialymstoku
wniosek o przyjecie rozprawy lek. med. Joanny Bacharewicz-Szczerbskiej za
odpowiadajaca wymogom stawianym pracom doktorskim, spetnia warunki
okreslone w art.13 ust.1 ustawy z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach
naukowych oraz o stopniach j tytule w zakresie sztuki (Dz.U.Nr65,poz 595, z
poz.zm.) i dopuszczenie Kandydatki do dalszych etapow  przewodu
doktorskiego. Dodatkowo ze wzgledu na wyjatkowa wartosé merytoryczna
pod wzgledem nowatorskim, metodologicznym oraz naukowo-poznawczym,
zwracam si¢ do Pana Dziekana oraz Wysokiej Rady z prosba o jej

szczegolne wyroznienie.

Prof.dr hab.med. Magdalena Czarnecka-Operacz
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