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RECENZJA
rozprawy doktorskiej mgr Fukasza Szymanskiego
pt. . Wplyw pola elektromagnetycznego na ekspresje cytokin immunoregulacyjnych i

receptordw szlaku Smierei Fas/FasL w atopowym zapaleniu skéry”

Atopowe zapalenie skory (AZS) to choroba przewlekla o nawrotowym charakterze, Dla jej
przebicgu charakterystyczne sy przeplatajace sie cykle wyciszenia objawdw (remisji) z
zaostrzeniami - objawdw  (przesuszenic skory, podraznienia a nawet rany), Najbardzie]
ucigzliwym objawem AZS jest swedzenie ($wigd), kidrego stopien nasitenia zalezy od fazy
choroby. AZS towarzyszy rowniez zaburzenia funkcjonowania ukiadu immunologicznego i
zmiany w fizjologii © budowie skory. AZS zazwyczaj rozpoznawane jest we wezesnym
dziccinstwie (85% przypadkow pojawia sic u dzieci przed ukofiezeniem 5. roku zycia), ale
sdarza sig rowniez, ze diagnozowane jest dopiero u osob dorostych. Szacunkowo przyjmuje
sig. 7¢ okolo co pigta osoba na Swiecie cierpi na AZS. 7 czego atopia czedeie] dotyezy kobiet
niz mezezyzn. Niestety (AZS) to chosoba na cale zycie, a stosowane terapie nie prowadza do
wyleczen, aich efektem jest jedynic okresowe wyciszenie objawéw klinicznych.

7. kolei pole elekiromagnetyezne (PIIM) stanowigee przestrzen, w ktore energia elektryczna i
magnetyczna przenikajg sic wzajemnie, (owarzyszy nam codziennie. Emitowane 7 rdznych
zrodel PEM oddzialuje na organizmy zywe. przy czym nie do konca Jest  wyjasniony
mechanizm tych dzialan ani tez jego efektywnodé,  Aktualnie fale elektromagnetyczne sa
wykorzystywane w medyeynie. PEM 7 zakresu mikrofal moze wnikaé glehoko do wnetrza
tkanek, a niesiona energia jest zamicniania na cieplo, powodujae wzrost temperatury tkanck
czy calych narzadow. Lecznicze zastosowanie majg gléwnie fale o czestotliwosei 27MHy
(diatermia krdtkofalowa) oraz o czestotliwosei 2450M17 (diatermia mikrofalowa). Sg czesto
stosowane w leczeniu schorzen ortopedycznych, reumatyeznych, doiegliwosci bolowych

migsni i stawdw. Pole elektromagnetyerne znalazlo réwnicz zastosowanic w diagnostyce



medycznej i jest wykorzystywane do obrazowania (kanek i narzgdow przy pomocy rezonansu
magnetycznego. Badania ostatnich lat wskazuja, ze w zaleznogei od czestotiwosel 1 czasu
ckspozycjl wplyw PEM moze by¢ czynnikiem ingerujacym w proces roznicowania, wirostu,
podziatow. ruchu, zywotnosei czy programowe] $mierei komorki przez. bezposrednie
dziafanic na receptory nablonkowego czynnika wzrostu komaorek (EGFR) co prowadzi do
aklywacji szlakow  sygnalizacyinych MAPK  (kinaza aktywowana  mitogenamiy, mTOR
(kinuza MTOR, 2w, ssaczy cel rapamyeymy) czy PI3K (kinaza 3-fosfatvdvloinozyiohn
biorgeych udzial w wiw procesach komérkowych.

Dlatego tez wybrany przez Doktloranta problem naukowy o mozliwoscl ingerowania polem
clektromagnetycznym na ekspresje receplordw szlaku émierci Fas/Fasl, i zdolnosé do syntezy
i uwalniania cytokin pro- 1 przeciwzapalnych keratynocytow wyizolowanych od chorych 7
atopowym zapaleniem skory, kiory stanowi  rozprawe doktorsky, nalezy uznaé za bardzo

wazny, aktualny, nowatorski i oryginalny.

