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WYKAZ ZASTOSOWANYCH SKROTOW

ARMS-PCR amplification refractory mutation system - polymerase chain reaction/

rodzaj allelospecyficznej reakcji tancuchowej polimerazy

BSA body surface area/ wskaznik powierzchni ciata

CD4 cluster of differentiation 4/ antygen réznicowania komérkowego 4
CCRS5 C-C chemokine receptor 5/ receptor C-C chemokin typu 5

DLQI dermatology life quality index/ wskaznik jakos$ci zycia zalezny od

dolegliwosci skornych

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay/ test immunoenzymatyczny

GWAS genome-wide association studies/ badania asocjacyjne calego
genomu

HLA human leukocyte antigens/ ludzkie antygeny leukocytarne

IL-16 interleukin 16/ interleukina 16

LCF lymphocyte chemoattractant factor/ czynnik chemotaktyczny dla
limfocytow

MCP-1/CCL2 monocyte chemotactic protein-1/ C-C chemokine ligand 2/ biatko

chemotaktyczne dla monocytéw typu 1

MHC major histocompatibility complex/ glowny uktad zgodnos$ci tkankowej
mRNA messenger RNA/ informacyjny RNA
PASI psoriasis area and severity index/ wskaznik rozleglosci i cigzkosci

zmian skérnych w luszczycy
PCR polymerase chain reaction/ reakcja tancuchowa polimerazy

PCR-RFLP polymerase chain reaction - restriction fragment length polymorphism/

reakcja fancuchowa polimerazy - analiza polimorfizmu dtugosci
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PSORS

qPCR

RANTES/CCL5

SSP-PCR

Th

fragmentow restrykcyjnych
psoriasis susceptibility locus/ locus podatnosci na tuszczyce

quantitative polymerase chain reaction/ ilosciowa reakcja tancuchowa

polimerazy

regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted/ C-C

chemokine ligand 5/ B-chemokina CCL5

single specific primer-polymerase chain reaction/ amplifikacja DNA

ze starterami swoistymi dla alleli

T helper cells/ komorki T pomocnicze

W tekscie pracy symbole gendw oznaczono czcionka pochylona, a symbole biatek czcionka

prosta [1].
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WPROWADZENIE

Luszczyca jest przewlekla, zapalng chorobg skory. Kluczowa role w patogenezie tej choroby
odgrywa wzajemne oddziatywanie czynnikow  genetycznych, immunologicznych
i sSrodowiskowych. Zgodnie z obecnym stanem wiedzy tuszczyceg okresla si¢ mianem choroby
kompleksowej o wielogenowym modelu dziedziczenia [2]. Podloze genetyczne luszczycy
nie budzi watpliwosci, jednak wcigz poszukuje si¢ nowych wariantow polimorficznych

gendw, ktoére moga mie¢ wptyw na ryzyko rozwoju i przebieg tuszczycy.

Zmiany skorne w przebiegu tuszczycy wynikaja z nadmiernej proliferacji komorek naskorka
1 skrécenia okresu przejscia keratynocytow z warstwy podstawnej do warstwy rogowe;.
W patogenezie tego schorzenia istotng role odgrywaja zaburzenia immunologiczne,
a w szczegOlnosci podkreslany jest wplyw limfocytow T na nadmierng proliferacje
keratynocytow [3,4]. Zrodlo toczacego sie procesu zapalnego oraz przyczyna nasilone;
aktywacji 1 migracji limfocytow T do skéry u chorych na tuszczyce pozostaja nieokreslone.
Istotne zatem wydaja si¢ badania nad rolg cytokin i chemokin, kontrolujacych naptyw
komorek zapalnych do skory.

Interleukina 16 (IL-16) jest cytoking prozapalng o plejotropowym dzialaniu na komorki
uktadu immunologicznego. Wykazuje ona chemotaktyczne wlasciwosci w  stosunku
do limfocytow T CD4+, a takze monocytoéw, eozynofili 1 komorek dendrytycznych [5,6].
Interleukina 16 uznawana jest za czynnik wzrostowy komorek Thl, a jej funkcja $cisle wigze
si¢ z ekspresja receptora CD4 na komoérkach docelowych [5]. Posiada ona takze zdolno$¢
faczenia si¢ z receptorem CCRS, co dodatkowo wzmaga aktywacj¢ limfocytow Thl [6].
Szerokie spektrum funkcji biologicznych IL-16 obejmuje réwniez wptyw na wzrost produkcji

innych prozapalnych cytokin oraz regulacj¢ cyklu komoérkowego [7,8].

Chemokiny nalezace do cytokin chemotaktycznych stanowig niezwykle istotng grupe bialek
bioragcych udziat w formowaniu ogniska zapalnego. W grupie tej na szczegdlng uwage
zashuguja chemokiny MCP-1 (CCL2) oraz RANTES (CCLS), ktore poprzez wplyw

na stymulacj¢ 1 migracje leukocytow z krwi do tkanek, moduluja przebieg reakcji zapalne;j

[9].

Prozapalne wiasciwosci IL-16, MCP-1 i RANTES wskazuja na ich potencjalne znaczenie

w powstawaniu zmian skornych w przebiegu tuszczycy.
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CELE PRACY
IL-16

1. Porownanie st¢zenia IL-16 w surowicy krwi w populacji chorych na tuszczyce

oraz w grupie kontrolne;.

2. Ocena ekspresji IL-16 na poziomie mRNA oraz lokalizacji biatka IL-16 w obrgbie struktur
blaszki tuszczycowej oraz w skdérze pozornie niezmienionej osob chorych na tuszczyce

w poroéwnaniu ze skorg osob z grupy kontrolne;.

3. Analiza potencjalnej zalezno$ci pomiedzy poziomem mRNA IL-16 i mRNA CD4 w skorze

0sob chorych na tuszczyce.

4. Ocena korelacji pomigdzy stezeniem IL-16 w surowicy krwi i poziomem mRNA IL-16

w skorze, a klinicznymi wskaznikami cigzkos$ci tuszczycy.

5. Porownanie czesto$ci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -295 T/C promotora

genu IL-16 w grupie 0séb chorych na luszczyce i w grupie kontrolne;.

MCP-1 i RANTES

1. Poréwnanie czestosci wystepowania genotypow i alleli polimorfizmow -2518 A/G
promotora genu MCP-1 i -403 G/A promotora genu RANTES w grupie os6b chorych
na tuszczyce 1 w grupie kontrolnej oraz ocena wptywu powyzszych polimorfizméw na ryzyko

1 przebieg tuszczycy.

2. Ocena poziomu chemokin MCP-1 1 RANTES w surowicy krwi 0s6b z grupy badane;j

1 kontrolnej oraz korelacja uzyskanych wartosci z cigzkos$cia tuszczycy.

3. Analiza zwigzku badanych polimorfizmoéw genéw MCP-1 1 RANTES z poziomem

kodowanych przez nie chemokin w surowicy krwi.
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MATERIAL I METODYKA BADAN

Badaniem dotyczacym IL-16 objeto 97 osob chorych na tuszczyce zwyczajng, pozostajacych
pod opieka Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii oraz Poradni Przyklinicznej
w Gdansku, uwzgledniajac przyjete kryteria wilaczenia 1 wylaczenia. Grupe kontrolng
utworzylo 104 zdrowych niespokrewnionych ochotnikow bez wywiadu w kierunku tuszczycy
i innych przewlektych zapalnych chordb skory oraz bez dodatniego rodzinnego wywiadu
w kierunku tuszczycy. W toku prowadzonej pracy, grupy te poszerzono do 160 0s6b chorych
1 160 osob z grupy kontrolnej, a w oparciu o zebrany materiat przeprowadzono badania nad

MCP-1 1 RANTES.

