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Indeks skréotow

e 9894 T/C - polimorfizm pojedynczego nukleotydu zlokalizowany w intronie 3 genu IL-33

e 11877 C/T - polimorfizm pojedynczego nukleotydu zlokalizowany w egzonie 5 genu IL-33

e ARMS-PCR - allelospecyficzna taricuchowa reakcja polimerazy (ang. amplification refractory
mutation system-polymerase chain reaction)

e CBCL - chtoniak pierwotnie skérny B-komdrkowy (ang. cutaneous B-cell lymphoma)

e CD4+ —limfocyty T o fenotypie CD4+

e CD8+—limfocyty T o fenotypie CD8+

e CTCL - chtoniak pierwotnie skérny T-komdrkowy (ang. cutaneous T-cell lymphoma)

e DVS 27 - pierwotne oznaczenie interleukiny 33 nazwe kolonu, ktérego cDNA, ktory
wykazywat najwiekszg ekspresje w bibliotece genéw wyizolowanej z tetnicy mozgowe;j

e INFy —interferony

e IL-5-interleukina 5

e |L-10 —interleukina 10

e |L-13 —interleukina 13

e |L-33 —interleukina 33

e MF —ziarniniak grzybiasty (ang. mycosis fungoides)

e NHL — chtoniak nieziarniczy (ang. non-Hodgkin lymphoma)

e rST2 —receptor ST2

e SE —enterotoksyny gronkowcowe (ang. staphylococcal enterotoxins)

e SNP — polimorfizm pojedynczego nukleotydu (ang. single nucleotide polymorphism)

e splL-33 — aktywny molekularnie wariant IL-33

e SS—zespot Sézary’ego (ang. Sezary syndrome)

e sST2 —wydzielnicza, rozpuszczalna postac receptora ST2

e ST2 —receptor ST2

e ST2L - przezbtonowa postac receptora ST2

e T —limfocyty T pamieci (ang. central memory T cells)

e Tem —limfocyty T efektorowe (ang. effector memory T cells)

e TNFa - czynnik martwicy nowotworu a, czynnik martwicy guza a
(ang. tumor necrosis factor a)

e TNMB — klasyfikacja nowotwordéw zalezna od stopnia zajecia skéry, weztéw chtonnych,

narzgdéw wewnetrznych i krwi (ang. tumor, node, metastasis, blood)



3 Wstep

Ziarniniak grzybiasty (MF, mycosis fungoides) jest najczestszym chtoniakiem pierwotnie skornym
wywodzgcym sie z komadrek T (CTCL, ang. cutaneous T-cell lymphoma). CTCL sg heterogenng grupg
chtoniakéw pozaweztowych z limfocytéw T, typu nie-Hodgkina (NHL, ang. non-Hodgkin lymphoma),
ktore w momencie postawienia diagnozy i oceny stopnia zaawansowania z definicji ograniczone sg
tylko do skéry. Najczestszg odmiang CTCL (70%) jest MF, ktorego czestos$¢ wystepowania szacuje sie
na 0,36/100 000 osAb rocznie. Charakteryzuje sie on niskg ztosliwoscig oraz przewlektym przebiegiem,
w ktérym wyrdznia sie okresy typowe dla choroby z uwzglednieniem jej rokowania. Schorzeniu temu
towarzyszy swigd, ktdry pojawia sie czesto juz w okresie wstepnym choroby i nasila sie w miare jej
postepu. Objaw ten moze jednak wyprzedzac pojawienie sie zmian skdrnych, jak rowniez sygnalizowad
nawrét choroby.

MF wywaodzi sie najczesciej z komdrek T pamieci CD4+, ktére wykazujg potencjat do naciekania
skory. Komoérki te stwierdza sie réwniez w skorze pacjentow z przewlektymi zapalnymi chorobami
skory, co ze wzgledu na podobienstwo obrazu klinicznego tych schorzen i MF jest przyczyng istotnych
trudnosci diagnostycznych. Etiopatogeneza MF nadal nie zostata wyjasniona. Wysunieto hipoteze, ze
ciggta stymulacja komdrek T moze doprowadzi¢ do przewlektego stanu zapalnego, ktory w efekcie
prowadzi do powstania ztosliwego klonu T-komérkowego. Czynniki genetyczne, $Srodowiskowe,
infekcyjne, wirusowe, substancje toksyczne oraz leki (np. hydrochlorotiazyd) mogg wyzwalaé

aktywacje lub transformacje limfocytéw, prowadzac do rozwoju MF (Akinbami i wsp., 2014).

3.1 Ziarniniak grzybiasty — historia

Ziarniniak grzybiasty po raz pierwszy opisat w 1806 roku francuski lekarz, baron Jean Louis
Alibert, ktory zaobserwowat u 56-letniego mezczyzny zmiany skérne o charakterze guzowatym
przypominajgce grzyby. W 1870 Bazin wprowadzit typowe dla MF okresy choroby: rumieniowy,
naciekowy i guzowaty (Bazin, 1870). W 1975 roku Lutzner i Edelson wprowadzili okreslenie CTCL.

XX wiek to czas tworzenia klasyfikacji chtoniakéw i chtoniakéw rzekomych. Pierwszg klasyfikacjg,

ktora ujeta chtoniaki skéry, byta klasyfikacja Rappaporta (Tabela 1).



Tabela 1. Kolejne klasyfikacje uwzgledniajqgce chtoniaki pierwotnie skdrne.

Rok Klasyfikacja
1956, 1966 Rappaporta
1971 Ann Arbor
1973, 1975 Lukasa i Collinsa
1974 Kilorska
1974 Brytyjska
1974 Dorfmana
1975 Europejska
1976 Lyonska
1976 WHO
1977 Stanfordzka
1979 CTCL
1980 Polska szkota
1982 International Working Formulation
1988 Unowoczes$niona kiloriska
1993 REAL
1997 EORTC
2005 WHO-EOTRC pierwotnych chtoniakéw skéry
2008, 2010 WHO/EORTC z 2008, zmodyfikowana w 2010 roku

Klasyfikacja WHO/EORTC z 2008, zmodyfikowana w 2010 roku, dzieli chtoniaki na wywodzace
sie z komodrek T i NK oraz z komérek B (nowotwodr z komérek prekursorowych zostat w 2010 roku

przeniesiony do grupy rozrostow szpiku).

3.2 Etiologia ziarniniaka grzybiastego

Przyczyny rozwoju MF nie zostaty ostatecznie wyjasnione. W jego patogenezie nie udowodniono
wptywu czynnikdw Srodowiskowych czy zawodowych, takich jak substancje chemiczne i
rozpuszczalniki (Wilcox, 2014), cho¢ wczesniej uznawano zwigzek z kontaktem zawodowym (produkcja
szkta, ceramiki, przemyst papierniczy) (Morales-Suarez-Varela i wsp., 2004; Whittemore i wsp., 1989).

Podobienstwo MF do biataczki T-komdrkowe]j dorostych zwigzanej z obecnoscig wirusa HTLV1
sktonito do rozszerzenia badan o podtoze wirusowe w rozwoju CTCL. W badaniach amerykanskich w
komérkach krwi obwodowej oraz wycinkach skoéry chorych z MF wykryto czasteczki wirusa HTLV1 i
HTLV2, podkreslajgc, ze nie mozna wykluczy¢ ich roli przy wspottworzeniu w procesie nowotworowym
(Zendri i wsp., 2008). W innych badaniach nie stwierdzono jednak zwigzku pomiedzy MF i zakazeniem
HTLV1 (Courgnaud i wsp., 2009).

Obecnosc¢ wirusa Epsteina-Barr (EBV) w ogniskach ziarniniaka grzybiastego zostata stwierdzona
w matym odsetku przypadkéw, jednak zwrdécono uwage na zwigzane z tym gorsze rokowanie (Novelli
i wsp., 2009).

Bakteryjne superantygeny, np. gronkowca ztocistego (Staphylococcus aureus, S. aureus),
rowniez mogg stanowic przyczyne ciggtej stymulacji komérek T (Vonderheid i wsp., 2005). By¢ moze
role w tym procesie odgrywajg réwniez enterotoksyny ww. gronkowca (SE, ang. staphylococcal

enterotoxins), ktére oddziatujg na porozumienie miedzy komdrkami T nowotworowymi i zapalnymi,
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promujg proliferacje nowotworu, aktywujg Stat3 i ekspresje cytokin regulowanych przez Stat3 w
limfocytach nowotworowych. Stat3 indukuje statg ekspresje SOCS3 (ang. suppressor of cytokine
signaling-3), co moduluje aktywnos$¢ licznych cytokin, w tym IFNy i IFNa, a w konsekwencji chroni
komarki nowotworowe przed przeciwnowotworowg odpowiedzia mediowang przez cytokiny.
Znajomos¢ tych mechanizmow wspiera teze o koniecznosci unikania immunosupresji u pacjentéw z
CTCL, gdyz ta, promujac rozwdj populacji S. aureus, powoduje progresje choroby (Krejsgaard i wsp.,
2017; Talpur i wsp., 2008).

Odkrycie powyzszych mechanizmdw pozwala przypuszczaé, ze istniejg réwniez inne patogeny
wptywajgce na srodowisko tkankowe chtoniaka i moggce promowac jego rozwdj i progresje. Takze sam
proces przejscia nowotworu w stadium zaawansowane moze sprzyjac¢ rozwojowi infekcji, co by¢ moze
tworzy swoiste koto nakrecajgce proces progresji. Interesujgce sg wyniki badan nad obecnoscig
Chlamydia pneumoniae w pdézinych stadiach CTCL, co moze by¢ ttumaczone przejsciem, wraz z
progresja, z dominacji Thl do Th2 i supresjg uktadu immunologicznego w miare postepu choroby (
dzieki uprzejmosci Nedoszytko i wsp. Praca ADA-00844-2017-02 ,Presence of Chlamydophila
pneumoniae DNA in blood cells is frequent event in patients with late stage of Primary Cutaneous
Lymphomas and with atopic dermatitis” zakceptowana do druku w Advances in Dermatology and
Allergology, przyjeta do druku i zaplanowana do publikacji w nr 3 roku 2018).

Ostatnie badania wskazujg, ze niektdre leki mogg doprowadzi¢ do stymulowanej antygenem
limfoproliferacji komérek T lub zjawiska dyskrazji. Przeprowadzono badania u pacjentéw z
ziarniniakiem grzybiastym/zespotem Sézary’ego (SS, ang. Sezary syndrome) przyjmujgcych
hydrochlorotiazyd z powodu nadcisnienia tetniczego i uzyskane wyniki poréwnano z wynikami
pacjentow z MF/SS, ktorzy nie stosowali tego leku. U pacjentdw przyjmujacych hydrochlorotiazyd
stwierdzono mniejsze prawdopodobienstwo rearanzacji klonalnej w genie TCR w zmianach skérnych.
Co wazne — w podgrupie pacjentéw stosujgcych hydrochlorotiazyd po odstawieniu leku uzyskano
czesciowa lub catkowitg regresje zmian skdrnych. Podjeto rozwazania, czy lek moze indukowaé zmiany
o charakterze MF we wczesnym stadium, czy tez raczej pseudochtoniaka skéry. Autorzy badania
zasugerowali, ze hydrochlorotiazyd moze byé zwigzany ze stymulowang antygenowo proliferacjg

limfocytéw T oraz promowacd rozwoj zmian skérnych typowych dla MF (Wilcox, 2014).

3.3 Epidemiologia ziarniniaka grzybiastego

Czestos$¢ wystepowania MF szacuje sie, jak wspomniano, na 0,36/100 000 oséb rocznie. MF
stwierdza sie 2 razy czesciej u mezczyzn niz u kobiet oraz u rasy czarnej niz u rasy biatej i azjatyckiej.
Choroba najczesciej objawia sie w wieku miedzy 45.-60. rokiem zycia, jednak opisano réwniez jej
przypadki u dzieci i nastoletnich pacjentéw. Srednia mediana zachorowania wg badan, ktére

przeprowadzili Weinstock i Reynes, to 55. rok zycia (Weinstock i Reynes, 1999), a wg badarn Morales-



Sudrez-Vareli miedzy 45. a 60. rokiem zycia (Morales-Suarez-Varela i wsp., 2004, 2005). Przezycie 5-
letnie rézni sie w zaleznosci od stadium MF, ale takze od kraju, w ktdrym zyje pacjent — przyktadowo
w latach 2003-2007 5-letnie przezycie w Niemczech wyniosto 94,9%, a w USA 86,5%; w latach 2008-
2010 odpowiednio 97,4% i 92,7%. Rdznica ta wynikata z odmiennosci systemu ubezpieczen w obu
krajach. Krotszy czas przezycia w USA niz w Niemczech powigzano z tym, ze w USA wiecej osdb jest
nieobjetych opieka zdrowotng, a takze dziata system Medicaid, ktéry nie zawsze umozliwia
odpowiednig diagnostyke i leczenie osobom po 65. roku zycia. Ponadto autorzy badan uznali rdwniez,
ze w Niemczech pacjenci majg lepszy dostep do badan klinicznych. Przyczyna moze rédwniez leze¢ w

réznicach w rejestracji w danym kraju chorych zgodnie z ICD-10 (Pulte i wsp., 2017).

3.4 Genetyka ziarniniaka grzybiastego

Do rozwoju MF mogg przyczyniac sie czynniki genetyczne gospodarza. Wiekszo$¢ chorych ma
jedng lub wiecej nieprawidtowosci chromosomalnych, ktére mozina odkry¢ w DNA komdrek
nowotworowych. U oséb z MF stwierdza sie rowniez zwielokrotniony materiat DNA w regionach
chromosomoéw 7 i 17 oraz utrate DNA w regionach chromosomoéw 9 i 10. Znaczenie tego faktu nie jest
ostatecznie wyjasnione, ale wysoce prawdopodobny jest zwigzek z niestabilnoscig chromosomalng,
czestym zjawiskiem w przypadku wielu nowotwordw, prowadzacym do zmian genetycznych
pozwalajgcych na wzrost i niekontrolowany podziat komérek (Akinbami i wsp., 2014).

Bardzo rzadko stwierdza sie rodzinne wystepowanie MF (Wilcox, 2014). Okreslone warianty
genéw HLA klasy Il mogg mie¢ wptyw na rozwéj MF i jego progresje, niektére sg tez dziedziczone
(Akinbami i wsp., 2014). W badaniu przeprowadzonym przez Hodak i wsp. stwierdzono, ze czesto$¢
wystepowania allelu HLA DQB1 *03 byta znaczaco wyzsza u 12 pacjentéw pochodzenia zydowskiego z
6 rodzin niz w grupie kontrolnej, tym samym podkreslajac zwigzek tego allelu z rodzinng forma MF,
gdyz u dwéch pacjentdow wspomniane HLA wystepowato u dwdjki bliznigt (Hodak i wsp., 2005).
Ponadto w Szkocji w MF dominuje HLA | A19 i B8, we Wtoszech HLA-A*24, A*68, A*69 i HLA-B*35, u
rasy kaukaskiej w Ameryce Pétnocnej i u Zydéw w lzraelu HLA Il DRB1*11 i wspomniane juz DQB1*03.
Doniesienia te dotyczg pacjentdw dorostych i nie stwierdza sie zwigzku HLA z wystepowaniem MF u
dzieci (Reiter i wsp., 2017). W pismiennictwie opisano tez przypadek zachorowania na ziarniniaka

grzybiastego u matzenistwa (Wooldridge i Lorenc, 1985).