Przedstawiona do oceny praca doktorska mgr Lukasza Szymanskicgo obejmuje wraz »
wykazem: pismiennictwa i streszezeniem wjezyku polskim i angielskim oraz wykazem
stosowanych  skrotow 113 stron maszynopisu. Praca zawiera 2 tabele przedstawiajgce
charakterystyke osdb  zdrowych (tabela 1) oraz chorych z wystgpujacym  atopowym
zapaleniem skory (AZS) (tabela 2), od kiorych zostal pobranych wycinek skéry z okolic
przedramienia stanowigey material do izolacji keratynocytow, W powyzszyeh tabelach
przedstawione zostaty informacje dotyezace plei, wieku, wagi, wzrostu oraz wspotezynnika
masy clata (BMI) oséb zdrowych i pacjentow z AZS. u ktorych stopien nasilenia
wyslgpujgeych objawow atopowepo zapalenia skory oceniany byl przez dermatologa na
podstawic wskaznika EAS] (Kezema Area and Severily Index) i ktéry u pacjentéw ujetych w
badaniach wynosil powyzej 20 w skali (0-72). Powyzsza dokumentacja jest niezwykle wazna.,
poniewaz stanowi dokument przedstawiajacy wlasciwy dobor osob od ktorych zostal pobrany
materiat badawczy. W czesel metodyeznej dysertacji Autor nie podal informacji czy uzyskal
zgodg na pobranic materiatu badawczego wlasciwey Komisji Bioetyeznej, co bedzie
konieczne przy przygotowaniu pracy do druku. Zasadniczg dokumentacje naukowa dysertacji
stanawig 42 ryciny, przy czym 27 rycin przedstawia uzyskane przez Dokioranta wyniki
badan. natomiast 14 rycin stanowi w wickszosci wlasne opracowania graficzne koncepeji
naukowyeh I celow badawezyeh. Przedstawione w rycinach (2,4,9,10.13 i 14} schematy
zostaly wykonane przez Doktoranta wedlug jego koncepeji. Powyzsze opracowania graficzne

rawicraja - przeprowadzone prrzez Doktoranta przemyélenia i analizy naukowe podjetego



tematu badawezego. Sa wykonane niczwykle sugestywnic | przekonujy Cuzytelnika o
dojrzatodel i zrozumieniu przez Doktoranta podjetych tez badawcezych oraz umiejetnosei ich
udowodnienia przez zaprojektowane uklady cksperymentalne. Rowniez 27 ryein (od nr 15-
42). Kkiore zawierajy  uzyskane wyniki badan zostaly opracowane w  sposab  bardzo
przekonywujgcy i komunikatywny. poniewaz kazda rycina sklada sig z dwoch czedel; czedc
plerwsza zawicra graficzne przedstawienic uzyskanych wynikow badan w postaci wykresu,
natomiast ¢z¢s¢ druga stanowi postaé  tabelaryezng w kiére] zawarte s4 dane 7 opracowania
statystycznego takie jak roznice srednich, 95% przedzial ufnosei, informacj¢ o istotnosci oraz

wartose P.

Na szezepolng uwage zastuguje rowniez fakt, ze wykorzystane przez Dokloranta przy pisaniy
dysertacji pismiennictwo w liczbie 127 pozycii Jest aktualne, ponicwaz 111 pozycji
pismiennictwa 1o oryginalne prace tworeze opublikowane w crzasopismach zagranicznych w
okresie ostatnich 16 lat.  Jedynie 5 pozycji pismicnnictwa majg odnodniki do adresow
internetowych. W przedstawionym pismicnnictwie w pozycji 113 autorstwa 1) Biederman i
wsp., brakuje peinych danych bibliograficznych, nie zostaly podane numery stron. Powyzsze
jest jedynie uwagg porzadkujgea. natomiast nalezy stwierdzié, zc wybor cytowanych przes
Doktoranta  pozycji  pismiennictwa  $wiadezy o lego bardzo dobrym  przygotowaniu

merytoryeznym do podjetego tematu badawcezego.