W grupie oséb chorych na podstawie dokladnej oceny stanu skéry oszacowano wskaznik
rozleglosci 1 cigzkosci zmian skornych (PASI) oraz okreSlono w procentach powierzchnig¢
ciala zajeta przez zmiany tluszczycowe (BSA). Ponadto oceniono wskaznik jakosci zycia

zalezny od dolegliwosci skornych (DLQI).

Pomiaru stgzenia IL-16, MCP-1 oraz RANTES w surowicy krwi dokonano za pomoca testu
immunoenzymatycznego (ELISA), za$ oceng ekspresji IL-16 na poziomie mRNA w biopsjach
skérnych przeprowadzono za pomocg ilosciowej reakcji tancuchowej polimerazy DNA
(qPCR). Lokalizacje biatka IL-16 okreslono na podstawie badan immunohistochemicznych.
Oznaczenia polimorfizméw genow IL-16, MCP-1 i RANTES wykonano odpowiednio

za pomocg metody PCR-RFLP, ARMS-PCR 1 SSP-PCR.

Statystyczne opracowanie wynikow przeprowadzono za pomocg programu STATISTICA

z uzyciem odpowiednich testow w zaleznos$ci od charakteru rozkladu uzyskanych danych.

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej uzyskaty akceptacje Niezaleznej Komisji
Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr zgody NKBBN/385/2013).

Wszyscy uczestnicy wyrazili $wiadoma, pisemna zgodg¢ na udziat w badaniu.

Wyniki pracy doktorskiej na kolejnych etapach jej realizacji doktorantka prezentowala

podczas konferencji krajowych 1 zagranicznych:

- prezentacja ustna pracy pt. ,Interleukina 16 w ‘fuszczycy” podczas III Konferencji

Luszczycowej - Luszczyca: wnetrze widziane okiem dermatologa, Olsztyn 18-20.09.2014;
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- IIT nagroda za prezentacj¢ ustng pracy pt. ,,Znaczenie interleukiny 16 w tuszczycy” podczas
sesji konkursowej Forum Mlodych Polskiego Towarzystwa Dermatologicznego, Warszawa,

13-14.11.2014;

- prezentacja pracy pt. ,Increased serum and skin levels of interleukin-16 in psoriatic
patients: correlation with disease intensity” w formie plakatowej podczas 12th European
Academy of Dermatology and Venereology Spring Symposium, Spain, Valencia,

5-8.03.2015;

- I nagroda podczas Sesji Sprawozdawczej Doktorantow 23. International Student Scientific
Conference za prezentacj¢ ustng pracy pt. ,,Rola interleukiny 16 w patogenezie tuszczycy”,
Gdansk, 23-25.04.2015.
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OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH
W SKLAD ROZPRAWY

Na rozprawe doktorska skladajg si¢ cztery prace, w tym dwa artykuty pogladowe, stanowiace
wprowadzenie do tematyki genetyki i immunologii w tuszczycy. Kolejne dwie publikacje
to prace oryginalne, w ktéorych zaprezentowano badania nad wybranymi cytokinami

oraz wariantami polimorficznymi ich genow w tuszczycy.

W pracy pogladowej pt. ,,Genetic background of skin barrier dysfunction in the
pathogenesis of psoriasis vulgaris” opublikowanej w Postepach Dermatologii i Alergologii
w 2015 roku przedstawiono biezacy stan wiedzy na temat wplywu czynnikoéw genetycznych
na funkcjonowanie bariery naskorkowej u chorych z tuszczycy. Luszczyce uwaza si¢
za chorobe kompleksowa o wieloczynnikowym 1 wielogenowym modelu dziedziczenia,
w ktérej pojedyncze geny majg ograniczony wptyw na fenotyp. Badania asocjacyjne genomu
(GWAS) ujawnity wiele potencjalnych gendéw wykazujacych zwigzek z ‘tuszczyca.
Szczegbdlne znaczenie przypisywane jest rejonowi gtownego ukladu zgodnosci tkankowej
(MHC) na chromosomie 6p21 [10]. Najsilniejsze sprzezenie z chorobg wykazuje polozony
w tym rejonie locus PSORSI1, z gldwnym allelem podatnosci na tuszczyce HLA-Cw*06,
odpowiedzialnym za 35-50% predyspozycji do tuszczycy wczesnej [11,12]. Obserwacja ta
sugeruje, iz takze inne warianty polimorficzne genéw spoza uktadu MHC, razem z allelem
HLA-Cw*06, moga mie¢ istotne znaczenie w patogenezie tuszczycy. W niniejszej pracy
zwrocono uwage na role koperty rogowej (wysoko wyspecjalizowane] struktury
zlokalizowanej pod btong komoédrkowa keratynocyta w koncowym stadium roéznicowania)
oraz przedstawiono szczegdlowy opis genow zaangazowanych w funkcjonowanie bariery
naskorkowej. Na podstawie przeanalizowanej literatury wynika, iz jakiekolwiek zaburzenia
w ekspresji genéw kodujacych biatka, biorgce udziat w tworzeniu koperty rogowej, moga
powodowac¢ nieprawidlowosci na kazdym z etapdéw roznicowania keratynocytow, co skutkuje
zaburzeniem funkcji bariery naskorkowej. Zakres mozliwych uwarunkowan genetycznych
wplywajacych na rozwoj tuszczycy jest niezwykle szeroki i nie w petni zbadany. Mimo faktu
uznawania luszczycy za chorob¢ mediowang immunologicznie, podloze genetyczne

ma niepodwazalne znaczenie w jej patogenezie.

Wktad doktorantki w powstanie publikacji: udzial w tworzeniu koncepcji pracy, zbiorze