3.5 Immunologia ziarniniaka grzybiastego

Wiekszos$¢ komodrek rezydujacych w skérze jest typu CD45RO+ i wykazuje ekspresje czasteczki
CLA, ktdéra wigze E-selektyne zlokalizowang na postkapilarnych zytach w skérze — dzieki temu zachodzi
zjawisko rollingu limfocytéw. Komérki T rezydujgce w skérze majg wysoka ekspresje m.in. receptoréw
chemokin CCR4, CCR6 i CCR10, w przeciwienstwie do centralnych komorek limfocytow T pamieci (Tcm,

ang. central memory T cells) wykazujacych ekspresje CCR7 i L-selektyny, niezbednych do zasiedlania
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weztéw chtonnych i krgzenia w krwi obwodowej. Efektorowe limfocyty T (Tem, ang. effector memory
T-cells) formujg statg populacje rezydujgcych komdrek w tkankach zdolnych do natychmiastowej
odpowiedzi na ponowne wnikniecie antygenu i stanowig 80% komoérek rezydujgcych w skérze zdrowej
(Wilcox, 2014). Komdrki Tcm wykryto w weztach chtonnych, w skdrze i krwi i s3 one odporne na
apoptoze. Komorki Tem rezydujg w skérze i nie krgzg w krwi obwodowej. Za pomocg badan
immunofenotypowych zademonstrowano, ze nowotworowe limfocyty T w zespole Sézary’ego
wykazujg ekspresje takg jak komorki Tem (CCR7 i L-selektyna), a komdrki nowotworowe w MF
odpowiadajg Tem (Wilcox, 2014). Wiekszos¢ komorek T rezydujgcych w skdrze to komérki efektorowe
produkujgce cytokiny, m.in. Th1/Th2/Th17. Heterogenno$¢ efektorowych komodrek T zwieksza
mozliwosé podziatu CTCL w oparciu o podgrupy komérek T. W MF dochodzi do ekspresji gendw i
produkcji cytokin Th2-zaleznych, co zwieksza mozliwos¢, ze w podgrupie pacjentéw mogg znajdowad
sie klony pochodzgce od Th2 (Wilcox, 2014).

Mutacje w szlaku aktywacji $ciezek sygnatowych mogg promowac pojawienie sie fenotypdéw
niezaleznie od pochodzenia komdrkowego — dotyczy to rowniez limfocytéw T. Konsekwencjg tego jest
fakt réznorodnosci fenotypu nowotworowych komarek T i ich zaleznosci od mikrosrodowiska. Jako ze
tto genetyczne i domniemana komoérka definiujg podgrupy CTCL, w tym MF i SS, ma to istotny wptyw

na klasyfikacje i leczenie tych schorzen oraz ocene zwigzanego z nimi ryzyka (Wilcox, 2014).

3.6 Pierwotne chtoniaki skéry — klasyfikacja

Chtoniaki skéry definiuje sie jako pierwotnie skérne, gdy przy rozpoznaniu zmiany sg ograniczone
wyfacznie do skoéry i nie stwierdza sie zmian w uktadzie chtonnym, szpiku i narzagdach wewnetrznych,
cho¢ w przypadku np. zespotu Sézary’ego mozliwe jest rozpoznanie na etapie odczynu biataczkowego
we krwi z zajeciem weztéw chtonnych. Czesciej wystepuja chtoniaki z komérek T — 65%, rzadziej —
chtoniaki z komdrek B. Pierwotne chtoniaki skdory z komérek T stanowia rzadka, heterogenng grupe
rozrostow limfoproliferacyjnych. Ziarniniak grzybiasty stanowi okoto 50-60% CTCL (Tabela 2)
(Sokotowska-Wojdyto, 2015).
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Tabela 2. Czestos¢ wystepowania poszczegdlnych chtoniakéw pierwotnych skdrnych (Sokotowska-Wojdyto, 2015).

Podtyp Czestosc (%) | 5-letnie przezycie (%)
CTCL o powolnym przebiegu
Ziarniniak grzybiasty (MF) 44 88
MF odmiana folikulotropowa 4 80
Siatkowica pagetoidalna <1 100
MF typu skéry obwistej i ziarniniakowej <1 100
Lymphomatoid papulosis (LyP) 12 100
Pierwotny skorny chtoniak z duzych komorek anaplastyczny (C-ALCL) 8 95
Chtoniak z komdrek T tkanki podskdrnej typu zapalenia tkanki 1 82
podskdrnej (SPTCL)
Pierwotny skérny chtoniak z matych/$rednich komérek T CD4+ 2 72
CTCL o agresywnym przebiegu
Zespot Sézary’ego (SS) 3 24
Pierwotny skorny chtoniak z komdrek T, podtyp nieokreslony 2 16
Pierwotny skorny agresywny epidermotropowy chtoniak z komorek <1 18
CD8+ (AECTCL)
Pierwotny skorny chtoniak z komdrek T (gama-delta) (PCGD-TCL) <1 -
Pozaweztowy chtoniak z komdrek NK/T typu nosowego <1 -
CBCL
Pierwotny skorny chtoniak z osrodkdw rozmnazania (PCFCL) 11 95
Pozaweztowy chtoniak strefy brzeznej (PCLMZL) 7 99
Pierwotny skérny chtoniak rozlany z duzych komorek B 4 55
typu koriczynowego (PCLBCL, ang. leg type)

3.7 Klasyfikacja chtoniakéw pierwotnie skornych z komorek T wg WHO-EORTC

Tabela 3. Klasyfikacja rozréznia CTCL na postaci o przebiegu indolentnym i agresywnym oraz rozrosty z komaorek
prekursorowych (Pinter-Brown, 2017; Sokotowska-Wojdyto, 2015).

Ziarniniak grzybiasty

MF postac folikulotropowa, siatkowica pagetoidalna, MF typu skéry obwistej i ziarniniakowe;j
CTCL o indolentnym Pierwotne skdrne schorzenia limfoproliferacyjne CD 30+ lymphomatoid papulosis, pierwotny
przebiegu skérny chtoniak anaplastyczny z duzych komérek

Chtoniak podskérny z komorek T

Chtoniak T-komérkowy pierwotnie skorny CD 4+ z matych i Srednich komérek pleomorficznych
Zespot Sézary’ego

Chtoniak NK-T-komérkowy o lokalizacji pozaweztowej, typ nosowy

Chtoniak pierwotnie wywodzgacy sie ze skdry obwodowy T-komdrkowy, nieokreslony
Chtoniak T-komdrkowy pierwotnie skérny agresywny epidermotropowy CD8+

Chtoniak T-komdrkowy skorny gamma/delta +

CTCL o agresywnym
przebiegu

Obraz kliniczny MF opisany przez Aliberta i Bazina charakteryzuje sie typowg ewolucjg objawow,
od zmian rumieniowych przez naciekowe i guzowate az do zajecia weztdw chtonnych i narzaddéw
wewnetrznych. MF moze doprowadzié¢ do erytrodermii. Wyrdznia sie trzy charakterystyczne okresy tej
choroby — wstepny, naciekowy i guzowaty. Waznym objawem jest swigd skdry, ktory pojawia sie we
wczesnych stadiach MF, wyprzedza objawy choroby i/lub nasila sie w momencie jej progresji. Leczenie
pierwotnych chtoniakéw skéry prowadzi sie na podstawie rekomendacji sekcji chtoniakdw skory
polskiej grupy badawczej chtoniakdw. W celu oceny rozlegtosci nowotworu u dorostych przydatne jest
zastosowanie reguty dziewigtek wg Wallace’a oraz regutfa dtoni. U niemowlgt obowigzuje reguta pigtek

(Sokotowska-Wojdyto i wsp., 2010).
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Chociaz w oficjalnej klasyfikacji ujete sg tylko odmiany MF przedstawione w tabeli 4, wyrdznia
sie juz 31 jego odmiany kliniczne, w tym opisang ostatnio tuszczycopodobng (Jinno i wsp., 2015), ktora

moze byc¢ jednak odmiang typu pagetoidalnego.

3.8 Odmiany kliniczne ziarniniaka grzybiastego

e Anetodermiczny

e Angiocentryczny

e Dyshydrotyczny

e Dtoniistép

e Erytrodermiczny

e  Grudkowy

e Hiperkeratotyczny

e Jednoogniskowy

o Krostkowy

e tuszczycopodobny

e Niewidoczny

e Odbarwiony

e Pecherzowy

e Pilotropowy

* Przebarwiony

e Przytuszczyca wielkoogniskowa

e Syringotropowy

e Srédmigzszowy

e  Typu papuloerythrodermii Ofuji

e Typu poikiloderma vasculare atrophicans
e Typu potpasca

e Typu przytuszczycy drobnoplamistej
e Typu rogowacenia czarnego

e Typu rybiej tuski

e Typu zapalenia okofoustnego

e 7 mucynozg mieszkowa

e Ztransformacjg wielkokomdrkowa
e Zwysiewnymi torbielami

e  Ziarniniakowy

e Siatkowica pagetoidalna typ Woringera-Koloppa
e Typu skéry obwistej i ziarniniakowej
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Tabela 4. Odmiany ziarniniaka grzybiastego zgodne z klasyfikacjg WHO 2010 MD Medscape. (Sokotowska-Wojdyto, 2015).

Podtyp Zmiany kliniczne i patologiczne

Odmiana Najczesciej zlokalizowane na skoérze gtowy i szyi. Zmiany skérne zwigzane s3 z tysieniem i

folikulotropowa mucynozg. Charakteryzuje sie powolnym wzrostem. W badaniu histopatologicznym skéry
stwierdza sie naciek zapalny wokdt mieszkow wiosowych

Skéra obwista i Najczesciej zlokalizowane w zgieciach pachwinowych i dotach pachowych. Charakteryzuje

ziarniniakowa sie powolnym rozwojem wiotkich i obwistych fatdéw skéry z ziarniniakowym naciekiem z
klonalnych komoérek T

Siatkowica pagetoidalna Najczesciej zlokalizowane na koriczynach dolnych. Charakteryzuje sie ogniskami
tuszczycopodobnymi | hiperkeratotycznymi

Klasyfikacja TNMB (ang. tumor, node, metastasis, blood) MF oraz zespotu Sézary’ego wedtug
International Society of Cutaneous Lymphoma i European Organization of Research and Treatment of
Cancer (ISCL/EORTC) ocenia stopiert zaawansowania nowotworu. Jest ona niezbedna do wdrozenia

wtasciwego postepowania terapeutycznego (Krzakowski i Warzocha, 2014) (Tabele 4 i 5).
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Tabela 5. Klasyfikacja TNMB (ang. tumor, node, metastasis, blood) ziarniniaka grzybiastego oraz zespotu Sézary’ego wedtug
International Society of Cutaneous Lymphoma i European Organization of Research and Treatment of Cancer (ISCL/EORTC) z
2007 i klasyfikacji T

TNMB

Zmiany skérne

T1

Tylko zmiany rumieniowate, grudki i/lub zamiany naciekowe pokrywajgce <10% powierzchni skory

Tla Tylko zmiany rumieniowe (<10% powierzchni skory)
Tlb Zamiany rumieniowe i naciekowe (<10% powierzchni skory)
T2 Zmiany rumieniowe, grudki i zmiany naciekowe pokrywajgce =10% powierzchni skory
T2a Tylko zmiany rumieniowe (=10% powierzchni skory)
T2b Zmiany rumieniowe i naciekowe (=>10% powierzchni skory)
T3 Co najmniej jeden guz (Srednica >=1cm)
T4 Zlewne zmiany rumieniowe pokrywajgce >80% powierzchni skory

Zmiany weztowe

NO

W badaniu klinicznym nie stwierdza sie nieprawidtowych* obwodowych weztéw chtonnych (tj.
szyjnych, nadobojczykowych, nadktykciowych, pachowych i pachwinowych); biopsja wezta chtonnego
nie jest wymagana

N1 W badaniu klinicznym stwierdza sie nieprawidtowe obwodowe wezty chtonne, histologicznie w
klasyfikacji holenderskiej stopien 1. (Dutch 1) lub w klasyfikacji NCI stopier LN 0-2.
N2 W badaniu klinicznym stwierdza sie nieprawidtowe obwodowe wezty chtonne, histologicznie w
klasyfikacji holenderskiej stopien 1. (Dutch 3) lub w klasyfikacji NCI stopier LN 0-3.
N2a Poliklonalne
N2b Monoklonalne
N3 W badaniu klinicznym stwierdza sie nieprawidtowe obwodowe wezty chtonne, histologicznie w
klasyfikacji holenderskiej stopien 3.-4. (Dutch 3-4) lub w klasyfikacji NCI stopieri LN 4.: poliklonalne lub
monoklonalne
NX W badaniu klinicznym stwierdza sie nieprawidtowe obwodowe wezty chtonne; bez potwierdzenia

histologicznego

Stopnie zaawansowania histopatologicznego weztéw chtonnych

Klasyfikacja System holenderski (Dutch system) NCI-VA

ISCL/EORTC

(TNMB)

N1 Stopien 1.: odczynowe zapalenie weztow LNO: brak atypowych limfocytow; LN1: przypadkowe i
chtonnych (dermatopathic lymphadenopaty, pojedyncze atypowe limfocyty (nietworzgce grup);
DL) LN2: liczne atypowe limfocyty lub grupy liczace po 3-6

komérek

N2 Stopien 2.: DL: wczesne zajecie przez MF LN3: skupiska atypowych limfocytow; zachowana
(obecnos¢ pofatdowanych mézgoksztattnych architektura wezta chtonnego
jader komoérkowych >7,5um)

N3 Stopien 3.: czesciowe zatarcie architektury LN4: czesciowe zatarcie architektury wezta chtonnego

wezta chtonnego; obecnos¢ licznych
jednojadrowych komérek o pofatdowanych
jadrach (cerebriform mononuclear cells,
CMCs)

Stopien 4.: catkowite zatarcie architektury
wezta chtonnego

przez limfocyty atypowe lub komérki nowotworowe

Zajecie narzgdow wewnetrznych

MO

Bez zajecia narzgdéw wewnetrznych

M1

Z zajeciem narzagdéw wewnetrznych (niezbedne potwierdzenie histopatologiczne* oraz wskazanie
zajetego narzadu)

Stopien zajecia krwi obwodowej

BO

Bez cech zajecia krwi obwodowej lub <5% limfocytéw krwi obwodowej stanowig komorki atypowe
(Sézary'ego,)

BOa

Poliklonalne

Blb

Monoklonalne

B1

>5% limfocytow krwi obwodowej stanowig komorki atypowe (Sézary’ego), ale ich liczba jest mniejsza
niz prog okreslony w definicji stopnia B2

Bla

Poliklonalne

Blb

Monoklonalne

B2

>1000 monoklonalnych atypowych komérek (Sézary'ego)/ul
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Tabela 6. Stopien zaawansowania TNMB chfoniakéw skory (Sokotowska-Wojdyto, 2015).