Prredstawiona dysertacja zawiera wszystkie rozdzialy typowe dla prac dokiorskich o
charakierze eksperymentalnym czyli jest podziclona na standardowe rozdziaty obejmujace
wslep, zatozenia 1 cel pracy, material i metody, wyniki badan, dyskusi¢, wnioski i
pismiennictwo. Rozdzialy takie jak wstep, material i metody oraz wyniki badan zawieraja
odpowiednie podrozdziaty. Przed cvzeseig opisowa pracy umieszezony zostal bardzo starannie
przygotowany spis tresei oraz wykaz skrotéw pojec stosowanych w dysertacji. Umieszezenie
powyzszego wykazu bylo bardzo celowe i pozadane. poniewaz w istotny sposéb ulatwia
czytelnikowi wyjasnienie bardzo licznych skrotow zawartych w tekscie. Na kofeu dysertacjs
zostalo umieszezone streszezenie w jezyku polskim i anglelski, chociaz w opinii Recenzenta
streszezenie powinno by¢ umieszezone przed wsigpem co zwyczajowo jest stosowane przy
publikowaniu oryginalnych prac tworezyeh, poniewaz taki skrotowy przekaz pozwala

czytelnikowi na poznanie celu badan oraz ich rezultaty koticowego,
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Celem badan porownawcezych przeprowadzonych in vitro na hodowlach pierwotnych
keratynocytow wyizolowanyceh 2 [ragmentow skory pobranej od osob chorych na atopowe
zapalenie skory i od 0s6b zdrowych bylo

J. Pordwnanie ckspresji eytokin (11-18, 1L-17. 1L-10, 1L-4, 11-12. 11.-13. 11.-31).

chemokiny (1L-8) oraz ekspresji receptora sziaku $mierei Fas oraz Jego liganda FFasl..

g

Okreslenie wplywu pola elektromagnetyeznego (PEM) na ekspresje w/w cytokin i
chemokiny oraz receptora szlaku $mierci Fas i jego liganda FasL..

Prredstawione  cele  badaweze 1 wykonane cksperymenty  mialy  pozwoli¢  na
udokumentowanie postawionych przez Doktoranta hipotez badawezych, zaktadajacyeh ze
ckspozycja keratynocytow czlowieka chorego na atopowe zapalenie skory na dzialanie pola
elektromagnetyczne powoduje obnizenie ekspresji receptoréw szlaku émierei Fas/Fasl na
powierzehni tych komérek, co prowadzi do zmiany profilu syntezy i uwalniania chemokin i
cytokin przez keratynocyly co w konsekwencji moze skutkowaé wyciszeniem odezynu
zapalnego wystepujacego w przebiegu atopowego zapalenia skory.

Trzecim celem badawezym Doktoranta o bardzo istotnym znaczeniu nie tylko poznawcezym,
ale rowniez aplikacyjnym byla ocena wplywu pola clektromagnetycznego na ekspresie
badanego szeregu cvtokin oraz receptora szlaku $mierei Fas/FasL przez. komorki ustalonych
Imit keratynocytow czlowicka HaCa'l 1 PSC-200-010. Wykonanie tych badan mialo wykazac
czy komercyjne dostgpne ustalone linie  keratynocytow  czlowieka sq  odpowiednim
materialem do badania biologicznej aktywnosei PEM oraz czy mogg zastgpi¢ w badaniach in
viiro, hodowle pierwotne keratynoeytow izolowanych z wyeinkdw skory pobranych od osob

zdrowych,

Postawione hipotezy i cele badaweze nic moglyby zostaé w sposdb  wiarygodny
udokumentowane, gdyby nie  mozliwosé  wykonania ekspozycji  badanych  hodowli
komdrkowych  spontanicznych i ustalonych na promieniowanie elektromagnetyczne w
specjalnie wykonanej w Zaktadzie Ochrony Mikrofalowe] Wojskowego Instytutu Higieny i
Epidemiologii - miniaturowej komorze bezechowej wbudowanej w inkubator do hodowl;
komorkowej z przeptywem CO5 Dostepnodé tego urzgdzenia pozwolila na opracowanie |
standaryzacje  warunkéw  ekspozycji - badanych  hodowli komérkowyeh  na  pole
clektromagnetyezne w o zakresic:  czestotliwoscd, skutecznego  natezenia  pola
clektromagnetycznego, czasu  trwania impulsu.  okresu  powtarzania impulsow, tempa

pochlaniania wlasciwego oraz ezasu trwania ckspozyeji. Powyzsze $wiadezy o walidacji



metody ekspozycji hodowli komorkowyeh na PEM co gwarantuje powtarzalnosé uzyskanych

wynikow badan.