1 analizie pi$miennictwa oraz redagowaniu manuskryptu.
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Praca pogladowa pt. ,,Rola interleukiny 16 w patogenezie wybranych chorob skory”,
opublikowana w 2014 roku w Przeglgdzie Dermatologicznym, stanowi przeglad
dotychczasowej wiedzy na temat budowy i funkcji IL-16, ze szczegdlnym uwzglgdnieniem
jej potencjalnego znaczenia w chorobach skory, ktorych istotg jest stan zapalny i naciek
z limfocytow T CD4+. Interleukina 16 nalezy do cytokin prozapalnych o plejotropowym
dzialaniu na komoérki uktadu immunologicznego, cho¢ jak podkreslono, jej wilasciwosci
biologiczne nie s3 jeszcze w peini zbadane. Cytokina ta po raz pierwszy zostata opisana
w 1982 roku przez Centera 1 Cruikshanka, badaczy z Uniwersytetu Medycznego w Bostonie
[13]. W 1999 roku zidentyfikowano gen dla IL-16 na dlugim ramieniu chromosomu 15
(15926.3) [14]. Poczatkowo okreslano ja mianem czynnika chemotaktycznego dla limfocytow
(LCF) z uwagi na jej zdolno$¢ do aktywacji 1 rekrutacji limfocytow T [15]. Jednak kolejne
badania ujawnily szerokie spektrum jej mozliwych dzialan na komoérki ukladu
odpornosciowego. Omawiana publikacja zawiera szczegdélowy opis budowy IL-16
ze schematycznym przedstawieniem mechanizmu dzialania poszczegdlnych jej fragmentow.
Prekursorem dla IL-16 jest pre-IL-16 — peptyd zbudowany z 631 aminokwasow, ktory
w cytoplazmie komorek zostaje przecigty przez kaspaze 3 na fragmenty o dlugosci 5101 121
aminokwasow. Obydwa powstale fragmenty sg aktywne biologicznie 1 speiniaja odmienne
funkcje. Fragment N-koncowy o dlugosci 510 aminokwasow przemieszcza si¢ do jadra
komorkowego, gdzie wywiera wptyw na regulacje cyklu komérkowego. Natomiast zlozony
ze 121 aminokwasoéw fragment C-koncowy, uznawany za dojrzatg IL-16, ulega polimeryzacji
1 jest przechowywany w pecherzykach wydzielniczych, a nastgpnie zostaje uwolniony
poprzez egzocytoze na zewnatrz komorki, gdzie wykazuje m.in. wlasciwosci chemotaktyczne
dla komorek posiadajacych receptory dla IL-16, w tym receptor CD4 [8]. Dolaczenie IL-16
do receptora CD4 na komorce docelowej uruchamia transkrypcje gendw oraz synteze
prozapalnych cytokin. Na podstawie przeanalizowanego w niniejszej pracy pismiennictwa,
okazuje si¢, ze funkcje IL-16 mogg by¢ odmienne w roéznych typach komoérek. Z uwagi
na plejotropowos¢ dziatania IL-16 stata si¢ przedmiotem badan dotyczacych patogenezy
réznych jednostek chorobowych, w tym réwniez schorzen skory. W pracy kolejno oméwiono
choroby dermatologiczne, w ktorych prowadzono badania nad IL-16, takie jak atopowe
zapalenie skory, toczen rumieniowaty ukladowy, pemfigoid pecherzowy oraz chloniaki
T-komorkowe skory. W rozwoju tych schorzen znamienng role odgrywaja limfocyty TCD4+.
W oparciu o analizowane piSmiennictwo dotyczace poszczegdlnych dermatoz opisano
mozliwy wptyw IL-16 na rozwdj zmian skornych. Na zakofczenie w pracy odniesiono si¢

do problematyki tuszczycy z zaznaczeniem zasadno$ci prowadzenia badan nad IL-16 takze
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w tej jednostce chorobowej. Cho¢ jak dotad w piSmiennictwie nie opisywano potencjalnego
znaczenia IL-16 w tuszczycy, bioragc pod uwage plejotropowa aktywno$¢ tej cytokiny,
jej bezposredni wptyw na migracje i proliferacj¢ limfocytow T oraz zdolno$¢ do regulacji
cyklu komoérkowego, wydaje si¢, ze moglaby ona odgrywac role w patogenezie tuszczycy.
We wnioskach pracy podkreslono, iz niezbgdne sg dalsze szczegdlowe badania nad sposobem
uwalniania 1 dziatania biologicznego tej cytokiny, ktore wyjasnia jej znaczenie
w skomplikowanym procesie reakcji immunologicznych lezacych u podloza wielu dermatoz,

w tym tuszczycy.

Wktad doktorantki w_powstanie publikacji: utworzenie koncepcji pracy; zbior i analiza

piSmiennictwa; napisanie pierwotne] wersji manuskryptu; przygotowanie ryciny;
przygotowanie  ostatecznej wersji  publikacji; funkcja autora odpowiedzialnego

za korespondencje z redakcja 1 czytelnikami.

W pracy oryginalnej pt. ,,Assessment of interleukin 16 serum levels and skin expression
in psoriasis patients in correlation with clinical severity of the disease”, opublikowane;]
w 2016 roku w czasopiSmie PL0OS One, podjeto probe oceny obecnosci IL-16 w surowicy
krwi 1 skérze osob chorych na tuszczyce 1 jej ewentualnego zwigzku ze stopniem
zaawansowania choroby. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano istotnie wyzsze
stezenie IL-16 w surowicy krwi osob chorych na tuszczyce w porownaniu z grupg kontrolna.
Ponadto, poziom cytokiny we krwi istotnie dodatnio korelowat ze stopniem cigzkosci
huszczycy, ocenianym za pomocg wskaznika PASI i BSA oraz byt znaczaco podwyzszony
u chorych z umiarkowang 1 cigzka luszczycg. Nie stwierdzono natomiast zwigzku IL-16
z jakoscig zycia w tuszczycy oceniang za pomocg DLQI oraz réznic w stezeniach cytokiny
w grupie chorych z wczesnym (< 40. roku zycia) i pé6znym (> 40. roku zycia) poczatkiem
huszczycy. Obserwacje te przedstawiono za pomocg czterech wykresOw oraz tabeli
szczegblowo prezentujacych warto$ci stezenia IL-16 w podgrupach wyodrebnionych
na podstawie stopnia zaawansowania choroby 1 poczatku jej pojawienia si¢. Uzyskane wyniki
odniesiono w czgéci ,,dyskusja” do danych literaturowych. W piSmiennictwie dost¢pne
sg zaledwie trzy publikacje oceniajace IL-16 w surowicy krwi chorych na tuszczyce [16-18].
Prace te dotyczyly glownie atopowego zapalenia skory, stad tez poddane badaniu grupy
chorych na luszczyce stanowily razem z grupa kontrolng jedynie odniesienie do gldwne;j
grupy oso6b z atopowym zapaleniem skory oraz byly malo liczne (12-20 chorych)
i charakteryzowaly si¢ stosunkowo niska §rednig wieku chorych (19,6-28,2 lat). Prezentowane

w nich wyniki sugerowaly istotnie wyzszy poziom IL-16 u chorych na atopowe zapalenie
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skory w pordéwnaniu z grupa tuszczycowa i kontrolng. Niniejsza praca jest pierwszym
doniesieniem oceniajagcym st¢zenie 1L-16 w surowicy krwi w tak duzej grupie chorych
na luszczyce z podzialem na podgrupy w zaleznosci od stopnia ciezkoSci choroby.
Na podstawie otrzymanych danych, w prezentowanej pracy wysuni¢to wniosek, iz 1L-16
oceniana w surowicy krwi moglaby shizy¢ jako potencjalny marker cigzkosci tuszczycy.
Podkreslono jednak, iz obserwacja ta wymaga dalszych badan, szczegdlnie w zakresie oceny
czy osoby z tagodng tuszczyca, lecz wysokim poziomem surowiczej IL-16 sa bardziej
predysponowane do cigzkiego przebiegu choroby oraz czy poprawa stanu skory
po zastosowanym leczeniu przeciwluszczycowym bedzie wigzala si¢ z obnizeniem poziomu
IL-16. W publikacji zwrocono uwage na potencjalne ograniczenie uzycia IL-16 jako markera
aktywnosci choroby, jakim jest wspolwystegpowanie u chorych na tuszczyce innych
przewlektych, zapalnych schorzen, ktore rowniez moga przebiegaé ze wzrostem poziomu
IL-16 w surowicy krwi. W kolejnym etapie pracy w celu okreslenia obecnosci IL-16 w skorze
na poziomie mRNA oraz biatkowym poddano ocenie fragmenty skoéry okolicy posladka
pobrane od chorych na tuszczyce z dwdch miejsc — jeden z blaszki tuszczycowej a drugi
z pozornie niezmienionej skory wokoét blaszki. W grupie kontrolnej pobierano jeden wycinek
zdrowej skory posladka. Do badania wybrano t¢ samg okolice ciata z uwagi na niewielka
ekspozycj¢ na promieniowania ultrafioletowe, efekt estetyczny zwigzany z ryzykiem
powstania drobnej blizny oraz mozliwo$¢ precyzyjnej analizy poroOwnawczej pobranych
wycinkow skory. Z przeprowadzonych analiz wynika, iz ekspresje¢ mRNA [L-16
na najwyzszym poziomie, podobnie jak najwyzszg immunoreaktywnos$¢ biatka IL-16,
odnotowano w obrebie pozornie niezmienionej skéry w bliskim sgsiedztwie blaszki
huszczycowej. Natomiast w obrgbie samej blaszki zaobserwowano istotnie wyzsza
immunoreaktywnos$¢ IL-16 w stosunku do grupy kontrolnej. Cho¢ wzrost mRNA IL-16
w strukturach blaszki tuszczycowej nie byl znamienny statystycznie, istotnie korelowat
z odnotowanym zwigkszonym poziomem mRNA CD4 w zmienionej chorobowo skorze,
co moze sugerowac potencjalng lokalng interakcje IL-16 z limfocytami T CD4+ w procesie
tworzenia blaszek tuszczycowych. Poziom mRNA [L-16 zaré6wno w obrgbie zdrowej jak
1 zmienionej chorobowo skory nie korelowat z poziomem stezenia IL-16 w surowicy krwi
1 stopniem zaawansowania tuszczycy (PASI). Uzyskane wyniki przedstawiono w formie
graficznej, za pomoca wykresow. W publikacji poshugujac si¢ obrazem mikroskopowym
podjeto takze probe szczegdlowej prezentacji rozmieszczenia IL-16 na poziomie biatkowym
w skorze. Dodatkowo uwzgledniono lokalizacje IL-16 w odniesieniu do struktur