Stopien TNMB

1A T1, NO, MO, BO-B1

1B T2, NO, MO, BO

1A T1-T2, N1-N2—-NX, MO, BO-B1

11B T3, NO-N1-N2-NX, MO, BO

1A T4, NO-N1-N2—-NX, MO, BO

1B T4, NO-N1-N2—-NX, MO, B1

IVA1 T1-T4, NO-N1-N2—-NX, MO, B2
IVA2 T1-T4, N3, MO, BO-B2

IVB T1-T4, N1-N2—-N3-NX, M1, BO-B2

Podejscie terapeutyczne w chioniakach skéry uwarunkowane jest rozpoznaniem

histopatologicznym oraz stopniem zaawansowania nowotworu.

3.9 Obraz histopatologiczny ziarniniaka grzybiastego

Okres wstepny (stadium praemycoticum) — obraz histologiczny jest niecharakterystyczny.
Limfocyty w naskérku bez cech stanu ggbczastego, ich utozenie zaréwno w postaci drobnych skupien,
jak i wzdtuz btony podstawnej, wieksze limfocyty w naskdrku, a nie w skdrze witasciwej, interface
dermatitis, delikatne wtéknienie brodawek skérnych.

Okres naciekowy (stadium infiltrativum) — epidermotropizm, mikroropnie Pautriera, naciek jest
bardzo gesty, ale nadal wielopostaciowy, w naskérku wystepujg zmiany odczynowe.

Okres guzowaty (stadium tumeriforme) — wystepujg srednie i duze komérki atypowe, czesto nie
stwierdza sie juz epidermotropizmu ze strefg Grenza, komérki guza stanowig atypowe komorki

hiperchromatyczne o nieregularnym ksztatcie jader (Sokotowska-Wojdyto, 2015; Sokotowska-Wojdyto

i Roszkiewicz, 2010).

3.10 Leczenie ziarniniaka grzybiastego

Leczenie chtoniakdw pierwotnie skérnych jest procesem interdyscyplinarnym, wskazane jest
prowadzenie go w os$rodkach specjalistycznych we wspodtpracy dermatologa z hematologiem,
onkologiem i patomorfologiem. Postepowanie terapeutyczne uwarunkowane jest wtasciwym

rozpoznaniem klinicznym, histopatologicznym oraz oceng stopnia zaawansowania choroby (Tabele 7-

11).
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Tabela 7. Leczenie ziarniniaka grzybiastego w stadium IA-1IA (na podstawie: Sokotowska-Wojdyto, 2015; Sokotowska-

Wojdyto i wsp., 2017).

Leczenie ziarniniaka grzybiastego w stadium IA-11A

Leczenie | linii

Leczenie Il linii

Glikokortykosteroidy miejscowo 2—3 razy w tygodniu przez
3-4 miesigce, pod okluzjg

Beksaroten doustnie w dawce 300 mg/m?

Fototerapia promieniowaniem ultrafioletowym typu B
(UVB) PUVA 2-3 razy w tygodniu; mozna faczyé z
retinoidami lub reksinoidami, IFNa

Monoterapia IFNoao — w dawce 3 MU dziennie 3 razy w
tygodniu; mozna tgczy¢ z PUVA, retinoidami i reksinoidami,
IFNY

Miejscowo stosowane tazaroten, beksaroten, karmustyna*,
mechloretamina*, imikwimod

Mate dawki metotreksatu p.o. — 20—-30 mg tygodniowo (do
100 mg tygodniowo); skuteczne u pacjentdw z
towarzyszagcym lymphomatoid papulosis; mozna tgczy¢ ze
steroidami, fotoforezg pozaustrojowa, PUVA i IFNa

Radioterapia pojedynczych zmian

Worinostat*, romidepsyna*, depsipeptyd*, brentuximab
vedotin* — mozna faczyé ze steroidami, PUVA i IFNa, a
takze z chemioterapia

Napromienianie ciata szybkimi elektronami (TSEB, total skin
electron beam therapy)

Nowe leki w trakcie badan klinicznych, w stadiach IA-IIA nie
nalezy wdraza¢ chemioterapii — jesli wydaje sie to
konieczne, nalezy najpierw zakwalifikowac pacjenta do
badania klinicznego

PUVA — psolaren plus UVA; IFNa — interferon a; TSEB (total skin electron beam therapy napromienianie elektronami
catego ciata; HDACI (histone deacetylase inhibitor — inhibitor deacetylazy histonowej (vorinostat, romidepsin); p.o (per os —

doustnie); *lek niedostepny w Polsce

Tabela 8. Leczenie ziarniniaka grzybiastego w stadium IIB (na podstawie: Sokotowska-Wojdyto, 2015; Sokotowska-Wojdyto i

wsp., 2017).

Leczenie ziarniniaka grzybiastego w stadium IIB

Leczenie | linii

Leczenie Il linii

Radioterapia guzéw

Jak pierwsza linia

IFNa, retinoidy lub beksaroten, metotreksat, worinostat*,
depsipeptyd*, romidepsyna*, brentuximab vedotin* w
monoterapii i terapii skojarzonej, rowniez z radioterapia

Badania kliniczne nowych lekdw, jesli ww. sg nieskuteczne
(przed wdrozeniem chemioterapii)

Autologiczna transplantacja komoérek krwiotwdrczych
(allogeneic hematopoietic cell transplantation, allo HCT) u
wybranych pacjentow

Chemioterapia — liposomalna doksorubicyna,
gemcytabina; jesli nieskuteczne: chlorambucyl, etopozyd,
pentostatyna, cyklofosfamid, temozolomid, mate dawki
pralatreksatu, CHOP, EPOCH, ESHAP

Nowe leki w trakcie badan klinicznych, jesli wyzej
wymienione sg nieskuteczne (przed wdrozeniem
chemioterapii)

PUVA — psolaren plus UVA; IFN (interferone — interferon); TSEB (total skin electron beam therapy — napromienianie
elektronami catego ciata); HDACI (histone deacetylase inhibitor — inhibitor deacetylazy histonowej (vorinostat, romidepsin);
p.o (per os — doustnie); i.v. (intra venous — dozylnie); *lek niedostepny w Polsce
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Tabela 9. Leczenie ziarniniaka grzybiastego i zespotu Sézary’ego w stadium Il (na podstawie: Sokotowska-Wojdyto, 2015;

Sokotowska-Wojdyto i wsp., 2017).

Leczenie ziarniniaka grzybiastego w stadium Il|

Leczenie | linii

Leczenie Il linii

Fotoforeza pozaustrojowa — powinna by¢ rozwazana u
pacjentow z zespotem Sézary’ego; czesto taczona z
doustnymi steroidami, IFNa, beksarotenem oraz
metotreksatem; czas leczenia: od wielu tygodni do miesiecy

Jak 1IB

IFNa w monoterapii lub z PUVA, retinoidy, beksaroten

Beksaroten, worinostat*, depsipeptyd*, romidepsyna* jak
1A-11A

Metotreksat jak IA-1IB

PUVA — psolaren plus UVA; IFN (interferone) — interferon; TSEB (total skin electron beam therapy — napromienianie

elektronami catego ciata; HDACI (histone deacetylase inhibitor — inhibitor deacetylazy PUVA — psolaren plus UVA; IFN
(interferone — interferon); TSEB (total skin electron beam therapy — napromienianie elektronami catego ciata); HDACI
(histone deacetylase inhibitor — inhibitor deacetylazy histonowej (vorinostat, romidepsin); p.o. (per os — doustnie); i.v.

(intra venous — dozylnie); *lek niedostepny w Polsce

Tabela 10. Leczenie ziarniniaka grzybiastego i zespotu Sézary’ego w stadium IV (na podstawie: Sokofowska-Wojdyto, 2015;

Sokotowska-Wojdyto i wsp., 2017).

Leczenie ziarniniaka grzybiastego w stadium IV i zespotu Sézary’ego

Leczenie | linii

Leczenie Il linii

Fotoforeza pozaustrojowa — powinna by¢ rozwazana u
pacjentow z zespotem Sézary’ego; czesto taczona z
doustnymi steroidami, IFNa, beksarotenem oraz
metotreksatem; czas leczenia: od wielu tygodni do
miesiecy

Beksaroten — jak w stopniach mniej zaawansowanych;
rekomenduje sie faczenie z fotoforezg pozaustrojowg i INFa

IFNa. — 3-5 MU dziennie; mozna tgczy¢ z PUVA (nie
rekomenduje sie leczenia PUVA samodzielnie; naswietlania
2-3 razy w tygodniu), retinoidami, beksarotenem i
fotoforezg pozaustrojowa

Worinostat*, depsipeptyd*, brentuximab vedotin * — jak
w stopniach mniej zaawansowanych

PUVA — psolaren plus UVA; IFN (interferone — interferon); TSEB (total skin electron beam therapy — napromienianie
elektronami catego ciata); HDACI (histone deacetylase inhibitor — inhibitor deacetylazy histonowej (vorinostat, romidepsin);
p.o. (per os — doustnie); i.v. (intra venous — dozylnie); *lek niedostepny w Polsce

Tabela 11. Leczenie zespotu Sézary’ego (na podstawie: Sokotowska-Wojdyto, 2015; Sokotowska-Wojdyto i wsp., 2017).

Leczenie zespotu Sézary’ego

Leczenie | linii

Leczenie Il linii (zalezne od dostepnosci)

Fotofereza pozaustrojowa, IFNa, IFNY, retinoidy lub
beksaroten, metotreksat ponizej 100 mg tygodniowo,
worinostat*, depsipeptyd*, romidepsyna*,
brentuximab vedotin* w monoterapii i terapii
skojarzonej, tez z radioterapia

Allo-HCT

Nowe leki w trakcie badan klinicznych, jesli wyzej wymienione
sg nieskuteczne (przed wdrozeniem chemioterapii)

Alemtuzumab*

Chemioterapia — liposomalna doksorubicyna, gemcytabina, jesli
nieskuteczne chlorambucyl, etopozyd, pentostatyna,
cyklofosfamid, temozolomid, mate dawki pralatreksatu, CHOP,
EPOCH, ESHAP

PUVA — psolaren plus UVA; IFN (interferone — interferon); TSEB (total skin electron beam therapy — napromienianie
elektronami catego ciata); | HDACI (histone deacetylase inhibitor — inhibitor *lek niedostepny w Polsce

17



3.11 Interleukina 33

IL-33 jest stosunkowo niedawno odkrytg cytoking nalezgcg do nadrodziny interleukiny 1 (Cherry
i wsp., 2008). Pierwotnie nosita nazwe DVS 27 (nazwa DVS 27 oznaczata nazwe kolonu, ktérego cDNA,
ktory wykazywat najwiekszg ekspresje w bibliotece genéw wyizolowanej z tetnicy mézgowej. Gen
ulegajgcy nadekspresji w skurczu naczyn moézgowych (Onda i wsp., 1999). Po raz pierwszy zostata
opisana w 2003 roku przez Baekkevolda i wspdtpracownikéw w komdrkach srédbtonka jako czynnik
jadrowy komodrek wysokiego srédbtonka (NF-HEV, ang. nuclear factor-high endothelial venules)
(Baekkevold i wsp., 2003). W 2005 roku Schmitz i wspdtpracownicy odkryli zwigzek IL-33 z IL-1 i
czynnikiem wzrostu fibroblastéw i na podstawie analizy podobieristwa w budowie aminokwasow i
zdolnosci wigzania z receptorami z rodziny IL-1 zakwalifikowali jg do grupy, do ktérej nalezg IL-18 i IL-
1 (Schmitz i wsp., 2005).

Ludzki gen IL-33, ktéry w 54% wykazuje podobiefstwo sekwencji aminokwaséw do sekwencji
mysich, zlokalizowany jest na chromosomie 9 (9p24.1) i koduje biatko wielkosci 30 kDa ztozone z 270
aminokwasow (Palmer i Gabay, 2011). Gen IL-33 wykazuje homologie z IL-18, gtéwnie za
posrednictwem domeny beta-koniczyny zlokalizowanej na C-koricu czasteczki, dzieki ktérej faczy sie z
receptorem ST2. Interleukina 33 ulega ekspresji w wielu narzgdach u ludzi i u myszy. Obecno$¢ mRNA
IL-33 odkryto w tkance mdzgowej, rdzeniu kregowym, ptucach, skdrze, weztach chtonnych, watrobie,
trzustce, nerkach i w sercu. Na poziomie biatka podlega ekspresji w komérkach nabtonka i sSrédbtonka.
IL-33 pod wptywem stymulacji TNFa, IL-1 i INFy jest uwalniana przez komorki dendrytyczne, makrofagi
i komorki uktadu odpornosciowego (Milovanovic i wsp., 2012).

IL-33 zlokalizowana w jadrze komérkowym moze dziata¢ jako swoista alarmina, uwalniana z
komérek strukturalnych w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek wskutek nekrozy. Dziata jako sygnat
ostrzegajacy tkanki objete uszkodzeniem i aktywuje uktad odpornosciowy do witasciwej reakcji na
uszkodzenie (Alii wsp., 2011).

Poczatkowo uwazano, ze do uzyskania petnej biologicznej aktywnosci uwolnione biatko
prekursorowe IL-33 wymaga ciecia przez kaspazy, podobnie jak w przypadku innych cytokin z rodziny
IL-1. Okazato sie jednak, ze nie jest to konieczne i istnieje aktywny biologicznie molekularny wariant
(splL-33), ktdry nie posiada sekwencji rozpoznawanej przez kaspazy. Stwierdzono tez, ze uwolnione z
komarek w wyniku apoptozy kaspazy 3 i 7 inaktywujg IL-33.

Zwraca sie tez uwage na wptyw srodowiska zapalnego w modyfikacji aktywnosci biologicznej IL-
33. Uwolnione z aktywowanych neutrofilow elastaza i katepsyna G majg zdolnos¢ ciecia
proteolitycznego biologicznie aktywnej, petnej postaci IL-33 (1-270) i tworzenia jej krotszych form: IL-
33 (95-270), IL-33 (99-270) i IL-33 (109-270). Krétsze fragmenty czgsteczki wykazujg 10-krotnie wyzszg

aktywnos¢ biologiczng w poréwnaniu z czasteczka o petnej dtugosci (Lefrancgais i wsp., 2012).
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3.12 Jadrowa postac IL-33

IL-33 jest uwalniana w jgdrze komérkowym. N-koricowa domena typu ,spinki do wtoséw” jest
odpowiedzialna za umiejscowienie tej cytokiny w jadrze i pofaczenie z chromatyng. IL-33 moze
uczestniczy¢ w hamowaniu transkrypcji genow —taczy sie z kompleksem nukleosoméw (H2A, H2B) przy
udziale krétkiego motywu wigzgcego chromatyne (CBM, ang. chromatin binding motif), co prowadzi
do zageszczania chromatyny (Carriere i wsp., 2007).