Nalezy stwierdzi¢, ze zakres badan podjetych przez Doktoranta jest bardzo szeroki, o
wysokim  znaczeniv poznawezym. Doktorant w o sposob  bardzo rzetelny i logiczny
udokumentowal wybor stosowanych modeli badawezych, Przedstawione przez Doktoranta
wiclokierunkowe cele badawerze, wymagaly opracowania szeregu ukladow doswiadezalnych,
kidre musialy by¢ zaplanowane i wykonane w odpowiedniej kolejnosei, W wykonanych
ukdadach dos$wiadezalnych Dokiorant postugiwal si¢ nowoczesnymi, powtarzainymi i
uznanymi metodami badawczymi z zakresu immunologii 1 biologii molekularnej, kiore
wymagaly opanowania  w o sposob  perfekeyjny technik  badawezych  stosowanych  w

pracowniach hodowli komorkowych.

Czgse teoretyezna dysertacji czyli wstep zostal opracowany przez Dokloranta w sposob
bardzo rzeczowy, a jego ukltad 1 tres¢ $wiadezy o duzej wiedzy Autora i Jego bardzo dobrym
teoretyeznym przygolowaniu do podjecia powyzszege tematu badawezego, W iej czedei
rozprawy doktorskic] Autor  przedstawil woosposéb zwigzly i aktualny informacje o
patogenezie 7 wystgpujgeymi zaburzeniami funkeji ukladu immunologicznego w przebiegu
atopowego zapalenia skory oraz jak to schorzenie o podlozu autoimmunologicznym moze
zmieniad W sposob negatywny jako$¢ codziennego zycia pacjentéw co czesto prowadzi do
zaostrzen [ nasilenia procesu chorobowego.

W ostatnim podrozdziale wstgpu Autor przedstawil informacje o aktywnosci biologicznej
pola eclektromagnetycznego i mozliwosei terapeutycznego wykorzystania PEM w klinice
czlowieka, Szkoda, ze Autor przedstawil jedynie pozytywne aspekty oddzialywania PEM na
funkecje wybranych komérek czy szlakéw metabolicznych. Przeciez PEM towarzyszy nam
praktycznie w kazdej dziedzinie Zycia, jako naturalne promieniowanic wytwarzane przcz.
Stonce 1 Ziemie oraz wytwarzane sziucznie stanowiae efekt rozwoju naszej cywilizacji, co
przy tak szybkim rozwoju techniki » kazdym rokiem dostarczane sa nowe zrodla PEM.
Oczywiscie. nalezy przyjac, ze pomimo licznych, wieloobszarowyeh badan, ktoryeh wyniks
sg czgsto rozbiezne 1 rudne do zweryfikowania nie mozna jednoznacznic okreslic efekiow
oddziatywania PEM na orpanizm zywy tym bardziej. Ze organizmy zywe zwierzl czy
czlowicka posiadaja duzg zdolno$é adaptacji do warunkéw  $rodowiskowyeh oraz do
kompensacji 1 regeneracji. Na podstawic aktualnej wiedzy mozna jednak przyjac, ze

pierwszym migjscem dzialania PEM jest blona komérkowa, w ktérej pod wplywem PEM



dochodzi do zaburzen transportu jondw i innych substancji z i do komérki co niczaprzeczalnie
musi mie¢ wplyw na jej metabolizm i funkcjonowanie, efektem dzialania PEM jest zmiana
stosunku wolnyeh i zwigzanych fosfolipidow blon komdorkowyceh, PEM hamuje czynnosc
pompy Nat/K+ co zaburza transport blonowy jondow czemu musza towarzyszy¢ zmiany
aktywnosei wielu enzymdw komarkowyeh, Wiemy réwnicz . ze PEM powoduje zwickszenie
wyplywu jonow Ca’" 2 komorek co moze prowadzi¢ do zaburzen przewodnictwa i
przekazywania sygnaldw. Kolejno, ekspozycja na PEM indukuje apoptoze komédrek w sposdb
bezposredni, ale moze tez wplywac¢ na ten proces posrednio poprzez wzrost ilosei wolnych
rodnikow czy zmiang stgzenia jonow wapnia w komoéree. Koleinym czynnikiem $wiadezgeym
o nickorzystnym dzialaniu PEM na organizmy Zzywe jest obserwowana zwickszona synteza
bialek szoku cicplnego (Msp) w komorkach. Oczywiscie wszystkie te wptywy PEM na
komdrki zywe, przekiadaja si¢ na funkcionowanie poszezegdinych organdw i w konsekwencji
cafego organizimu, jednak efekt bedzie zalezal od czasu i intensywnodei napromieniowania
PLM. W zwigzku 2 przestawionymi w sposob skrotowy faktami, podrozdzial wstepu
przedstawiajgcy wplyw PEM na organizmy zywe powinien byé bardziej rozbudowany, a nie
dotyczy¢ tylko zagadnienr istotnych dla przeprowadzonych badan. Uwagi tej nic nalezy
traktowa¢ jako krytyki. ale jedynic juko sugestic do wzbogacenia informacji o wplywie PIEM