komorkowych. Z przeprowadzonych analiz wynika, iz lokalizacja jadrowa i okotojadrowa
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IL-16 dominuje w skorze zmienionej tuszczycowo, za$ cytoplazmatyczna w skorze pozornie
niezmienionej oraz skorze osob z grupy kontrolnej. Jak podkreslono w cze$ci wstepnej
omawianej pracy, forma jadrowa IL-16 wykazuje zdolno$¢ regulacji cyklu komorkowego,
za$ cytoplazmatyczna posiada wilasciwosci chemotaktyczne, co jak zaznaczono mogloby
wplywaé na proliferacje keratynocytow i migracje¢ komoérek zapalnych do skory. W celu
poglebienia wiedzy na temat zwigzku IL-16 z tuszczyca, przeprowadzono ocen¢ czgstosci
wystepowania genotypow i alleli polimorfizmu -295 T/C promotora genu IL-16 w badane;j
grupie chorych. Polimorfizm ten wybrano ze wzgledu na doniesienia literaturowe §wiadczace
o jego wplywie na poziom surowiczej IL-16 oraz na ryzyko rozwoju chorob [19-21].
Powyzsza praca jest pierwszym doniesieniem oceniajagcym polimorfizm genu IL-16
w tuszczycy. Niemniej jednak z przeprowadzonych badan wynika, iz czesto$¢ wystgpowania
genotypow 1 alleli omawianego polimorfizmu nie rdézni si¢ istotnie u 0s6b chorych
na tuszczyce 1 0s6b z grupy kontrolnej. Nie zaobserwowano réwniez rdéznic w poziomie [L-16
w surowicy w zalezno$ci od genotypow oraz nie odnotowano istotnego zwigzku badanego

polimorfizmu z ci¢zkoscig choroby.

Wkiad doktorantki w powstanie publikacji: tworzenie koncepcji pracy oraz opracowanie

metodologii; koordynacja projektu; rekrutacja grupy badanej 1 kontrolnej; zbieranie wywiadu
medycznego oraz przeprowadzanie badania fizykalnego z oceng cigzkosci tuszczycy;
pozyskiwanie materialu badawczego (probek krwi i1 pobieranie wycinkow skory); udziat
w przeprowadzaniu badan laboratoryjnych i zbiorze danych; stworzenie bazy danych; analiza
zebranych danych 1 przygotowanie rycin; zbior i analiza pi$miennictwa; napisanie pierwotne;j
wersji manuskryptu; udzial w redagowaniu pracy zgodnie z zaleceniami recenzentOw

i redakcji; pelnienie funkcji autora odpowiedzialnego za korespondencj¢ z redakcja.

Praca oryginalna pt. ,,-2518 A/G MCP-1 and -403 G/A RANTES promoter gene
polymorphisms are associated with psoriasis vulgaris”, opublikowana w 2016 roku
w czasopismie Clinical and Experimental Dermatology, stanowi analiz¢ wptywu
ww. polimorfizméw na ryzyko 1 kliniczng manifestacj¢ tuszczycy. Zaréwno MCP-1/CCL2
jak 1 RANTES/CCLS naleza do grupy najlepiej przebadanych chemokin. Chemokiny
to biatka o niskiej masie czasteczkowej, ktore z uwagi na role¢ w rozwoju odpowiedzi
immunologicznej zostaly zaliczone do kregu cytokin. Nazwa ,,chemokiny” nawigzuje
do ich pierwotnie opisywanej funkcji czynnika chemotaktycznego. Kolejne badania ujawnity
ich wielokierunkowe oddzialywanie w zaleznosci od komorki docelowej [9,22]. Obydwie

chemokiny, MCP-1 i RANTES, sa zaangazowane w procesy zapalne m.in. poprzez wpltyw
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na migracj¢ monocytow, limfocytow T oraz komdrek dendrytycznych. Ustalono, iz poziomy
stezenia MCP-1 i RANES w surowicy krwi oraz polimorficzne warianty ich genéw moga
mie¢ wptyw na ryzyko i cigzkos$¢ przebiegu chorob zapalnych [23,24]. Jak wykazaly badania,
zarowno polimorfizm -2518 A/G, jak i -403 G/A sa zlokalizowane w regionie promotorowym
genow odpowiednio MCP-1 i RANTES, stad tez majg wplyw na ich ekspresj¢ oraz moga
oddziatywa¢ na poziom krazacych chemokin, MCP-1 i RANTES [22]. W niniejszej pracy,
badaniu poddano obydwa ww. polimorfizmy oraz oceniono surowicze stezenie
odpowiadajacych im chemokin u chorych na tuszczyce oraz w grupie kontrolnej w populacji
Polski Poiocnej. Na podstawie analizy czestosci genotypow 1 alleli omawianych
polimorfizméw genow MCP-1 i RANTES, nie zaobserwowano znaczacych rdznic pomiedzy
grupg chorych na tuszczyce i grupa kontrolng, z wyjatkiem genotypu GG polimorfizmu
-2518 A/G promotora genu MCP-1, ktéry wystepowal istotnie statystycznie czesciej
u chorych 1 wigzat si¢ z dwukrotnie wigkszym ryzykiem zachorowania na tuszczyce. Wyniki
te w pracy przedstawiono w formie tabelarycznej. Przeprowadzajac dalszg analizg
z podzialem chorych z wczesnym 1 pdéznym poczatkiem tuszczycy oraz w zaleznosci
od cigzkosci choroby ocenianej za pomoca wskaznika PASI, stwierdzono, iz genotyp AA
polimorfizmu -403 G/A promotora genu RANTES wystepuje cz¢sciej u chorych z p6zng
huszczyca, podczas gdy genotyp GG byl istotnie rzadziej obserwowany w tej grupie
pacjentow. Ponadto, obecnos¢ allelu A (genotyp AA lub AG) polimorfizmu RANTES wigzata
si¢ ze zwickszonym ryzykiem rozwoju ci¢zkiej tuszczycy z PASI>15. Niniejsze badanie jest
trzecim z dotychczas opublikowanych doniesien oceniajacych polimorfizm -2518 A/G MCP-1
w luszczycy, natomiast pierwszym analizujgcym polimorfizm -403 G/A RANTES w tej grupie
chorych. W pracy przytoczono obydwie pozycje piSmiennictwa dotyczace badan nad
omawianym polimorfizmem MCP-1 [25,26]. Pierwsze z badan przeprowadzono w populacji
chinskiej w grupie 507 0sob z tuszczyca 1 530 0séb zdrowych, a na jego podstawie, podobnie
jak w prezentowanym badaniu, wykazano zwigzek luszczycy z genotypem GG [25]. Druga
praca nie potwierdzala zwigzku polimorfizmu -2518 A/G MCP-1 z tuszczyca, aczkolwiek
badanie to przeprowadzono na stosunkowo malej grupie uczestnikow (30 oso6b chorych i 10
zdrowych) [26]. W niniejszej pracy kolejnym celem bylo podjecie proby oceny pozioméw
chemokin MCP-1 i RANTES w surowicy krwi badanych oso6b oraz ich korelacji
z analizowanymi polimorfizmami. Na podstawie przeprowadzonych badan wykazano,
iz w grupie chorych na tuszczyce stezenia obydwu chemokin w surowicy byly istotnie wyzsze
w stosunku do grupy kontrolnej. Ponadto zaobserwowano, iz w cig¢zkiej tuszczycy