Forma wewngtrzkomdrkowa IL-33 moze wchodzi¢ w interakcje z podjednostkg p65 czynnika
transkrypcji NF-kB w jadrze komdrkowym i cytosolu; reakcja ta jest dodatkowo wzmocniona po
aktywacji szlaku sygnatowego przez IL-1. Te oddziatywania mogg prowadzi¢ do opdznienia lub braku
ekspresji gendow bedacych pod kontrolg NF-kB (IkkB, TNFa, biatka C-REL) (Ali i wsp., 2011).

IL-33 moze prowadzi¢ do wzrostu ekspresji gendw przez wyciszenie czynnikow transkrypcji na
heterochromatynie, zmniejszajgc ich stezenie na wtasciwych promotorach, co w efekcie umozliwia
aktywatorom transkrypcji potgczenie ze swoistymi sekwencjami promotorowymi (Carriere i wsp.,

2007).

3.13 Funkcje IL-33

IL-33 odgrywa role w indukcji odpowiedzi komdrkowej typu Th2 uktadu odpornosciowego.
Ponadto bierze udziat w polaryzacji naiwnych limfocytéw T w kierunku fenotypu Th2, stymulujac je do
wydzielania cytokin takich jak IL-5 i IL-13. W stosunku do komodrek Th2 IL-33 petni role
chemoatraktanta, moze tez aktywowac limfocyty B typu B1 in vivo, wyraznie zwiekszajgc produkcje
przeciwciat klasy IgM oraz IL-5 i IL-13. IL-33 jest rowniez silnym aktywatorem wrodzonego uktadu
immunologicznego oraz eozynofiléw, prowadzgc do syntezy anionu nadtlenkowego, IL-8 oraz
degranulacji komdérek. Cytokina ta jest takze silnym aktywatorem mastocytow i bazofiléw, wywotujac
ich dojrzewanie i degranulacje oraz synteze i uwalnianie wielu cytokin prozapalnych, takich jak IL-1pB,
IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13 oraz chemokina GM-CSF. Na powierzchni makrofagéw wykazano ekspresje
receptora ST2L, co $wiadczy o umiejetnosci tych komdrek do odpowiedzi na sygnat przekazany przez
IL-33. Cytokina ta moze wzmocni¢ polaryzacje makrofagéw w kierunku alternatywnie aktywowanych
makrofagdéw lub M2 oraz indukowac dojrzewanie komarek dendrytycznych (Kurowska-Stolarska i wsp.,
2009).

Dodatkowo IL-33 poprzez dziatanie na komérki Th2 (mastocyty i bazofile) bierze udziat w obronie
przeciwko patogenom, np. Pneumocystis murina, Trichuris muris i Toxoplasma gondii (Yang i wsp.,
2011).

IL-33 moze takze indukowa¢ odpowiedz typu Thl. Zespdt Yanga na podstawie
przeprowadzonych badan in vitro udowodnit, Zze receptor ST2 ulega ekspresji na cytotoksycznych

limfocytach T typu 1 (Tcl). OdpowiedZ ta jest zalezna od T-bet bedacego gtéwnym czynnikiem
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regulujgcym transkrypcje Thl i Tcl. Ponadto IL-33 w zaleznos$ci od obecnosci receptora TCR i/lub IL-12
uczestniczy w produkcji INFy na komédrkach Tcl oraz promuje zjawiska efektorowych komarek T CD8+
(Yang i wsp., 2011). Potencjalng rolg IL-33 jest prawdopodobnie wzmocnienie limfocytéw T
cytotoksycznych, ktéore odgrywajg zasadniczg role w odpowiedzi odpornosciowej przeciwko
patogenom wewngatrzkomdrkowym, takim jak wirusy i bakterie, a takze przeciwko komdrkom

nowotworowym (Yang i wsp., 2011).

Rycina 1. Rola IL-33 w dermatozach. Na rycinie przedstawiono potencjalng prozapalng role IL-33 w skérze nieuszkodzonej, w
skorze atopowej i w tuszczycy.
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Uszkodzenie skdry wskutek drapania w odpowiedzi na alergen lub stan zapalny prowadzi do
nekrozy komarki i uwolnienia biologicznie aktywnej IL-33. Cytokina ta moze oddziatywac z receptorem
ST2L na wielu typach komdrek skéry, m.in. na komérkach rezydujgcych w skdrze i naciekajgcych
komdrkach immunologicznych. IL-33 moze indukowa¢ komérke dendrytyczng posrednio poprzez
polaryzacje naiwnych komérek T CD4+ celem tworzenia fenotypu Th2 i produkcji cytokin IL-5, IL-10 i
IL-13. Moze tez aktywowaé mastocyty, prowadzgc do uwolnienia biologicznie aktywnych mediatordéw,
takich jak VEGF, histaminy i prostaglandyny E2 (PGE2), oraz do produkcji chemokin i rekrutacji
neutrofili (N). IL-33 stymuluje tez wzrost komdrek Th17 i wydzielanie zwigzanych z nimi cytokin IL-17 i
IL-22, przez co moze réwniez uaktywni¢ wydzielanie IL-1 i IL-6. Ponadto IL-33 posrednio przy udziale
VEGF moze prowadzi¢ do angiogenezy i remodelingu skéry (Miller, 2011).

IL-33 odgrywa role w wielu zapalnych chorobach skéry. W skorze i fibroblastach skéry, w
porownaniu z innymi tkankami i komaorkami, stwierdza sie duzo wyzszg ekspresje mRNA IL-33. Poziom

mRNA [L-33 i biatka jest rdwniez wyzszy w skérze atopowej zmienionej zapalnie w poréwnaniu z
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niezmieniong (Pushparaj i wsp., 2012). Podobne obserwacje dotyczg poziomu IL-33 w tuszczycy.
Podwyzszone stezenie IL-33 stwierdzono takze w skérze pacjentow ze sklerodermig — pozytywnie
korelowato ono z zajeciem skéry. Podskérne podanie IL-33 moze indukowaé zalezne od IL-13
wtdknienie skory u myszy (Rankin i wsp., 2010). U myszy pozbawionych receptora ST2(-/-) stwierdza
sie zredukowang reakcje zapalng w poréwnaniu z myszami WT w estrze forbolu (Hueber i wsp., 2011).
Ponadto ekspresje IL-33 opisano w pericytach w eksperymentalnym modelu gojenia ran w skorze

szczura (Sponheim i wsp., 2010).

3.14 Receptor ST2

Gen ST2 koduje co najmniej trzy izoformy biatka ST2, ktére powstajg wskutek molekularnego
sktadania: biatko przezbtonowe (ST2L), wydzielniczg postac rozpuszczalng ST2 (sST2) oraz wariant ST2
(ST2V) umiejscowiony przede wszystkim w ludzkim jelicie. IL-33 taczy sie z ST2L, tworzgc kompleks z
biatkami towarzyszagcymi receptorowi z rodziny IL-1 (IL-1RAcP). W transdukcji sygnatu
wewnatrzkomdrkowego biorg udziat m.in. biatko adaptorowe MyD88 i inne biatka cytosolu oraz kinazy

(IRAK-1/4, TRAF6, MAP), prowadzac do aktywacji czynnikéw transkrypcji — NF-kB (Miller, 2011).

Rycina 2. Nekroza i apoptoza a uwolnienie IL-33. Zwiekszone uwalnianie IL-33 nastepuje w skutek nekrozy.
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IL-33 jest przewaznie uwalniana przez komorki zrebowe. Ich uszkodzenie moze indukowac
nekroze i uwolnienie IL-33, ktéra aktywuje heterodimeryczny kompleks receptora ST2L/IL-1RACP na
réznych komérkach immunologicznych (Rycina 2). IL-33 jest inaktywowana przez potgczenie z ST2L.
Podczas apoptozy dochodzi do ciecia IL-33 przez kaspazy 3 i 7, co prowadzi do jej inaktywacji.

Na skutek aktywacji ST2L zostaje przekazany sygnat za pomoca biatek MyD88 i IRAK-1/4, co
prowadzi do aktywacji jadrowych czynnikdéw transkrypcji oraz szlaku kinazy MAPK, ktdra posredniczy
w aktywacji zewngtrzkomorkowej kinazy ERK regulujgcej sygnat, p38 i N-terminalnej kinazy JUN, co
docelowo prowadzi do produkcji cytokin i chemokin Th2 (Miller, 2011).

Na powierzchni limfocytéw Th2 (ale nie Th1), komérek dendrytycznych, granulocytéow, komodrek
NK i T znajduje sie dtuga postaé przezbtonowa receptora ST2 (ST2L) (Schmitz i wsp., 2005).

Posta¢ wydzielnicza receptora ST2 (sST2) jest receptorem ,putapka”, ktéry wigze czasteczki IL-
33 i hamuje jej biologiczng aktywnos$é. Zwiekszong synteze sST2 mogg indukowac cytokiny prozapalne:
TNFoa i IL-6. W hamowaniu sygnatu komdérkowego mediowanego przez IL-33 za posrednictwem
receptora TLR-IL-1R moze uczestniczy¢ inny receptor z rodziny IL-1 — SIGIRR (Toll IL-1R8). W badaniach
in vitro wykazano, ze pod wptywem stymulacji IL-33 receptor SIGIRR moze tworzy¢é kompleks z

receptorem ST2, hamujgc dziatanie biologiczne tej cytokiny (Bulek i wsp., 2009).

3.15 Rola szlaku sygnatowego IL-33/ST2 w chorobach zapalnych

IL-33 moze uczestniczyé w patogenezie choréb Th2-zaleznych takich jak astma, atopowe
zapalenie skory i wstrzas anafilaktyczny. Jej dziatanie protekcyjne zaobserwowano w chorobach
sercowo-naczyniowych: w miazdzycy tetnic, otytosci, cukrzycy typu 2 i zawale miesnia sercowego.

Badania przeprowadzone przez japonskich naukowcdw ujawnity ekspresje ST2 w biataczce i
chtoniakach T-komdrkowych (Tsuchiya i wsp., 2004; Yoshida i wsp., 1995).

Sygnat IL-33/ST2 petni tez istotng role jako element odpowiedzi immunologicznej skierowanej
przeciw guzom, na czynnik wzrostu i/lub przerzuty. W badaniu przeprowadzonym u myszy ST2(-/-) z
guzami sutka ostabity wzrost guza i przerzuty, ze zwiekszeniem poziomu krazgcych prozapalnych
cytokin, aktywowanych NK i komérek CD8+ (Jovanovic i wsp., 2011).

Ponadto IL-33 aktywuje proliferacje, migracje i réznicowanie komérek srédbtonka zwigzanych z
angiogenezy, dlatego tez moze by¢ mediatorem w tzw. ucieczce guza spod kontroli immunologicznej i
W jego angiogenezie.

Podkresla sie rowniez role IL-33 w ptucach, co wspiera koncepcje ST2 jako celu terapeutycznego
w astmie (Miller, 2011).

Ponadto istniejg dowody na obecnosé sygnatu IL-33/ST2 w chorobach reumatologicznych, m.in.

reumatoidalnym zapaleniu stawow, zapaleniu kostno-stawowym, tuszczycowym zapaleniu stawow i
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toczniu rumieniowatym uktadowym. IL-33 wywiera pozapalny wptyw dzieki aktywacji fibroblastow
btony maziowej oraz mastocytow w stawach (Miller, 2011).

Szlak sygnatowy IL-33/ST2 moze tez odgrywac role regulujagcg w przewlektych chorobach
zapalnych jelit, wrzodziejgcym zapaleniu jelita grubego (CU, ang. colitis uclerosa) i chorobie Crohna
(jego znaczenie jest wieksze w przypadku CU, a mniejsze w chorobie Crohna). Stwierdzono
podwyzszone stezenie IL-33 i sST2 u pacjentdw z CU w pordéwnaniu z grupg kontrolng, a leczenie
preparatami anty-TNF obnizyto poziom krazacej IL-33, zwiekszajgc sST2 (Pastorelli i wsp., 2010).

IL-33 moze réwniez petnic¢ role w regulacji patofizjologii i odpowiedzi zapalnej w centralnym
systemie nerwowym: poziom mRNA IL-33 jest znacznie podwyzszony w mdzgu i rdzeniu kregowym
oraz po eksperymentalnym krwawieniu podpajeczynéwkowym (Onda i wsp., 1999). Ekspresja IL-33 w
komodrkach glejowych i astrocytach jest zwiekszona dzieki ligandom TLR. Leczenie IL-33 indukuje
proliferacje mikrogleju i zwieksza produkcje prozapalnych cytokin: IL-1B, TNFa, chemokin i tlenku azotu
oraz cytokin przeciwzapalnych, w tym IL-10 (Yasuoka i wsp., 2011).

IL-33 odgrywa wazng role w chorobach sercowo-naczyniowych. Koncepcja ta zostata
potwierdzona badaniami, w ktérych wykryto zwiekszone stezenie rozpuszczalnej formy receptora sST2
w ostrym zawale miesnia sercowego, dusznosci oraz przewlektej niewydolnosci serca. Stwierdzono
takze, ze sST2 moze by¢ biomarkerem przydatnym do oceny ryzyka wystgpienia zgonu oraz zawatu
miesnia sercowego u pacjentdw z chorobami sercowo-naczyniowymi (Shah i Januzzi, 2010; Yanavitski
i Givertz, 2011). Szlak sygnatowy IL-33/ST2 moze petni¢ role protekcyjng w miazdzycy tetnic
(Demyanets i wsp., 2011).

Biatka szlaku IL-33/ST2 majg tez wazne znaczenie w biologii tkanki ttuszczowej, chronigc przed
metabolicznymi skutkami otytosci. Wykazano, ze stymulacja mysich adipocytéw za pomocg IL-33
wywotuje naptyw limfocytéw Th2, wzrost syntezy IL-5 i IL-13 oraz polaryzacje makrofagdédw w kierunku
fenotypu M2. IL-33 ogranicza takze magazynowanie ttuszczu, zmniejsza wielkos¢ adipocytow, obniza
stezenie cholesterolu catkowitego oraz powoduje spadek ekspresji rezystyny, mediatora
odpowiedzialnego za rozwdj insulinoopornosci i cukrzycy typu 2, wptywajac dodatnio na metabolizm
glukozy. Uwaza sie, ze dziatanie ochronne IL-33 zwigzane jest z jej zdolnoscig do hamowania ekspresji
genow odpowiedzialnych za adipogeneze oraz metabolizm lipidow.

IL-33 oraz jej receptor ST2 stanowig potencjalny cel w leczeniu alergicznych i

autoimmunologicznych choréb (Miller, 2011).