na organizm zywy, przy przygotowaniu pracy czy prac z wykonanych badan do druku,

Duze uznanie budzi opracowanic i przedstawienic rozdzialu ,Cele badaweze” w ktorym
Aulor zawarl w sposdb bardzo przekonywujacy zasadnoéé przeprowadzenia zaplanowanych
badan oraz ich znaczenic poznawcze a takze potencjalnie aplikacyjne w wspomaganiu
standardowych (erapii alopowego zapalenia skory.

Rowniez bardzo dobrze opracowany zostal kolejny rozdzial dysertacji ., Material i metody™ w
ktorym zostal przedstawiony schemat przeprowadzonych badai, a nastgpnie w sposoh bardzo
skrupulatny i przejrzysty przedstawione zostaly uklady doswiadezalne z podang metodyka
wykonanych oznaczen. Na wstepic powyzszego rozdziatu zostaly przedstawione dane z
dokumentacjg fotograficzng o prawidlowych pierwotmych keratynocytach  czdowieka,
keratynocytach wyizolowanych ze skory pacjentow chorych na atopowe zapalenie skory oraz
keratynocytach ustalonych linii komdrkowych ezlowicka PSC-200-010 i HaCaT., nastepnie
przedstawione zostalo w sposob opisowy 1 tabelaryczny charakterystyka osob zdrowych i
pacjentow z AZS od kidrych poprano wycinki skéry stanowigee zrédlo keratynocytow. W
tabeli 2 jest blad w jej opisic, ponicwaz przedstawia ona dane dotyczgce pacientdw 7z AZS a

ni¢ jak podano ochotnikow 7 grupy kontrolnej. Réwniez na str 35 w trzeeim wierszu od dolu
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powinno by¢: Rozklad plei w grupic chorych na atopowe zapalenie skory ... a nie jak
napisano w grupie kontrolnej™. Kolejnym podrozdzialem jest wykaz medidw i opis dotycezacy
prowadzenia hodowli komorkowych.

Nalezy stwierdzi¢, przyjgte w pracy uklady doswiadezalne i zastosowane  metody badaweze
stanowiy gwarancje uzyskania w pelni wiarygodnyeh wynikdw.  Juz 2z samej liczby
mierzonych wskaznikéw wynika, z¢ badanie zaplanowano na szerokg skalg i uczyniono to
bardzo starannie. Wymagalo to od Doktoranta nic tylko umiejetnosei badawezych i
laboratoryjnych ale i duzej pracowitosei. Diatego dobér grup i metod badawcezych, w tym

narzedzi oceny statystycznej uwazam za trainy.

Sposob teoretyeznego i graficznego opracowania uzyskanych wynikow wnosi oryginalny
wkiad do badan wykonanych in vinro nad wplywem pola elektromagnetycznego (PEM) na
receptor szlaku $mierci Fas 1 jego liganda Fasl. oraz ekspresje cytokin (IL-1B, 11.-17, 11.-10,
-4, 1L-12, 1L-13, 1L-31), chemokiny (11.-8) na keratynocyty wyizolowane od osob
zdrowych w pordwnaniu do w/w  wskaznikow aktywnosei keratynocytow pochodzacyeh od
pacjentow z kliniczng, czynng postacia atopowego zapalenia skory. O oryginalnosci, a przede
wszystkim o kompleksowoscei przeprowadzonych badan $wiadezy przeprowadzony uklad
doswiadezalnyeh w ktdrym, w pierwszej kolejnosei Doktorant oceniat profil i intensywnosc
wytwarzanyeh cytokin i chemokin oraz ckspresie Fas/Fasl, w hodowlach pierwotnych
keratynoeytow  wyizolowanych ze skory 0s6b zdrowych w poréwnaniu do aktywnosei tych
komorek wyizolowanych od pacjentow 7 czynng postacia AZS.