z PASI >15 znamiennie wzrastal poziom RANTES. Dane te w pracy przedstawiono w formie

20



graficznej. Nie odnotowano zwigzku obecnosci badanych polimorfizméw genéw MCP-1
i RANTES z poziomem odpowiadajacych im chemokin w surowicy krwi. W dyskusji
podkreslono, iz brak tej korelacji najprawdopodobniej wynika z faktu, iz wiele czynnikow
genetycznych 1 epigenetycznych moze mie¢ wplyw na poziom konkretnych biatek.
W publikacji oméwiono takze piSmiennictwo dotyczace znaczenia badanych chemokin
w powstawaniu zmian skérnych i ich zmiennego poziomu pod wplywem zastosowanej terapii
przeciwluszczycowej. Na podstawie wnioskéw plynacych z badania, a w szczegdlnosci
zaobserwowanego wptywu polimorfizmu promotora genu MCP-1 na ryzyko wystapienia
tuszczycy, zwigzku polimorfizmu promotora genu RANTES z cigzkoscig choroby,
stwierdzonego podwyzszonego poziomu obydwu chemokin w surowicy krwi i istotnej
korelacji poziomu RANTES w surowicy z ciezkos$cia tuszczycy oraz danych z przytoczonego
piSmiennictwa, warto rozwazy¢ chemokiny MCP-1 1 RANTES jako potencjalny marker
hluszczycy, a nawet cel terapeutyczny. Niezbgdne sg jednak dalsze badania by potwierdzic¢

powyzsze obserwacje 1 poglebi¢ wiedze na temat tak matych, ale jakze istotnych biatek.

Wkiad doktorantki w powstanie publikacji: udziat w tworzeniu koncepcji pracy; rekrutacja

grupy badanej i1 kontrolnej oraz pozyskiwanie materiatu badawczego (probek krwi); zbieranie
wywiadu medycznego oraz przeprowadzanie badania fizykalnego z oceng ciezkosci
huszczycy; zbior i1 analiza danych; wspotudziat w zbiorze i1 analizie pi§miennictwa oraz
napisaniu pierwotnej wersji manuskryptu; redagowanie pracy zgodnie z zaleceniami
recenzentow 1 redakcji; funkcja autora odpowiedzialnego za korespondencje z redakcja

1 czytelnikami.
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WNIOSKI

IL-16

1. Wyzsze stezenie IL-16 w surowicy krwi w populacji chorych na luszczyce
w porownaniu do grupy kontrolnej wskazuje, ze cytokina ta moze odgrywaé role

W patogenezie tuszczycy.

2. Zwickszona ekspresja IL-16 na poziomie mRNA oraz lokalizacja biatka IL-16 w obrgbie
struktur blaszki tuszczycowej oraz w skdrze pozornie niezmienionej u chorych na tuszczyce
moze wskazywa¢ na role tej cytokiny w powstawaniu zmian luszczycowych poprzez
potencjalny wplyw na proliferacje keratynocytow oraz migracje komorek ukladu

odpornosciowego do miejsca uszkodzenia skory i tworzenia si¢ nacieku zapalnego.

3. Istotna dodatnia korelacja pomiedzy poziomem mRNA IL-16 i CD4 w zmienionej
chorobowo skorze moze wskazywac¢ na miejscowq interakcje IL-16 z limfocytami T CD4+

w procesie tworzenia blaszek tuszczycowych.

4. Dodatnia korelacja poziomu IL-16 w surowicy krwi z klinicznymi wskaznikami ci¢zko$ci
choroby moze wskazywa¢ na role tej cytokiny jako potencjalnego markera cigzkosci

huszcezycy.

5. Polimorfizm -295 T/C promotora genu IL-16 wydaje si¢ nie mie¢ wplywu na rozwodj

1 przebieg tuszczycy.

MCP-1 i RANTES

1. Polimorfizmy -2518 A/G promotora genu MCP-1 i -403 G/A promotora genu RANTES
mogg odgrywac rolg w patogenezie tuszczycy. Z przeprowadzonych badan wynika,
iz polimorfizm -2518 A/G promotora genu MCP-1 wigze si¢ z wyzszym ryzykiem
zachorowania na tuszczyce, podczas gdy polimorfizm -403 G/A promotora genu RANTES

wykazuje zwiazek z cigzko$cig choroby wyrazong w skali PASI.

2. Istotnie wyzsze stezenia MCP-1 1 RANTES w surowicy krwi 0séb chorych na tuszczyce
w stosunku do grupy kontrolnej oraz wykazany zwigzek RANTES z cigzko$cia choroby
sugeruja znaczenie obydwu chemokin w rozwoju tuszczycy, ich potencjalnej funkcji markera

nasilenia choroby, a nawet celu terapeutycznego.
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3. Analizowane polimorfizmy gené6w MCP-1 i RANTES wydaja si¢ nie mie¢ istotnego

wplywu na poziom kodowanych przez nie chemokin w surowicy krwi.
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STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU ANGIELSKIM

INTRODUCTION

Psoriasis is a chronic inflammatory skin disease. The key role in pathogenesis of the disease is
played by the interaction of genetic, immunological and environmental factors. According to
the present knowledge, psoriasis is regarded as a complex disease of polygenic inheritance
model [2]. The genetic origin of psoriasis raises no doubts, yet new gene polymorphisms that

can affect the risk of development and the course of the disease are still being sought.

Lesions in the course of psoriasis result from excessive proliferation of epidermal cells and
the shortening of the time of passage of keratinocytes from the basal cell layer to the cornified
layer. In the pathogenesis of this condition, pivotal role is played by immunological disorders,
and what is particularly emphasised is the influence of T lymphocytes on excessive
proliferation of keratinocytes [3,4]. The source of an ongoing inflammatory process and the
cause of intensified activation and migration of T lymphocytes into the skin in psoriasis
sufferers remain undetermined. Hence, it seems significant that research on the role of
cytokines and chemokines, which control the inflow of inflammatory cells into the skin,

1s conducted.