3.16 Polimorfizmy genu IL-33
W 2008 japoriscy naukowcy opublikowali badanie, w ktérym zbadali powigzanie polimorfizmoéw
w genie IL-33 z wystgpieniem japonskiego niezytu nosa [Japanese cedar (JC) pollinosis], alergicznej

reakcji modulowanej przez limfocyty Th2. Receptor IL1RL1, ktérego ligandami sg IL-1i IL-33, jest bardzo
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waznym efektorem odpowiedzi Th2 (Sakashita i wsp., 2008). Zespo6t badawczy, analizujac publiczng

baze danych HapMap (URL: http://www.hapmap.org/index.html.en), wyselekcjonowat 22

polimorfizmy SNP w genie IL-33 wstepujace z czestotliwoscig wiekszg niz 0,10. Na podstawie analizy
statystycznej do genotypowania w grupach pacjentéw i grupie oséb zdrowych zostaty wybrane
polimorfizmy: 9894 T/C (rs1929992) zlokalizowany w intronie 3 genu IL-33 oraz 11877 C/T
(rs10975519) zlokalizowany w egzonie 5 genu IL-33. Badaczom udato sie odnalez¢ istotne statystycznie
powigzanie pomiedzy podatnoscia na japonski niezyt nosa z polimorfizmem w locus 9894 T/C
(rs1929992) SNP (p=0,048). Ponadto pacjenci mieli znaczaco wyzszy poziom IL-33 we krwi w

poréwnaniu do osdb zdrowych.

4 Cele pracy

1. Ocena, czy warianty polimorficzne — 9894 T/Ci 11877 C/T — genu IL-33 odpowiadajg za odmienny
przebieg MF u pacjentéw, u ktérych doszto lub moze dojs¢ do progresji, w porédwnaniu z
pacjentami nieprogresujacymi [stanowigcymi wiekszosé¢, ok. 90%, przypadkow (Sakashita i wsp.,
2008)]. Ocena, czy wspomniane warianty mogg stanowic czynnik prognostyczny

2. Ocena wartosci rokowniczej stezenia IL-33 i jej receptora w surowicy chorych z MF

3. Ocena znaczenia IL-33 i jej receptora w patogenezie Swigdu u chorych z MF

5 Materiat i metodyka

Badania przeprowadzono w latach 2012-2015 i wtgczono do nich grupe 88 pacjentéw z MF
bedacych pod opieka Poradni Dermatologicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku
oraz grupe kontrolng sktadajacg sie z 66 zdrowych osdb.

Wsrdd pacjentéw z MF byto 30 kobiet w wieku od 35. do 78. roku zycia ($rednia 61,63) i 58
mezczyzn w wieku od 20. do 86. roku zycia ($Srednia 57,91). Rozpoznanie zostato zweryfikowane
badaniem histopatologicznym. Stadia zaawansowania choroby przedstawiaty sie nastepujgco:

e Remisja catkowita: 6 pacjentow (2 kobiety i 4 mezczyzn)
e MF la: 31 pacjentéw (14 kobiet i 17 mezczyzn)

e MF Ib: 24 pacjentow (7 kobiet i 17 mezczyzn)

e MF lla: 2 pacjentéw (2 mezczyzn)

e MF llb: 10 pacjentéw (3 kobiety i 7 mezczyzn)

e MF IIl: 6 pacjentow (6 mezczyzn)

e MF IVa: 1 pacjent (1 mezczyzna)

e MF IVb: 6 pacjentek (6 kobiet)

24



W grupie kontrolnej byto 68 zdrowych kobiet w wieku 46 lat i 54 zdrowych mezczyzn w wieku
49,4 roku. Wywiad w kierunku obcigzen internistycznych, kardiologicznych, neurologicznych, choréb
alergicznych, autoimmunologicznych, infekcji wirusowych i bakteryjnych byt negatywny.

Od wszystkich osdb (zaréwno chorych, jak i zdrowych) jednorazowo pobrano krew zylng w ilosci
5 ml do probdéwki ,na skrzep”, nastepnie odwirowano i uzyskano surowice do oznaczenia poziomu IL-
33 i ST2 oraz 5 ml krwi do probdéwki z etylenodwuaminoczterooctanem (EDTA) celem wyizolowania
genomowego DNA. Materiat zostat pobrany zgodnie z zasadami aseptyki i zabezpieczony w
temperaturze -80°C do czasu wykonania analiz.

Wszystkie osoby podpisaty zgode na udziat w badaniu.

Projekt badania zostat zatwierdzony przez Niezalezng Komisje Bioetyczng Gdanskiego

Uniwersytetu Medycznego . Finansowanie — grant Polskiego Towarzystwa Onkologicznego.

5.1 lzolacja genomowego DNA

Izolacje przeprowadzono, uzywajgc zestawu Blood Mini (A&A Biotechnology). Kolumienki, na
ktorych odbywata sie izolacja, byly wypetnione ztozem krzemionkowym posiadajgcym zdolnosé
wigzania DNA przy wysokim stezeniu soli chaotropowych.

Do 100 pl krwi obwodowej dodano 130 ul uniwersalnego buforu lizujgcego LT, ktory
spowodowat lize krwinek czerwonych oraz biatych, oraz 20 ul proteinazy K, dzieki ktdrej zostaty
usuniete nukleazy i inne zanieczyszczenia biatkowe. Cato$¢ zostata wymieszana i inkubowana w
temperaturze 37°C (optymalna dla dziatania proteinazy K). Po inkubacji prébki byty intensywnie
mieszane i naniesione na minikolumny do oczyszczania DNA. W celu przesgczenia przez kolumienki
wirowano je przy predkosci 12 tys. rom. Nastepnie minikolumny byty ptukane dwukrotnie buforem
pfuczagcym i wirowane przy predkosci 12 ty$ rpm. Po zakoriczeniu procesu ptukania minikolumny
umieszczono w nowych probéwkach i dodano po 200 pl buforu elucyjnego TRIS, ktérego zadaniem
byto wymycie zwigzanego ze ztozem krzemionkowym genomowego DNA. Kolumienki z buforem TRIS
inkubowano 5 minut w temperaturze pokojowej, a nastepnie odwirowano przez 1 minute przy
predkosci 12 rpm. lIzolaty DNA do czasu dalszych analiz byty przechowywane w lodéwce w

temperaturze 4°C.

5.2 Badania molekularne

Polimorfizmy genu IL-33 zostaty oznaczone za pomocg allelospecyficznej taricuchowej reakcji
polimerazy (ARMS-PCR, ang. amplification refractory mutation system - polymerase chain reaction).
Uzyte startery (ang. primers) (Tabela 12) zostaty zaprojektowane za pomocg oprogramowania

Primer3Web (bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0) na podstawie sekwencji IL-33 uzyskanej z bazy NCBI.
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Tabela 12. Sekwencje starterdow wykorzystanych w reakcji ARMS-PCR.

Gen Polimorfizm Allel Starter Sekwencja Wielkos¢
czestszy produktu
i rzadszy PCR
IL-33 I1L-33 9894 T/C 1L33.9894-F1 | ACACATTTTCCCCCCAAATTTCTAT 108 bp
(rs1929992) 1L33.9894-F2 | ACACATTTTCCCCCCAAATTTCCAC
1L33.9894-R CCATCTTAACTACTACTTAAAATGTATAAAGTGTTAGAATTAT
IL-33 1L-33 11877 Cc/T 1L33.11877- ATTTGAGGGGTGTTGAGACTCAGAG 222 bp
(rs10975519) F1
1L33.11877- ATTTGAGGGGTGTTGAGACTCAGAA
F2
1L33.11877-R | GGAGAATTCATCAGAGCATATTCGTG
GH1 - - GH1-F GCCTTCCCAACCATTCCCTTA 429 bp
(hormon GH1-R TCACGGATTTCTGTTGTGTTTC
wzrostu 1)

Startery F1 odpowiadajg allelowi czestszemu. Startery F2 odpowiadajg allelowi rzadszemu. W

sekwencjach starteréw F1 i F2 podkreslono sztucznie wprowadzone niezgodnosci w celu uzyskania

specyficznosci dla danego allelu.

Tabela 13. Sktad mieszaniny reakcyjnej do ARMS-PCR.

Woda dejonizowana wolna od nukleaz 14 ul

Bufor do reakcji PCR 10x stezony (Sigma-Aldrich) 2,5 ul

Taq polimerazy DNA (Sigma-Aldrich) 1yl
Startery dla odpowiedniego allelu o stezeniu 10 uM po 1ul =2ul
Mieszanina czterech deoksynukleotydéw (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) o stezeniu 10 mM (Sigma- 0,5 pl
Aldrich)

Wyizolowane matrycowe DNA 5ul
EACZNIE 25 ul

W kontroli negatywnej matrycowe DNA zastgpiono wodg, a do wewnetrznej kontroli

amplifikacji zastosowano hormon wzrostu (GH1).

Po przygotowaniu mieszaniny reakcyjnej i dodaniu matrycowego DNA catos¢ zostata

odwirowana przez 15 sekund i umieszczona w termocyklerze Mastercycler Gradient firmy Eppendorf.

Warunki reakcji PCR przedstawiono w tabeli 14.

Tabela 14. Warunki reakcji PCR.

Denaturacja wstepna: w celu wstepnej denaturacji 5 min 95°C 1 cykl

matrycowego DNA i usuniecia ewentualnych zanieczyszczen

Denaturacja wiasciwa 50s 95°C 35 cykli

Annealing: hybrydyzacja odcinkéw starterowych 50s 59°C (9894) 35 cykli
60°C (11877)

Elongacja 60 s 72°C 35 cykli

Inkubacja: w celu zakoriczenia niekompletnych syntez i 5 min 72°C 1 cykl

dokonczenia hybrydyzacji niekompletnych produktéw

Nastepnie zostata wykonana elektroforeza w 2% Zzelu agarozowym z dodatkiem bromku

etydyny, ktéry w swietle ultrafioletowym umozliwia obserwacje produktu reakcji PCR. Do studzienek

w zelu agarowym naniesiono po 25 ug produktu reakcji PCR, a do jednej ze studzienek marker wielkosci

(100-500 pz), ktory pozwalat oceni¢ wielkos$¢ rozdzielanych fragmentow DNA.
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Fragmenty DNA, ktére zostaty rozdzielone w procesie elektroforezy, byty obserwowane za

pomocy transiluminatora Foto/Eclipsy firmy Fotodyne.

Analiza i

archiwizacja zeli

przeprowadzona za pomocg oprogramowania FOTOAnalyst PC Image firmy Fotodyne.

5.3 Badanie poziomu IL-33 w surowicy

Za pomocg metody ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) oznaczono poziom IL-33

zostata

W surowicy u poszczegdlnych pacjentéw (Rycina 3). Surowica do czasu analizy byta przechowywana w

temperaturze -20°C. W analizie wykorzystano zestaw Platinum ELISA (BMS2048) przygotowany przez

firme Affymetrix eBioscience.

Rycina 3
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Zestaw do ELISA sktadat sie z:
e 96-dotkowych ptytek optaszczonych przeciwciatami poliklonalnymi wigzgcymi sie z IL-33
e Liofilizowanego standardu dla ludzkiej IL-33 (500 pg/ml)
e Mieszaniny znakowanych biotyng przeciwciat przytgczajgcych sie do IL-33
e Roztworu streptawidyny sprzezonej z enzymem HRP (peroksydaza chrzanowa)
e Roztworu substratu TMB (3,3’,5,5’-Tetrametylobenzydyna)
e Roztworu buforu do rozcienczen Assay Buffers, 20x stezonego (PBS with 1% Tween 20
and 10% BSA)
e Roztworu buforu ptuczacego, 20x stezonego (PBS with 1% Tween 20)

e Roztworu zatrzymujgcego reakcje barwng (1M kwas ortofosforowy HsPO,)

W celu przeprowadzenia testu ELISA w pierwszej kolejnosci przygotowano odczynniki i
standardy ze znanymi stezeniami IL-33. Nastepnie na 96-dotkowgq ptytke naniesiono standardy, prébe
Slepg oraz badane prébki w ilosci 50 ul na jedng studzienke i inkubowano przez 2h w temperaturze
pokojowej. W tym czasie nastepowato wigzanie IL-33 zawartej w surowicy i w standardach z
przeciwciatami, ktérymi byta optaszczona ptytka. Po inkubacji surowica, standardy oraz préba Slepa
zostaty usuniete z ptytki. Nastepnie zapetnione studzienki byty ptukane sze$ciokrotnie buforem
ptuczacym. Pézniej do kazdej studzienki zostata dodana mieszanina przeciwciat znakowanych biotyng
w ilosci 100 pl na jeden dotek. Po przykryciu ptytki zostata przeprowadzona inkubacja w temperaturze
21°C (1h), podczas ktoérej przeciwciata znakowane biotyng przytgczaty sie do kompleksu przeciwciato-
IL-33. Po inkubacji mieszanina zostata usunieta i przeprowadzono szesciokrotne ptukanie buforem
ptuczacym, podczas ktdrego zostaty usuniete przeciwciata niezwigzane z kompleksem. Nastepnie do
kazdego dotka na ptytce dodano 100 pl roztworu streptawidyny sprzezonej z enzymem HRP i
przeprowadzono inkubacje w temperaturze 21°C (1h). Podczas inkubacji streptawidyna silnie wigzata
sie z biotyng znajdujgca sie na przeciwciatach i tworzyta kolejny element kompleksu przeciwciata-IL-33.
Po inkubacji roztwér streptawidyny sprzezonej z enzymem HRP zostat usuniety i przeprowadzono
szesciokrotne ptukanie buforem ptuczgcym, podczas ktérego zostat usuniety nadmiar enzymu. W celu
wywotania reakcji barwnej zostat dodany roztwdr substratu TMB. W temperaturze 21°C, w
zaciemnieniu, zostata przeprowadzona inkubacja (25 min), podczas ktdrej substrat TMB przeksztatcit
sie w ciemnoniebieski produkt. Reakcja zostata zatrzymana przez szybkie dodanie 100 ul roztworu
zatrzymujgcego reakcje barwng. W zaleznosci od stezenia IL-33 w badanej prébce lub w standardzie
roztwér po zakonczeniu reakcji barwnej réznit sie odcieniem koloru niebieskiego. W celu oceny
doktadnej ilosci IL-33 w badanych préobkach ptytka zostata zbadana absorbancja na spektrofotometrze
(czytnik ptytek) przy dtugosci fali 450 nm. Na postawie standardow ze znang iloscig IL-33 wykreslono

krzywg wzorcowg, a nastepnie na jej podstawie okreslono wartos¢ IL-33 w surowicy (pg/ml).
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5.4 Badanie poziomu receptora ST2 (ILLRL1) w surowicy
Poziom receptora ST2 w surowicy rdwniez zostat oznaczony za pomocg metody ELISA. Surowica
do czasu analizy byta przechowywana w temperaturze -20°C. W analizie zostat wykorzystany zestaw

ELISA (SEH820Hu 96 Tests) przygotowany przez Cloud-Clone Corp. (www.cloud-clone.us).