Rowniez na duze uznanie zasluguje wysoce prawidlowo opracowany uklad do$wiadezalpy |
sposdb przeprowadzenia badad poréwnawezych majacych na celu wykazanie czy komercyjne
dostepne ustalone linic keratynocytow czlowicka ( HACaT 1 PSC-200-010) sa odpowiednim
materiatem do badania biologicznej aktywnosci PEM oraz czy moga zastapi¢ w badaniach in
vifro, hodowle pierwolne keratynocytow izolowanych z wycinkdw skory pobranych od osob
zdrowych.

Nalezy podkreslic ze badane wskazniki we wszystkich ukfadach doswiadezalnych zoslaly
oznaczone w sposob dynamiczny w dwoch punkiach czasowych: po 4 1 24 godyzinach

ekspozycji na PLM,

Rowniez w sposob bardzo rzeczowy, przemyslany, usystematyzowany i rzetelny Doktorant
podejmuje w rozdziate ,,.Dyskusja™ polemike 2 danymi naukowymi na zrealizowany temat

badawcery, ktore zostaly opublikowane przez innych autorow z wiclu, glownie zagranicznych



osrodkéw naukowych. Swiadezy 1o o zngjomosel aktualnego $wiatowego pismicnnictwa
dotyczgeego  omawianych zagadnich naukowych, ale takze o umicjetnosei wlasciwej

interpretaci ziawisk w oparciu o spostrzezenia innych badaczy.

Dobrze  udokumentowane  wyniki  badan  pozwolily Doktorantowi na  postawicnic 7
prawidiowo  skonstruowanych  wnioskow, ktore stanowia zadowalajacy odpowiedz na
zaiozone cele badaweze. Natomiast wniosek 8 nie wynika 2 przeprowadzonych i
udokumentowanych — cksperymentéw,  jest  jedynie  wynikiem  przemyslen  naukowych
Doktoranta, kidrych odpowiednim miejscem w dysertacji jest rozdziat ,.Dyskusja”. Nalezy
zwrociC rowniez uwage na fakt, ze maszynopis pracy zostal przygotowany w sposob bardzo

staranny, a praca zostata napisana bardzo poprawnie pod wzgledem jezykowym.

Reasumujge stwierdzam, ze przedstawiona do oceny dysertacja doktorska mgr fukasza
Szymanskiego zatytulowana "Wplyw pola elektromagnetyeznego na ekspresje cytokin
immunoregulacyjnych i receptordow szlaku $mierci Fas/Fasl, w atopowym zapaleniu
skory™ jest oryginalnym, nowatorskim osiggnigciem Autora. Przeprowadzone badania majg
duzg warlo$¢ poznawcezy 1 potencjalne znaczenie aplikacyjne do wspomagania standardowych
terapil stosowanych w atopowym zapaleniu skory u ludzi. Zalozone cele badaweze zostaly w
pelni osiggnigte i przeanalizowane zgodnie z obowigzujgcymi standardami.

Uwazam. 7ze powyzsza praca w pelni odpowiada wymogom stawianym rozprawom
doktorskim zawartym w Ustawie z dnia 14 marca 2003 roku o stopniach naukowych i tytule
nauvkowym oraz o stopniach i tytule w zakresie sztuki (Dz. U. Nr 0365595 z dnia 16.04.2003).
Wnosze 0 jej preyjecie i dopuszezenic mgr Lukasza Szymanskiego do dalszych etapow
przewodu doktorskiego. Wnioskuje rowniez  do wysokiej Rady Naukowej Wojskowego
Instytutu Higieny i Lpidemiologii w Warszawie o nagrodzenie powyZszej rozprawy
doktorskiej, ze wzgledu na jej oryginalno$é, nowatorstwo, kompleksowosé oraz istotne

znaczenie poznaweze 1 aphikacyjne wykonach badan.

B

Prol. dr hab. Bozena Obminska-Mrukowicy