Interleukin 16 (IL-16) is a proinflammatory cytokine characterised by pleiotropic effect on the
immune system cells. It has chemotactic properties in relation to T CD4+ lymphocytes as well
as monocytes, eosinophils and dendritic cells [5,6]. Interleukin 16 is considered as a growth
factor of Thl cells and its function is closely related to the expression of CD4 receptor on
target cells [5]. The fact that it is also able to connect with CCRS receptor additionally
increases Thl lymphocyte activation [6]. The vast spectrum of biological functions of IL-16
covers also its influence on the production of proinflammatory cytokines and regulation of the

cell cycle [7,8].

The chemokines that belong to chemotactic cytokines constitute a very important group of
proteins that participate in the formation of an inflammatory focus. In this group, special
attention should be paid to MCP-1 (also known as CCL2) and RANTES (also known as
CCL5), which through their effect on the stimulation and the migration of leukocytes from

blood to tissues, modulate the course of the inflammatory reaction [9].

Proinflammatory properties of IL-16, MCP-1 and RANTES point to their possible

significance in the formation of lesions in the course of psoriasis.
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OBJECTIVES OF THE WORK
IL-16

1. Comparison of serum concentration of IL-16 in psoriasis patients and in the control group.

2. Evaluation of mRNA expression of IL-16 and location of IL-16 protein within a psoriasis
plaque and in seemingly unaffected skin of psoriasis patients compared to the skin of the

controls.

3. Analysis of the possible relation between levels of IL-16 mRNA and CD4 mRNA in the

skin of psoriasis sufferers.

4. Evaluation of the correlation between serum concentration of IL-16 and level of IL-16

mRNA in the skin and the clinical indicators of psoriasis severity.

5. Comparison of genotype and allele frequencies for -295 T/C IL-16 promoter gene

polymorphism in the group of psoriasis patients and in the control group.

MCP-1 and RANTES

1. Comparison of the genotype and allele frequencies for -2518 A/G MCP-1 and
-403 G/A RANTES promoter gene polymorphisms in the group of psoriasis patients and in the
control group, and the evaluation of the effect of those polymorphisms on the risk and the

course of psoriasis.

2. Assessment of the level of serum chemokines MCP-1 and RANTES in the studied group

and in the control group, and correlation of the obtained results with psoriasis severity.

3. Analysis of the relation between the studied RANTES and MCP-1 gene polymorphisms and

the level of serum chemokines encoded by them.
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STUDY MATERIAL AND METHODOLOGY

The study of IL-16 was conducted on a group of 97 patients diagnosed with psoriasis vulgaris,
who are under the care of the Department of Dermatology, Venereology and Allergology and
the Out-patient Clinic in Gdansk, taking into account the inclusion and exclusion criteria. The
control group was made up of 104 healthy, unrelated volunteers, with no psoriasis or any
other chronic inflammatory skin diseases in patient’s history and no positive family history
for psoriasis. In the course of the study, the groups were expanded to include 160 patients and

160 controls, and the collected material was used for MCP-1 and RANTES studies.

In the group of patients, following a thorough analysis of the skin condition, the psoriasis area
and severity index (PASI) was determined and the skin area affected by psoriasis (BSA) was
expressed as a percentage. Moreover, the dermatology life quality index (DLQI) was

calculated.

The measurement of serum concentration of IL-16, MCP-1 and RANTES was made using
immunoenzymatic method (ELISA), while the expression of IL-16 mRNA in skin biopsies
was measured using quantitative polymerase chain reaction (qPCR). The location of IL-16
protein was determined based on the immunohistochemical examination. The IL-16, MCP-1
and RANTES gene polymorphisms were determined using PCR-RFLP, ARMS-PCR and SSP-
PCR methods, respectively.

The statistical compilation of the results was conducted by means of STATISTICA
programme, using appropriate tests depending on the character of the distribution of the

obtained data.

The studies conducted for the purpose of this PhD dissertation were approved by the
Independent Bioethical Committee at the Medical University of Gdansk (approval no.
NKBBN/385/2013). Informed consent was obtained from all individual participants included
in the study.

At each stage of the doctoral research, the PhD applicant presented the results during

national and international conferences:

- oral presentation entitled “Interleukin-16 in psoriasis” given at III Psoriasis Conference —

Psoriasis: the inside as seen by a dermatologist, Olsztyn 18-20 Sept. 2014;
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- III prize for the oral presentation entitled “The role of interleukin-16 in psoriasis” given at
the contest session of the Youth Forum of the Polish Society of Dermatology, Warsaw, 13-14
Nov. 2014;

- poster presentation entitled “Increased serum and skin levels of interleukin-16 in psoriatic
patients: correlation with disease intensity” at the 12th European Academy of Dermatology

and Venereology Spring Symposium, Spain, Valencia, 5-8 March 2015;

- IT prize at the Reporting Session of PhD students at the 23rd International Student Scientific
Conference awarded for the oral presentation entitled “The role of interleukin-16 in the

pathogenesis of psoriasis ”, Gdansk, 23-25 April 2015.
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PRESENTATION OF THE PUBLICATIONS

THAT FORM PART OF THE DISSERTATION

The doctoral dissertation comprises four papers, including two review articles that constitute
an introduction to the subject of genetics and immunology in psoriasis. The two other
publications are original papers that present studies on selected cytokines and their gene

polymorphisms in psoriasis.

The paper entitled “Genetic background of skin barrier dysfunction in the pathogenesis
of psoriasis vulgaris”, published in Advances in Dermatology and Allergology in 2015,
presents the current knowledge on the effect of genetic factors on the functioning of skin
barriers in psoriasis. Psoriasis i1s regarded as a complex disease, characterised by
multifactorial and polygenic inheritance, in which individual genes have limited effect on the
phenotype. Genome wide association studies (GWAS) revealed numerous potential genes
associations with psoriasis. The role of MHC region on chromosome 6p21 is particularly
significant [10]. The strongest correlation with the disease is shown by locus PSORSI,
located within the region, with the main psoriasis susceptibility allele HLA-Cw*06,
accountable for 35-50% predispositions to early psoriasis [11,12]. The observation suggests
that other gene polymorphisms outside the MHC region, together with allele HLA-Cw*06,
may play a crucial role in the pathogenesis of psoriasis. This paper draws particular attention
to the significance of the cornified envelope (highly specialized structure formed beneath the
cell membrane during terminal differentiation of keratinocytes) and describes in detail the
genes that are involved in the functioning of the skin barrier. According to the literature
analysed in the course of the study, any abnormalities in the expression of genes encoding
proteins that are a part of the envelope structure may result in disturbances at each of stages of
keratinocyte differentiation, which then leads to a dysfunction of the epidermal barrier. The
range of possible gene abnormalities that affect the development of psoriasis is vast and has
not been fully researched. Although psoriasis is regarded as an immunologically mediated

disorder, the genetic background is of indisputable significance for its pathogenesis.

Contribution of the PhD applicant towards the publication: participation in the creation of the

concept of the paper, collection and analysis of the literature and drafting of the paper.