Zestaw do ELISA sktadat sie z:

e 96-dotkowych ptytek optaszczonych przeciwciatami poliklonalnymi wigzgcymi sie z ILIRL1

e Liofilizowanych standardéw dla IL1IRL1

e Mieszaniny znakowanych biotyng przeciwciat przytgczajacych sie do IL1RL1

e Roztworu streptawidyny sprzezonej z enzymem HRP (peroksydaza chrzanowa)

e Roztworu substratu TMB (3,3’,5,5’-Tetrametylobenzydyna)

e Roztworu buforu ptuczgcego, 30x stezonego

e Roztworu zatrzymujacego reakcje barwng

e Roztworu buforu do rozcieficzen

W celu przeprowadzeniu testu ELISA w pierwsze]j kolejnosci zostaty przygotowane odczynniki i

standardy ze znanymi stezeniami ILIRL1. Nastepnie na 96-dotkowg ptytke naniesiono standardy, prébe
Slepg oraz badane probki w ilosci 100 pl na jedng studzienke i inkubowano przez 2h w temperaturze
379C. W tym czasie nastepowato wigzanie receptora IL1RL1 zawartego w surowicy i standardach z
przeciwciatami, ktérymi byta optaszczona ptytka. Po inkubacji surowica, standardy oraz préba slepa
zostaty usuniete z ptytki. Pézniej do kazdej studzienki zostata dodana mieszanina przeciwciat
znakowanych biotyng w ilosci 100 pl na jeden dotek. Po przykryciu ptytki zostata przeprowadzona
inkubacja w temperaturze 37°C (1h), podczas ktorej przeciwciata znakowane biotyng przytgczaty sie do
kompleksu przeciwciato-receptor ILIRL1. Po inkubacji mieszanina zostata usunieta i przeprowadzono
trzykrotne ptukanie buforem ptuczacym, podczas ktdrego zostaty usuniete przeciwciata niezwigzane z
kompleksem. Nastepnie do kazdego dotka na ptytce dodano 100 ul roztworu streptawidyny sprzezonej
z enzymem HRP i przeprowadzono inkubacje w temperaturze 37°C (30 min). Podczas inkubacji
streptawidyna silnie wigzata sie z biotyng znajdujaca sie na przeciwciatach i tworzyta kolejny element
kompleksu. Po inkubacji roztwér streptawidyny sprzezonej z enzymem HRP zostat usuniety i
przeprowadzono pieciokrotne ptukanie buforem ptuczgcym, podczas ktérego zostat usuniety nadmiar
enzymu. W celu wywotania reakcji barwnej dodano 90 pl roztworu substratu TMB. W temperaturze
37°C, w zaciemnieniu, zostata przeprowadzona inkubacja (25 min), podczas ktorej substrat TMB
przeksztatcit sie w niebieski produkt. Reakcja zostata zatrzymana przez szybkie dodanie 50 pl roztworu
zatrzymujgcego reakcje barwng. W zaleznosci od stezenia receptora ST2 w badanej prébce lub w
standardzie roztwér po zakorfczeniu reakcji barwnej réznit sie wysyceniem koloru niebieskiego. W celu

oceny dokfadnej ilosci ILAIRL1 w badanych prébkach ptytka zostata zbadana absorbancja na

29



spektrofotometrze (czytnik ptytek) przy dtugosci fali 450 nm. Na postawie standardéw ze znang iloscig

ST2 wykreslono krzywa wzorcowg, a nastepnie na jej podstawie okreslono wartos¢ ILIRL1 w surowicy

(pg/ml).

6 Analiza statystyczna

Dla celéw analizy statystycznej zastosowano 3 rdzne grupowania genotypow SNP: grupowanie
1., w ktérym wystepowaty genotypy CC, CT, TT, odpowiadajgce bezposrednio uzyskanym danym z
analizy laboratoryjnej; grupowanie 2., w ktédrym podziat opierat sie na stwierdzeniu, czy wystepuje
nukleotyd cytozyna [C (+), C (-)]; grupowanie 3., opierajace sie na stwierdzeniu, czy wystepuje
nukleotyd tymina [T (+), T (-)].

Za pomocy testu Manna-Whitneya zbadano istotno$¢ réznic pomiedzy dwiema wartosciami
Srednimi zmiennych nieposiadajagcymi rozktadu normalnego. Test zostat wykorzystany do zbadania
réznic w poziomach IL-33 i receptora ST2 pomiedzy grupg osdéb zdrowych i pacjentéw, a takze do
okreslenia rdznic poziomow receptora ST2 i IL-33 genotypow w grupach C (+), C(-) i T (+), T (-). W
przypadku wiekszej liczby grup nieposiadajgcych rozktadéw normalnych istotnos¢ réznic okreslono za
pomocg testu Kruskala-Wallisa. Test zostat wykorzystany do poréwnania poziomow IL-33 lub rST2 w
grupach CC, CTiTT.

Dane nieparametryczne jako$ciowe zostaty ocenione za pomocg testu chi? i doktadnego testu
Fishera z poprawka Yatesa. Za pomocg tej analizy poréwnano czestosci wstepowania genotypow w
zaleznosci od stadium choroby.

Dane nieparametryczne ciggte w celu okreslenia zaleznosci zostaty zbadane za pomoca korelacji
rang Spearmana. W analizie zbadano korelacje pomiedzy poziomami IL-33 lub receptora ST2 a
poziomem $wigdu wedtug skali VAS lub NRS.

Do oszacowania zmiennosci haplotypow w grupie pacjentéw wykorzystano algorytmy EM
(Dempster i wsp., 1977) i ELB (Excoffier i wsp., 2003).

Dla testéw statystycznych przyjeto poziom istotnosci p<0,05.
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7  Wyniki

7.1 0Ogodlna charakterystyka pacjentdw i oséb zdrowych

Badania przeprowadzono w latach 2012-2015 i wiaczono do nich grupe 88 pacjentéw z MF
bedacych pod opieka Poradni Dermatologicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku
oraz grupe kontrolng sktadajgcg sie z 66 zdrowych osdb.

Wsrdd pacjentéw z MF byto 30 kobiet w wieku od 35. do 78. roku zycia (Srednia 61,63) i 58
mezczyzn w wieku od 20. do 86. roku zycia (Srednia 57,91). Rozpoznanie zostato zweryfikowane
badaniem histopatologicznym. Stadia zaawansowania choroby przedstawiaty sie nastepujgco:

e Remisja catkowita: 6 pacjentéw (2 kobiety i 4 mezczyzn)
e MF la: 31 pacjentow (14 kobiet i 17 mezczyzn)

e MF lb: 24 pacjentéw (7 kobiet i 17 mezczyzn)

e MF lla: 2 pacjentdw (2 mezczyzn)

e MF llb: 10 pacjentéw (3 kobiety i 7 mezczyzn)

e MF lll: 6 pacjentéw (6 mezczyzn)

e MF IVa: 1 pacjent (1 mezczyzna)

e MF IVb: 6 pacjentek (6 kobiet)

W grupie kontrolnej byto 68 zdrowych kobiet w wieku 46 lat i 54 zdrowych mezczyzn w wieku
49,4 lat. Wywiad w kierunku obcigzen internistycznych, kardiologicznych, neurologicznych, choréb
alergicznych, autoimmunologicznych, infekcji wirusowych i bakteryjnych byt negatywny.

Stezenia IL-33 zostaty zbadane u 88 pacjentow i 66 osdb zdrowych. Stezenia receptora ST2
zostaty okreslone u 87 pacjentéw i 66 osdb zdrowych. Polimorfizm w locus 9894 zostat zbadany u 88
pacjentéw i 60 oséb zdrowych, natomiast polimorfizm w locus 11877 u 88 pacjentéw i 66 0séb

zdrowych.

7.2 Analiza poziomdw IL-33 i receptora ST2

Tabela 15. Charakterystyka pacjentéw i grupy kontrolnej (osoby zdrowe) — poziom IL-33 i receptora ST (rST2).

Charakterystyka pacjentow

Srednia Odchylenie Mediana Rozstep Liczba zbadanych
standardowe Cwiartkowy 0s0b
Poziom IL-33 5,98 2,74 5,63 1,38 88
Poziom rST2 386,58 248,90 366,27 214,93 87
Charakterystyka grupy kontrolnej
Srednia Odchylenie Mediana Rozstep Liczba oséb
standardowe ¢wiartkowy
Poziom IL-33 6,15 3,33 5,61 2,39 66
Poziom rST2 239,08 191,15 169,16 285,32 66
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Tabela 16. Poréwnanie srednich stezen IL-33 i receptora ST2 w surowicy pacjentow i w grupie kontrolnej. Wartos¢ p dla
testu U Manna-Whitneya — wartosc przyblizona do oszacowania wptywu poprawki Bonferroniego.

U z Pacjenci Kontrola P
IL-33 2801,500 0,372402 88 66 0,709594
rST2 1648,000 4,503473 87 66 0,000007

U, Z— wartosci statystyki testowej dla testu U Manna-Whitneya. Testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

Wykazano istotng statystycznie réznice w stezeniu receptora ST2 w surowicy krwi pacjentow i
0s06b zdrowych (test U Manna-Whitneya, p<0,05). Stezenie receptora byto 1,6x wieksze u pacjentéow
w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Nie stwierdzono istotnej statystycznie rdznicy pomiedzy
poziomami IL-33 w surowicy krwi pacjentéw i oséb zdrowych (test U Manna-Whitneya, p<0,05):
pomiedzy IL-33 w surowicy IL-33 w surowicy w badanych grupach p=0,71.

Brak istotnej statystycznie réznicy pomiedzy poziomami IL-33 w surowicy krwi pacjentow i oséb
zdrowych moze wynikaé z szybkich zmian poziomoéw IL-33 w trakcie przebiegu MF (prawdopodobnie
w trakcie rozwoju choroby IL-33 jest wychwytywane przez receptor ST2). Nalezy jednak zwrdcié¢ uwage,
ze nie byto dokfadnie okreslonego czasu, w ktérym pobierano krew od pacjentéw, co mogto by¢

przyczyng braku takiej roznicy.

7.3 Analiza genotypdw SNP w locus 9894 i 11877 genu IL-33

W analizie genotypdw SNP zostaty zastosowane wspomniane 3 grupowania genotypéw SNP:
grupowanie 1., w ktérym wystepowaty genotypy CC, CT, TT, odpowiadajgce bezposrednio uzyskanym
danym z analizy laboratoryjnej; grupowanie 2., w ktérym podziat opierat sie na stwierdzeniu, czy
wystepuje nukleotyd cytozyna [C (+), C (-)]; grupowanie 3., opierajace sie na stwierdzeniu, czy

wystepuje nukleotyd tymina [T (+), T (-)].
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Na wykresie poréwnano grupe pacjentdéw i oséb zdrowych. Na podstawie analizy wykresu nie udato

sie zaobserwowac znaczgcych réznic w czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw SNP genu

IL-33 w locus 9894.

Tabela 17. Czestos¢ wystepowania polimorficznych genotypdw genu IL-33 w locus 9894 w grupie chorych oraz w grupie

kontrolnej.
Locus RODZA) Genotyp|Pacjenci [Kontrola Poréwnanie czestosci genotypdéw Test Wartos¢ |Wartos¢ p
SNP Czestos¢|Czestosc X2
IL-33 GR1 CcC 0,079 0,082 CCvsCTvsTT Chi2 0,3337 0,846
9894 CT 0,449 (0,410
T 0,472 0,508
GR2 C(+) 0,528 (0,492 C(+)vsC(-) Doktadny test 0,676
C(-) 0,472 |0,508 Fishera
GR3 T(+) 0,921 |0,918 T(H+)vsT(-) Doktadny test 1,000
T(-) 0,079 |0,082 Fishera
Liczba os6b 89 122

Testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

Wykres 1. Czestosci wystepowania polimorficznych genotypow genu IL- 33 w grupie chorych oraz w grupie kontrolnej w
locus IL33 9894.
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Za pomoca testu chi?i doktadnego testu Fishera poréwnano czesto$¢ wystepowania

poszczegdlnych genotypdw w locus 9894 genu IL-33 w grupach pacjentow i oséb zdrowych, nie
stwierdzajgc istotnych statystycznie rdznic.
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o (Czesto$¢ wystepowania genotypu, pacjenci vs kontrola [grupowanie 1. CC CT TT]: test chi?=0,3337;
p>0,05

e (Czesto$¢ wystepowania genotypu, pacjenci vs kontrola [grupowanie 2. C (+) C (-)]: test Fishera;
p>0,05

e (Czesto$¢ wystepowania genotypu, pacjenci vs kontrola [grupowanie 3. T (+) T (-)]: test Fishera;

p>0,05

Wykres 2. Czestos¢ wystepowania polimorficznych genotypow genu IL-33 w locus 11877 w grupie chorych oraz w grupie
kontrolnej.
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Na wykresie porownano grupe pacjentéw i oséb zdrowych. Na podstawie analizy wykresu nie udato
sie zaobserwowac znaczgcych réznic w czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypow SNP genu

IL-33 w locus 11877.
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Tabela 18. Czestos¢ wystepowania polimorficznych genotypdw genu IL-33 w locus 11877 w grupie chorych oraz w grupie
kontrolnej.

Locus RODZAJ Genotyp | Pacjenci Kontrola Poréwnanie czestosci Test Wartosé Wartosé
SNP Czestosé Czestosc genotypow X2 p
CcC 0,51 0,52
GR1 CcT 0,42 0,43 CCvsCTvsTT Chi? 0,775 0,679
T 0,08 0,05
IL-33 C(+) 0,92 0,95
11877 GR2 O 0:08 0:05 C(+)vsC(-) Doktadny test Fishera 0,399
T(+) 0,49 0,48 ]
R T (+ T(- Dokt Fish
GR3 T() 0,51 0,52 (+)vsT(-) oktadny test Fishera 0,889
Liczba zbadanych osdb 89 122

Testy sq istotne statystycznie, jeZeli p<0,005

Za pomocy testu chi? i doktadnego testu Fishera poréwnano czesto$¢ wystepowania
poszczegblnych genotypdéw w locus 11877 genu IL-33 w grupach pacjentéw i oséb zdrowych, nie
stwierdzajgc istotnych statystycznie réznic.

e Czesto$¢ wystepowania genotypu, pacjenci vs kontrola [grupowanie 1. CC CT TT]: test chi? =0,775;
p>0,05

e (Czesto$¢ wystepowania genotypu, pacjenci vs kontrola [grupowanie 2. [C (+), C (-)]: test Fishera;
p>0,05

e (Czesto$¢ wystepowania genotypu, pacjenci vs kontrola [grupowanie 3. [T (+), T (-)]: test Fishera;

p>0,05

Tabela 19. Czestos¢ wystepowania haplotypéw okreslanych przez dwa polimorfizmy SNP 9894 T/C i 11877 C/T genu IL-33 u
pacjentow (n = 89) i w grupie 0sob zdrowych (n = 122).

Haplotypy Metody oszacowania czestosci wystepowania haplotypow
Algorytm EM Algorytm ELB
Pacjenci Kontrola Wartosc¢ p Pacjenci Kontrola Wartosc p
CcC 0,092 0,078 0,721899 0,084 0,074 0,716288
CT 0,212 0,209 0,904573 0,219 0,213 0,904976
TC 0,622 0,659 0,471700 0,629 0,664 0,471321
TT 0,075 0,054 0,419218 0,067 0,049 0,524064

Haplotyp — uktad polimorfizmow (SNP) potozonych na jednej chromatydzie, ktory dziedziczy sie jako zestaw sprzezonych ze
sobgq alleli.; algorytm EM — ang. expectation-maximization algorithm;
algorytm ELB — ang. The Excoffier-Laval-Balding algorithm

W analizie poréwnano czestos¢ wystepowania poszczegdlnych haplotypdw w grupie pacjentéw i oséb
zdrowych. Do oszacowania czestosci haplotypdw w obydwu grupach uzyto dwdch rdézinych
algorytmow, algorytmu EM (Dempster i wsp., 1977) i algorytmu ELB (Excoffier i wsp., 2003). W analizie

nie udato sie wykazac istotnych statystycznie réznic pomiedzy pacjentami a grupa kontrolna.
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7.4 Analiza poziomow IL-33 i receptora ST2 w zaleznosci od genotypu

Wykres 3. Srednie poziomy IL-33 [pg/ml] dla poszczegdinych polimorficznych genotypéw SNP w locus 9894 genu IL-33.
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Tabela 20. Srednie poziomy IL-33 [pg/ml] dla poszczegdinych polimorficznych genotypéw SNP w locus 9894 genu IL-33,

L Test U Manna-Whitneya
Kontrola Pacjenci s
wyniki istotne przy p<0,05
| 2
§ e Sr Odchyl Sr Odchyl
o & L . Y| Media Roz. | Liczba . . Y| Media Roz. Liczba
poziom | enie na éw 0séb poziom enie na éw o0s6b U z p
IL-33 | stand. ’ IL-33 | stand. ’
cc 12,56 9,70 12,56| 13,72 2 5,66 1,52 5,23 2,76 7 3,001 -1,025 0,306
GR1
CcT 5,87 2,56 5,63 2,28 28 5,33 1,33 5,43 1,24 40| 508,50| -0,636 0,525
T 6,01 3,23 5,44 2,23 30 6,67 3,64 5,82 2,17 41| 608,50 1,317 0,188
C(+) 6,31 3,49 5,67 2,39 30 5,38 1,35 5,43 1,38 47| 629,50| -0,783 0,433
GR2
C(-) 6,01 3,23 5,44 2,23 36 6,67 3,64 5,82 2,17 41| 608,50 1,317 0,188
T(+) 5,95 2,93 5,55 2,39 64 6,01 2,82 5,63 1,38 81| 2456,00| 0,5395 0,590
GR3
T(-) 12,56 9,70| 12,56 13,72 2 5,66 1,52 5,23 2,76 7 3,00| -1,025 0,306

Roz. ¢w. —rozstep ¢wiartkowy; odchylenie stand. — odchylenie standardowe

Wykres i tabela przedstawiajg réznice w poziomach IL-33 w grupie pacjentdéw i oséb zdrowych

dla poszczegdlnych typow genotypdéw SNP w locus 9894 genu IL-33. Nie udato sie wykazac istotnych

statystycznie rdznic pomiedzy grupg kontrolng a pacjentami. Na podstawie analizy histogramu w

grupowaniu 1. udato sie zaobserwowac réznice w poziomie IL-33 dla genotypu CC, a w grupowaniu 2.

dla genotypu T (-). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage na matg liczebnosé (n=2) grupy kontrolnej. W celu

doktadniejszej oceny nalezatoby powiekszy¢ grupe kontrolng tak, aby uzyskaé wiecej prébek z

genotypami CC.
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Wykres 4. Srednie poziomy IL-33 [pg/ml] dla poszczegdinych polimorficznych genotypéw SNP w locus 11877 genu IL-33.
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Tabela 21. Srednie poziomy IL-33 [pg/ml] dla poszczegdinych polimorficznych genotypéw SNP w locus 11877 genu IL-33,
porownanie grupy pacjentow i grupy kontrolnej (test Manna-Whitneya, wyniki istotne przy p<0,05).

L Test U Manna-Whitneya
Kontrola Pacjenci L
a wyniki istotne przy p<0,05
je = -
N o , Sr
) c .
& & S.r. Odc.hyl Media | Roz. Liczba | pozio Odchyl Media | Roz. | Liczba
poziom | enie , , enie , , U z p
na cw. 0s0b m IL- na éw. 0s0b
IL-33 | stand. stand.
33
cc 5,64 2,40 5,47 2,40 36 6,62 3,57 5,89 2,10 44| 612,50 1,731 0,083
GR1 |CT 6,43 3,46 5,70 3,46 28 5,35 1,32 5,25 1,24 37| 422,50 -1,259 0,208
T 11,45| 11,28 | 11,45| 11,28 2 5,32 0,85 5,63 0,98 7 7,00| -0,146 0,884
C(+) 5,98 2,91 5,61 2,30 64 6,04 2,84 5,63 1,58 81 2477,00 0,456 0,648
GR 2
C(-) 11,45| 11,28 | 11,45| 15,95 2 5,32 0,85 5,63 0,98 7 7,00| -0,146| 0,884
T(+) 6,76| 4,15| 5,70| 2,51 30| 5,34 1,25 534| 1,21 44| 549,50 -1,211| 0,226
GR 3
T(-) 5,64 2,40 5,47 1,98 36 6,62 3,57 5,89 2,10 44| 612,50 1,731 0,083

Roz. ¢w. —rozstep ¢wiartkowy; odchylenie stand. — odchylenie standardowe

Wykres i tabela przedstawiajg réznice w poziomach IL-33 w grupie pacjentéw i oséb zdrowych dla

poszczegblnych typow genotypdw SNP w locus 11877 genu IL-33. W grupowaniu 1. udato sie

zaobserwowacd wyrazne réznice w poziomie IL-33 dla genotypu TT, a w grupowaniu 2. dla genotypu

C (-). Niestety, liczebnos$¢ podgrup z genotypem TT i C (-) byta zbyt mata, aby stwierdzi¢, czy uzyskane

wyniki sg istotne statystycznie. W celu doktadniejszej oceny nalezatoby powiekszy¢ grupe kontrolng

tak, aby uzyskac wiecej prébek z genotypami TT i C (-).
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Wykres 5. Srednie poziomy receptora ST2 [pg/ml] dla poszczegdlnych polimorficznych genotypéw SNP w locus 9894 genu IL-

33.
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Tabela 22. Srednie poziomy receptora ST2 [pg/ml] dla poszczegdinych polimorficznych genotypéw SNP w locus 9894 genu IL-
33, poréwnanie grupy pacjentow i grupy kontrolnej (test Manna-Whitneya, wyniki istotne przy p<0,05).

Kontrola Pacjenci Test U Manna-
Whitneya
wyniki istotne przy p
' | = <0,05
N o _ Z
§ S Sr. | Odchylenie | Mediana | Roz. |Liczba| Sr. |Odchylenie | Mediana| Roz. |Liczba U z p
© poziom stand. éw. 0s0b | poziom stand. cw. 0s6b
rST2 rST2
GR1| CC| 229,11 252,67| 229,11357,33 2| 409,35 201,07| 370,91| 351,23 7 4,000 | 0,732 | 0,464
cT 204,75 185,90 | 119,72|178,67 28| 401,32 267,44 | 390,67 | 214,10 39| 266,500 | 3,547 | 0,000
T 266,33 194,06 | 247,31|302,41 36| 368,68 241,97 | 337,94| 139,00 41| 508,000 | 2,343 0,019
GR| C(+) 206,37 185,52 119,72 | 179,63 30| 402,54 256,51 | 380,79 | 214,10 46 | 328,500 | 3,836 | 0,000
2
C() 266,33 194,06 | 247,31|302,41 36| 368,68 241,97 | 337,94| 139,00 41| 508,000 | 2,343 0,019
GR3| T(+) 239,39 191,52 169,16 | 259,51 64| 384,59 253,61 | 354,29 215,27 80 | 1484,000 | 4,324 | 0,000
T 229,11 252,67 | 229,11|357,33 2| 409,35 201,07 370,91| 351,23 7 4,000|0,732| 0,464

Roz. ¢w. — rozstep ¢wiartkowy; odchylenie stand. — odchylenie standardowe; sr. poziom rST2 — sredni poziom rST2
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Histogram i tabela przedstawiajg réznice w poziomach receptora ST2 w grupie pacjentéw i osob

zdrowych dla poszczegdlnych typéw genotypdw SNP w locus 9894 genu IL-33. Istotne statystycznie

rdznice zostaty zaobserwowane dla genotypdéw CT, TT, C (+), C (-), T (+). Brak istotnosci statystycznej

dla genotypow CCi T (-) prawdopodobnie wynika ze zbyt matej grupy kontrolnej (n=2).

Wykres 6. Srednie poziomy receptora ST2 [pg/ml] dla poszczegdinych polimorficznych genotypéw SNP w locus 11877 genu IL-

33.
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Tabela 23.. Srednie poziomy receptora ST2 [pg/ml] dla poszczegdinych polimorficznych genotypéw SNP w locus 11877 genu
IL-33, poréwnanie grupy pacjentow i grupy kontrolnej (test Manna-Whitneya, wyniki istotne przy p<0,05).

Kontrola Pacjenci Test U Manna-Whitneya
wyniki istotne przy p<0,05
a — -
] z sr. Odehyl | \iedia | Roz. Licha | o7 Odehyl | \redia | Roz. Liczba
3 2 pozio enie na éw 0s6b pozio enie na éw 0s6b U z P
o & mrST2 | stand. ) mrST2 | stand. )
cc 250,64 177,28 228,48 266,43 36 360,73 239,75 340,12 188,83 44 527,00 2,558 0,011
GR1 CcT 218,35 213,40 121,28 241,26 28 396,15 269,97 351,45 224,76 36 260,50 3,289 0,001
T 321,26 122,35 321,26 173,03 2 499,90 174,49 477,18 278,32 7 3,000 1,025 0,306
C(+) 236,51 192,97 165,59 263,09 64 376,67 252,76 340,12 209,61 80 1507,00 4,231 0,000
GR2
C(-) 321,26 122,35 321,26 173,03 2 499,90 174,49 477,18 278,32 7 3,00 1,025 0306
T(+) 225,21 208,80 123,13 298,86 30 413,04 258,04 370,91 237,43 43 321,50 3,621 0,000
GR3
T(-) 250,64 177,28 228,48 266,43 36 360,73 239,75 340,12 188,83 44 527,00 2,558 0,011

Roz. ¢w. —rozstep ¢wiartkowy; odchylenie stand. — odchylenie standardowe; sr. poziom rST2 — Sredni poziom rST2

Histogram i tabela przedstawiajg réznice w poziomach receptora ST2 w grupie pacjentdw i osdb

zdrowych dla poszczegdlnych typow genotypdw SNP w locus 11877 genu IL-33. Istotne statystycznie

rdznice zostaty zaobserwowane dla geotypow CC, CT, C (+), T (+), T (-). Brak istotnosci statystycznej dla

genotypdw TT i C (-) wynika prawdopodobnie ze zbyt matej grupy kontrolnej (n=2).
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Tabela 24. Zwigzek pomiedzy poziomem IL-33 lub receptora ST2 w surowicy a réznymi typami genotypdw w locus 9894 genu
IL-33.

Poziom vs. Genotyp Grupa CC CT TT |C(+) C() |T(+) T(-) |Test Wartodé testu p
U= 770,000
Kontrola 30 36 M-W test 0,575
Z= -1,614
C(+),C()
U=
Pacjenci 47 41 M-W test 0,106
Z=
P Kontrola 2 28 36 K-W test H= 1,961 0,3752
(a4}
= VS e er,TT
Pacjenci 7 40 41 K-W test H= 2,828 0,2432
U= 27,500
Kontrola 64 2 M-W test 0,178
LT Z= -1,347
T(+),T(-
U= 283,000
Pacjenci 81 7 M-W test 1,000
Z= 0,000
U= 414,500
Kontrola 30 36 M-W test 0,107
Z= -1,610
C(+),C()
U= 835,000
Pacjenci 46 41 M-W test 0,363
Z= 0,914
fal Kontrola 2 28 36 K-W test H= 2,616 0,270
(%]
5 CC,CT, TT
=1 Vs.
é’,‘ Pacjenci 7 39 41 K-W test H= 0,955 0,620
&
U= 54,000
Kontrola 64 2 M-W test 0,722
Z= 0,355
T(+),T(-)
U= 243,000
Pacjenci 80 7 M-W test 0,569
Z= -0,570

M-W test — test Manna-Whitneya; U, U, Z— wartosci statystyki; K-W test — test Kruskala-Wallisa; H— wartos¢ statystyki; p —
poziom istotnosci, Testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

W tabeli przestawiono zwigzek pomiedzy poziomem IL-33 lub stezeniem receptora ST2 a
réznymi podziatami genotypdw w locus 9894 genu IL-33. Oddzielnej analizie poddano grupe pacjentéw
i grupe oséb zdrowych. Nie udato sie stwierdzi¢ istotnego statystycznie zwigzku pomiedzy poziomem

IL-33 lub receptora ST2 a genotypami IL-33 w locus 9894.
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Tabela 25. Zwigzek pomiedzy poziomem IL-33 lub receptora ST2 w surowicy a réznymi typami genotypow w locus 11877

genu IL-33.
Stezenia vs. Genotyp Grupa cc CT C(+) C(-) |T(+) T() [Test Wartodé testu p
U= 56,500
Kontrola 64 2 M-W test 0,793
Z= -0,262
C(+),C()
= 253,0000
Pacjenci 81 7 M-W test 0,650
Z=  0,46262
Kontrola |36 28 K-Wtest H=  1,082120 0,582
° vs CC,CT, TT
= ' Pacjenci |44 37 K-Wtest H= 4967610 0,083
U= 432,5000
Kontrola 74 80 M-W test SR
0,827619
7=
TH),T()
U= 739,0000
Pacjenci 29 59 M-W test 0,294
Z=  -1,048
= 40,000
Kontrola 64 2 M-W test 0,389
Z= -0,879
C(+),C()
= 150,0000
Pacjenci 80 7 M-W test 0,043
Z= -2,0202
E Kontrola |36 28 K-Wtest H=  2,296421 0,317
5 w cocnr
> ' Pacjenci |44 36 K-Wtest H= 4,497712 0,106
g
U= 432,500 0,407
Kontrola 23 43 M-W test
Z= 0,828
TH),T()
_ 838,500
Pacjenci 29 58 M-W test 0,982
Z= 0,018

M-W test — test Manna-Whitneya; U, U, Z — wartosci statystyki; K-W test — test Kruskala-Wallisa; H— wartosc¢ statystyki; p —

poziom istotnosci, testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

W tabeli przestawiono zwigzek pomiedzy poziomem IL-33 lub stezeniem receptora ST2 a

réoznymi podziatami genotypdéw w locus 11877 genu IL-33. Oddzielnej analizie poddano grupe

pacjentéw i grupe osdb zdrowych.