The review work entitled “The role of interleukin-16 in the pathogenesis of selected skin

diseases” published in 2014 in Dermatology Review, is an overview of the current knowledge
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on the structure and function of IL-16, with special reference being made to its possible
significance in the skin diseases that consist in inflammation and CD4+ T lymphocytes
infiltration. Interleukin-16 is one of the proinflammatory cytokines that have pleiotropic effect
on the immune system cells. However, its biological characteristics have not been fully
researched. The cytokine was first described in 1982 by Center and Cruikshank, researchers
from Boston University School of Medicine [13]. In 1999, IL-16 gene was identified on the
long arm of chromosome 15 (15q26.3) [14]. Initially, it was referred to as lymphocyte
chemoattractant factor (LCF) due to its ability to activate and recruit T lymphocytes [15].
However, further research revealed a vast spectrum of its possible effect on the immune
system cells. The publication contains a detailed description of IL-16, with a schematic
presentation of the mechanism of the operation of its particular fragments. A precursor of
IL-16 is pre-1L-16 — a peptide made up of 631 amino acids, which in the cell cytoplasm is
cleaved by caspase 3 into fragments 510 and 121 amino acid in length. Both resultant
fragments are biologically active and perform different functions. The N-terminal fragment of
510 amino acids moves towards the cell nucleus, where it influences the cell cycle regulation.
The C-terminal 121-amino acid fragment, on the other hand, which is considered a mature
IL-16, undergoes polymerisation and is stored in the secretory vesicles and then released
through exocytosis outside the cell, where it exhibits, among others, chemotactic properties
for cells that possess receptors for IL-16, including CD4 receptor [8]. IL-16 binds to CD4
receptor on a target cell and in this way triggers gene transcription synthesis of
proinflammatory cytokines. According to the literature analysed in the paper, the functions
of IL-16 may vary in different types of cells. Because of its pleiotropic activity, IL-16 became
the subject of research on the pathogenesis of different disease entities, including sin diseases.
The paper discusses in turn dermatological diseases in which studies on IL-16 have been
conducted, such as atopic dermatitis, systemic lupus erythematosus, bullous pemphigoid and
T-cell lymphomas. The progression of the diseases is highly influenced by TCD4+
lymphocytes. Based on the analysed publications on particular dermatoses, the possible effect
of IL-16 on the development of skin disorders was described. At the end, the paper refers to
the problems of psoriasis and stresses that a study on IL-16 in this disease entity is also
justifiable. Although the potential role of IL-16 in psoriasis has not yet been described in the
literature, given the pleiotropic activity of that cytokine, its direct effect on the migration and
proliferation of T lymphocytes and its ability to regulate the cell cycle, it seems that it could
play a role in the pathogenesis of psoriasis. In the conclusions of the paper, it is stressed that

further studies are needed on the release method and the biological effect of the cytokine,
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which would explain its significance in the complex process of immunological reactions

underlying numerous dermatoses, psoriasis included.

Contribution of the PhD applicant towards the paper: creation of the concept of the paper;

collection and analysis of the literature, drafting of the paper; preparation of the figures;
preparation of the final version of the paper; person responsible for mail contact with editors

and readers.

The original paper entitled “Assessment of interleukin 16 serum levels and skin expression
in psoriasis patients in correlation with clinical severity of the disease” published in 2016
in PLOS One, constitutes an attempt to evaluate the presence of IL-16 in the serum and the
skin of psoriasis patients and its possible relation to the progression of the disease. Based on
the conducted studies, it was shown that the IL-16 serum level was significantly higher in
psoriasis suffers than in controls. Moreover, the cytokine blood level correlated positively
with psoriasis severity assessed using PASI and BSA, and was significantly increased in
patients with moderate and severe psoriasis. However, no relationship between IL-16 and the
quality of life assessed by DLQI and no differences in cytokine level between early-onset
psoriasis (<age 40 years) and late-onset psoriasis (> age 40 years) were observed. The
observations were represented in four graphs and a table, presenting in detail the values of
IL-16 level in the subgroups distinguished on the basis of the progression of the disease and
its onset. The obtained results were compared in the “discussion” part of the thesis with the
data given in the literature. There are only three publications in which the IL-16 serum level
in psoriasis patients has been assessed [16-18]. The papers refer mainly to atopic dermatitis,
hence the group of psoriasis sufferers and the group of controls are combined there to
constitute a point of reference for the main group of persons affected by atopic dermatitis; the
groups are small (12-20 patients) and characterised by a relatively young age of the patients
(age 19.6-28.2 years). The results presented in the paper suggested a significantly higher
IL-16 level in patients suffering from atopic dermatitis compared to the psoriasis and control
group. This paper is the first study assessing IL-16 serum level in such a large group of
psoriasis patients, divided into subgroups based on the progression of the disease. Given the
obtained results, a conclusion has been drawn in this paper that IL-16 serum levels could be
used as a possible marker of psoriasis severity. However, it has been stressed that the
observation requires further studies, in particular with regard to the assessment whether mild
psoriasis sufferers with high IL-16 serum levels are more predisposed to develop severe

course of the disease and whether the improvement in the skin condition following the applied
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treatment will result in a decrease in IL-16 serum levels. The publication draws attention to
the possible limitation in the use of IL-16 as a marker of disease activity, in view of the fact
that psoriasis patients might suffer also from other chronic inflammatory diseases in the
course of which IL-16 serum levels might increase. At a further stage of the research, in order
to determine IL-16 presence in the skin at mRNA and protein levels, skin fragments were
taken from two locations in a buttock area in psoriasis patients (one from psoriasis plaque and
one from unaffected area around the plaque). In the control group, only one fragment of
healthy buttock skin was taken. The choice of buttocks as the area for the biopsy was
determined by the low exposition of the area to ultraviolet radiation, aesthetic effect related to
the risk of occurrence of small scars, and the possibility to conduct precise comparative
analysis of the biopsies. According to the conducted analyses, the highest level of mRNA
IL-16 as well as the highest immunoreactivity of IL-16 protein were observed within the area
of the seemingly unaffected skin, close to the psoriasis plaque. Within the plaque itself, on the
other hand, significantly higher immunoreactivity of IL-16 in relation to control group was
noted. Although increase in mRNA IL-16 in the psoriasis plaque structures was not
statistically significant, it correlated significantly with the observed increased mRNA CD4
level in the affected skin, which may suggest possible local interaction of IL-16 with
T-lymphocytes CD4+ in the process of psoriasis plaque formation. The level of mRNA IL-16
both in the healthy skin and that affected by the disease did not correlate with the IL-16 serum
level and the severity of psoriasis (PASI). The obtained results are presented in a graphic
form. In the publication, using microscopy, an attempt was made to present in detail the
distribution of IL-16 at protein level in the skin. Additionally, the location of IL-16 in relation
to cell structures was considered. According to the conducted analyses, in the psoriasis
affected skin the nuclear and perinuclear location of IL-16 dominate, while in the unaffected
skin and biopsies taken from healthy controls — the cytoplasmic one. As has already been
emphasized in the introductory part of the paper, nuclear IL-16 demonstrates the ability to
regulate the cell cycle whereas cytoplasmic IL-16 possesses chemotactic properties, which, as
has been emphasized, may influence keratinocytes proliferation and migration of
inflammatory cells into the skin. To expand knowledge on the relation between IL-16 and
psoriasis, an assessment of genotype and allele frequencies for -295 T/C IL-16 promoter gene
polymorphism was conducted in the studied group of patients. The choice of the
polymorphism was influenced by the literature according to which it influences the IL-16
serum level and the risk of disease progression [19-21]. This paper is the first publication in

which IL-16 gene polymorphism in psoriasis is discussed. Nevertheless, according to the
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conducted studies, the genotype and allele frequencies for the polymorphism discussed there
do not differ significantly in psoriasis patients and in persons in the control group. No
genotype-based differences have been observed at IL-16 serum level and no significant

relation between the studied polymorphism and disease severity has been noted.

Contribution of the PhD applicant towards the publication: creation of the concept of the
paper and preparation of the methodology; coordination of the project; recruitment of the
study and the control groups; collecting patients’ history and conducting physical examination
combined with assessment of psoriasis severity; collection of sample for comparison (blood
samples and skin biopsies); participation in laboratory tests and collection of data; creation of
a database; analysis of the collected data and preparation of the figures; collection and
analysis of the literature; drafting of the paper; participation in the final editing of the paper to
comply with the recommendations of the reviewers and the editors; person responsible for

mail contact with the editors.

The original paper entitled “-2518 A/G MCP-1 and -403 G/A RANTES promoter gene
polymorphisms are associated with psoriasis vulgaris” which was published in 2016 in
Clinical and Experimental Dermatology, provides analysis of the effect of the above
mentioned polymorphisms on the risk and clinical manifestation of psoriasis. Both
MCP-1/CCL2 and RANTES/CCLS5 are among the best-studied chemokines. Chemokines are
proteins of low molecular weight which, due to their role in the development of
immunological response, have been classified as cytokines. The name ‘chemokines’ refers to
their first described function as chemotactic factors. Further studies have revealed their
multidirectional effect depending on the target cell [9,22]. Both chemokines, MCP-1 and
RANTES, are involved in the inflammatory processes through their influence on the
migration of monocytes, T-lymphocytes and dendritic cells, among others. It has been
established that the MCP-1 and RANES serum levels and gene polymorphisms may influence
the risk and the severity of inflammatory disorders [23,24]. According to the research, both
2518 A/G as well as -403 G/A polymorphisms are located in the promoter region of the
relevant genes — MCP-1 and RANTES, respectively — and that is why they influence their
expression and may affect the level of the circulating chemokines, MCP-1 and RANTES [22].
In this paper, the two above-mentioned polymorphism were studied and the serum
concentrations of their correspondent chemokines were assessed in psoriasis and in control
groups in a population from northern Poland. The analysis of the frequencies of genotypes

and alleles of the discussed MCP-1 and RANTES gene polymorphisms did not point to any
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significant differences between the psoriasis group and the control group, except in the case of
the -2518 A/G MCP-1 GG genotype, which was actually statistically more frequent in patients
and was associated with double the risk of developing psoriasis. In the paper, the results have
been presented in tables. For further analysis, the patients were sub-grouped based on the
onset of psoriasis (early or late) as well as the severity of the disease assessed using PASI. It
has been determined that the presence of -403 G/A RANTES AA genotype was more frequent
in patients with late-onset psoriasis whereas GG genotype was significantly more rarely
observed in that group of patients. What is more, the presence of A allele (AA or AG) in
RANTES promoter gene polymorphism was associated with an increased risk of severe
psoriasis with PASI>15. This study is the third among the published ones in which -2518 A/G
MCP-1 polymorphism is assessed in psoriasis and the first that analyses -403 G/A RANTES
polymorphism in that group of patients. The work refers to both of the two other publications
regarding studies on the discussed MCP-1 polymorphism [25,26]. The first of such studies
was conducted on a Chinese population, on a group of 507 psoriasis patients and 530 healthy
controls, and based on it, just like in the presented study, the association between psoriasis
and GG genotype was demonstrated [25]. The second publication did not confirm that a
linkage between -2518 A/G MCP-1 and psoriasis existed, though the study was conducted on
a relatively small group of participants (30 patients and 10 healthy controls) [26]. In this
paper, another aim was to try to assess the level of MCP-1 and RANTES chemokines in the
serum of the study subjects and their correlation with the analysed polymorphisms. Based on
the conducted studies, it has been demonstrated that in the psoriasis group, the serum
concentrations of the two chemokines were actually higher when compared with the control
group. Moreover, it was observed that in severe psoriasis with PASI>15, the RANTES level
increased significantly. In the paper, the data were presented in a graphical form. No
association between the studied MCP-1 and RANTES gene polymorphisms and the serum
level of corresponding chemokines was found. In the discussion part of the paper it was
emphasised that lack of such correlation results most probably from the fact that numerous
genetic and epigenetic factors may affect the level of particular proteins. The publication
discusses also the literature related to the role of the studied chemokines in the formation of
skin lesions and their level, which is changing after the applied treatment for psoriasis. Given
the conclusions inferred from the studies, and in particular the observed effect of MCP-1
promoter gene polymorphism on the risk of psoriasis development, the relationship between
RANTES promoter gene polymorphism and the severity of the disease, the observed increase

in the serum level of both chemokines as well as significant correlation between RANTES
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serum level and psoriasis severity, and the data from the literature that has been referred to, it
is worth considering MCP-1 and RANTES chemokines as possible psoriasis markers, or even
as a therapy target. Nevertheless, further studies are required to substantiate the above

observations and to enhance the knowledge on those small, yet significant, proteins.

Contribution of the PhD applicant towards the publication: participation in the creation of the
concept of the paper; recruitment of patients and controls and collection of study material
(blood samples); collecting patients’ history and conducting physical examination combined
with the assessment of psoriasis severity; collection and analysis of the data; participation in
the collection and analysis of the literature and the drafting of the paper; editing the paper to
comply with the recommendations of the reviewers and the editors; person responsible for

mail contact with the editors and readers.
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CONCLUSIONS

IL-16

1. The higher IL-16 serum level in the population of psoriasis sufferers when compared with

the control group indicates that the cytokine may play a role in the pathogenesis of psoriasis.

2. The increased mRNA IL-16 expression and the location of IL-16 protein in psoriasis plaque
and in the seemingly unaffected skin in psoriasis sufferers may point to the role of the
cytokine in the development of psoriatic lesions through its possible effect on the proliferation
of keratinocytes and the migration of the immune system cells to the location of skin damage

and the formation of inflammatory infiltration.

3. A significant positive correlation between the mRNA IL-16 and CD4 levels in the disease
affected skin may indicate local interaction of IL-16 with T CD4+ lymphocytes in the process

of psoriasis plaques formation.

4. Positive correlation of IL-16 serum level with the clinical indications of disease severity

may be evidence of the role of the cytokine as a potential marker for psoriasis severity.

5. -295 T/C IL-16 promoter gene polymorphism seems to have no effect on the progression

and the course of psoriasis.

MCP-1 and RANTES

1. -2518 A/G MCP-1 promoter gene polymorphism and -403 G/A RANTES promoter gene
polymorphism may play a role in the pathogenesis of psoriasis. According to the conducted
studies, -2518 A/G MCP-1 promoter gene polymorphism is correlated with higher risk of
developing psoriasis while -403 G/A RANTES promoter gene polymorphism shows linkage

with disease severity expressed in PASI.

2. Significantly higher MCP-1 and RANTES serum levels in psoriasis patients in relation to
the control group and the established relationship between RANTES and the severity of the
disease suggest the significance of the chemokines for the progression of psoriasis and their

possible function as markers for the disease aggravation and even targets for therapy.

3. The analysed MCP-1 and RANTES gene polymorphisms seem not to have a significant

effect on the serum level of the chemokines they encode.
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