W badaniu zostat wykazany istotny statystycznie zwigzek pomiedzy poziomem receptora ST2 a

genotypami C (+) i C (-) w grupie pacjentow (p=0,043).
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grzybiastego

Tabela 26. Srednie poziomy IL-33 i rST w surowicy w poszczegdlnych stadiach choroby.

7.5 Analiza poziomow IL-33 i receptora ST2 w zaleznosci od stadium ziarniniaka

Srednie stezenia IL33 [pg/ml]

L.os.IL-33 | L.osrST2 | Srednia IL-33 Srednia rST2 Odch. st. IL-33 Odch. st. rST2
1: remisja 6 6 8,22 343,12 4,24 203,64
2:la 31 30 5,47 331,31 1,43 282,08
3:1b 24 24 6,29 433,42 4,16 284,82
4: 11(a-b) 12 12 5,83 438,17 1,94 193,71
5:1 6 6 6,01 447,76 1,38 100,68
6: IV(alb) 7 7 5,84 412,69 0,85 169,55
Suma koncowa 86 85 6,01 390,98 2,76 249,52
Wykres 7. Srednie stezenia IL-33 w poszczegdlnych stadiach MF.
1: remisja 8,22
2:1a 5,47
8
< 3:1b 6,29
3
2
c
s
H 4: li(a-b) 5,83
N
=
()]
‘s
<]
6: 1V(a,b) 5,84
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
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Wykres 8. Srednie stezenia rST2 w poszczegdlnych stadiach MF.
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Najwyzszy pozom IL-33 zaobserwowano u pacjentéw, u ktdrych wystgpita remisja. Nizszy

poziom receptora ST2 stwierdzono w stadium la | remisji.
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Tabela 27. Analiza réznic czestosci genotypow w zaleznosci od stadium choroby.

Locus Genotyp

cc
CcT
T

C(+)
IL-33 c()
9894

T(+)
T()

cc
CcT
T

C(+)
IL33 C(-)
11877

T(+)
T()

Testy sq istotne, jezeli p < 0,05

Stadium

Rem. + st. 1A-2B
Rem. +1A

St. 1A

Rem. + st. 1A-2B

Rem. +1A

St. 1A

Rem. + st.1A-2B

Rem. +1A

St. 1A

Rem. + st.1A-2B
Rem. +1A

St. 1A

Rem. + st.1A-2B

Rem. +1A

St. 1A

Rem. + st.1A-2B

Rem. +1A

St. 1A

0s.

64
38

32

64

38

32

64

38

32

64
38

32

64

38

32

64

38

32

'S
'S

'S

'S

'S

'S

'S

'S

'S

'S
'S

'S

'S

'S

'S

'S

'S

'S

Stadium

st. 2B-4B
st. 1B-4B

Rem.

st. 2B-4B

st. 1B-4B

Rem.

st. 2B-4B

st. 1B-4B

Rem.

st. 2B-4B
st. 1B-4B

Rem.

st. 2B-4B

st. 1B-4B

Rem.

st. 2B-4B

st. 1B-4B

Rem.

0s.

23
49

23

49

23

49

23
49

23

49

23

49

Test
statystyczny
badajacy
zaleznos¢
Liczebno$¢ genotypdw w
poszczegdlnych stadiach
wykluczata mozliwosé
zastosowania testu chi?

Dpkiadnytest 0,225
Fishera
oniadnytest 0,670
Fishera
Dpk’fadnytest 0,660
Fishera
onladnytest 0,182
Fishera
Dpk’fadnytest 0,694
Fishera
onladnytest 1,000
Fishera

Liczebno$¢ genotypdw w
poszczegdlnych stadiach
wykluczata mozliwosé
zastosowania testu chi?

Dpk’fadnytest 0,182
Fishera
onladnytest 1,000
Fishera
Dpkladnytest 0,412
Fishera
onfadnytest 0,145
Fishera
Dpkladnytest 0,198
Fishera
onfadnytest 1,000
Fishera

Wartosé p

Liczebno$¢ genotypéw w poszczegdlnych stadiach wykluczata mozliwosé zastosowania testu chi?,

dlatego poréwnano tylko czestosci genotypow C (+) i C (-) oraz T (+) i T (-) przy uzyciu doktadnego testu

Fishera. Nie zaobserwowano istotnych statystycznie réznic w czestosciach genotypdw pomiedzy

poszczegblnymi stadiami.
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Tabela 28. Poréwnanie poziomdw IL-33 oraz poziomdw receptora ST2 w poszczegdlnych stadiach MF.

Test Manna-Whitneya Liczebnos$¢ badanych grup
Rank Sum | Rank Sum ‘ u | z | p L. os. ‘ L. os.
REMISJA vs IA
zmienna REMISJA 1A REMISJA 1A
IL-33 153,000 550,000 54,000 1,586 0,113 6 31
rST2 125,000 541,000 76,000 0,573 0,567 6 30
ZDROWI vs REMISJA
ZDROWI REMISJA ZDROWI REMISJA
IL-33 2339,500 288,500 128,500 -1,406 0,160 66 6
rST2 2341,000 287,000 130,000 -1,375 0,169 66 6
ZDROWI vs IA
ZDROWI 1A ZDROWI 1A
IL-33 3295,500 1457,500 961,500 0,472 0,637 66 31
rST2 2927,500 1728,500 716,500 -2,158 0,031 66 30
ZDROWI vs IB
ZDROWI 1B ZDROWI 1B
IL-33 2983,500 1111,500 772,500 -0,173 0,862 66 24
rST2 2592,000 1503,000 381,000 -3,745 0,000 66 24
ZDROWI vs lIA, B
ZDROWI 1A, B ZDROWI IIA, B
IL-33 2606,500 474,500 395,500 0,000 1,000 66 12
rST2 2374,000 707,000 163,000 -3,220 0,001 66 12
ZDROWI vs llI
ZDROWI 1 ZDROWI 1]}
IL-33 2356,000 272,000 145,000 -1,070 0,285 66 6
rST2 2280,000 348,000 69,000 -2,618 0,009 66 6
ZDROWI vs IVA, B
ZDROWI IVA, B ZDROWI IVA, B
IL-33 2409,500 291,500 198,500 -0,600 0,549 66 7
rST2 2330,000 371,000 119,000 -2,089 0,037 66 7
ZDROWI vs IA-1IA
ZDROWI 1A-11A ZDROWI 1A-11A
IL-33 4144,000 3482,000 1829,000 0,261 0,794 66 57
rST2 3342,500 4160,500 1131,500 -3,679 0,000 66 56
ZDROWI vs 11B-IVB
ZDROWI 1IB-IVB ZDROWI 11B-IVB
IL-33 2874,000 1131,000 663,000 -0,895 0,371 66 23
rST2 2528,000 1477,000 317,000 -4,138 0,000 66 23
REMISJA vs IA-IVB
REMISJA IA-IVB REMISJA IA-IVB
IL-33 241,000 3414,000 220,000 -0,283 0,777 6 79
rST2 356,000 3385,000 145,000 1,602 0,109 6 80
REMISJA vs IA-1IA
REMISJA 1A-1IA REMISJA 1A-11A
IL-33 261,500 1754,500 101,500 1,616 0,106 6 57
rST2 189,000 1764,000 168,000 -0,012 0,991 6 56
REMISJA vs 11B-IVB
REMISJA 11B-IVB REMISJA 11B-IVB
IL-33 115,500 319,500 43,500 1,346 0,178 6 23
rST2 73,000 362,000 52,000 -0,888 0,374 6 23
1A vs IIB-IVB
1A 11B-IVB 1A 1IB-IVB
IL-33 778,500 706,500 282,500 -1,286 0,199 31 23
rST2 637,500 793,500 172,500 -3,087 0,002 30 23

M-W test — test Manna-Whitneya;

poziom istotnosci, testy sq istotne statystycznie, jezeli p < 0,05

U, U, Z- wartosci statystyki| K-W test — test Kruskala-Wallisa, H— wartos¢ statystyki | p —

W analizie za pomocg testu Manna-Whitneya poréwnano poziomy IL-33 lub receptora ST2 w

poszczegdlnych stadiach choroby. Istotne statystycznie rdznice stwierdzono tylko dla receptora ST2.

W badaniu istotnie réznity sie nastepujgce grupy: zdrowi vs IA (p=0,031), zdrowi vs IIA, B (p=0,000),
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zdrowi vs lIA, B (p=0,001), zdrowi vs Ill (p=0,009), zdrowi vs IVA, B (p=0,037), zdrowi vs IA-1I1A (p=0,037),
IA vs 1IB-1VB (p=0,002).

7.6 Analiza nasilenia Swigdu w zaleznosci od genotypéw SNP
Do oceny nasilenia $wigdu wykorzystano dwie skale: wizualng skale analogowg (VAS, ang. Visual

Analogue Scale) oraz skale numeryczng (NRS, ang. Numeric Rating Scale).

Wykres 9. Srednie poziomy VAS w zaleznosci od polimorficznego genotypu w locus 9894 i 11877 genu IL-33.
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Wykres przedstawia $rednie poziomy VAS dla poszczegdlnych typdw genotypdw. Na podstawie
analizy histogramu zaobserwowano niewielkie réznice w poziomie VAS dla locus 11877 (najwyzszy
poziom dla genotypu TT, a najnizszy dla genotypu CC). W przypadku locus 9894 poziomy VAS byty na

podobnym poziomie.
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Wykres 10. Srednie poziomy NRS w zaleznosci od polimorficznego genotypu w locus 9894 i 11877 genu IL-33.
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Tabela 29. VAS i NRS: poréwnanie pomiedzy genotypami SNP w locus 9894 i 11877 genu IL-33.

VAS Vs genotyp Locus CcT C(+) | TT T(+) cc Test Wartos¢ p
NRS IL-33 (c) (T-) testu
Poziom | vs C(+),C(-) 9894 43 37 M-W test U= 770,500 0,813
VAS Z= 229,500
11877 73 7 M-W test U= 229,500 0,665
Z= -0,434
CC,CT, TT 9894 36 37 7 K-W test H= 0,159 0,924
11877 | 34 7 39 K-W test H= 0,338 0,845
T(+),T() 9894 73 7 M-W test U= 234,000 0,726
Z= -0,358
11877 41 39 M-W test U= 777,500 0,836
Z= -0,207
Poziom | vs C(+),C(-) 9894 43 37 M-W test U= 749,500 0,661
NRS Z= 0,439
11877 73 7 M-Wtest | U= 205,000 0,403
Z= -0,851
CC,CT, TT 9894 36 37 7 K-W test H= 0,337 0,845
11877 | 34 7 39 K-W test H= 0,770 0,680
T(+),T() 9894 73 7 M-W test U= 228,000 0,652
Z= -0,460
11877 41 39 M-W test U= 771,000 0,789
Z= 0,270

M-W test — test Manna-Whitneya; U, U, Z — wartosci statystyki; K-W test — test Kruskala-Wallisa; H— wartosc¢ statystyki; p —
poziom istotnosci, testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

Nie stwierdzono

istotnych statystycznie

poszczegdlnymi genotypami SNP w locus 9894 i 11877 genu IL-33.

roznic w wartosciach VAS

i NRS pomiedzy

Tabela 30. Korelacje rang Spearmana miedzy IL-33 a rST oraz miedzy IL-33 lub rST a VAS lub NRS w grupie pacjentdw.

Liczba oséb R - wspoétczynnik korelacji p
rang Spearmana
IL-33 vs rST 87 0,053 0,628
IL-33 vs VAS 80 0,002 0,989
IL-33 vs NRS 80 -0,011 0,922
rST vs VAS 79 0,025 0,829
rST vs NRS 79 0,018 0,872
VAS vs NRS 79 0,968 0,000

Istotne statystycznie korelacje (p<0,05) wykazano pomiedzy srednimi wartosciami VAS i NRS.

Nie stwierdzono istotnych statystycznie korelacji miedzy poziomem IL-33 a poziomem rST oraz

miedzy poziomem IL-33 lub rST a wartosciami VAS lub NRS.
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7.7 Analiza czestosci wystepowania genotypdw SNP w zaleznosci od stadium
ziarniniaka grzybiastego

Wykres 11. Czestos¢ wystepowania genotypdw w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 9894 genu IL-33
(grupowanie 1.: genotypy CC, CT, TT).
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Wykres 12. Wykres 12. Czestos¢ wystepowania genotypdw w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 9894
genu IL-33 [grupowanie 2.: genotypy C (+), C (-)].
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Wykres 13. Wykres 13. Czestos¢ wystepowania genotypéw w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 9894
genu IL-33 [grupowanie 3.: genotypy T (+), T (-)].
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Tabela 31. Czestos¢ wystepowania genotypow w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 9894 genu IL-33.

Genotyp Rem. + st. st. 2B-4B Remisja st. 1A st. 1B-4B Rem. +1A st. 1B-4B
1A-2A

cc 0,109 0,000 0,000 0,125 0,061 0,105 0,061

CcT 0,375 0,652 0,333 0,406 0,490 0,395 0,490

T 0,516 0,348 0,667 0,469 0,449 0,500 0,449
C(+) 0,484 0,652 0,333 0,531 0,551 0,500 0,551
C(-) 0,516 0,348 0,667 0,469 0,449 0,500 0,449
T(+) 0,891 1,000 1,000 0,875 0,939 0,895 0,939
T(-) 0,109 0,000 0,000 0,125 0,061 0,105 0,061

L. os. 64 23 6 32 49 38 49

Na podstawie analizy histogramu stwierdzono brak genotypu CC u pacjentéw, u ktérych

wystgpita remisja. W stopniu 1B-4B i stopniu 2B-4B zaobserwowano najczestsze wystepowanie

genotypu CT.
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Wykres 14. Czestos¢ wystepowania genotypow w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 11877 genu IL-33
(grupowanie 1.: genotypy CC, CT, TT).
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Wykres 15. Czestos¢ wystepowania genotypow w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 11877 genu IL-33
[grupowanie 2.: genotypy C (+), C (-)].
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Wykres 16. Czestos¢ wystepowania genotypow w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 11877 genu IL-33
[grupowanie 3.: genotypy T (+), T (-)].
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Tabela 32. Czestos¢ wystepowania genotypow w zaleznosci od stopnia zaawansowania choroby dla locus 11877 genu IL-33.

Genotyp Rem. +st.1A- | st. 2B-4B Remisja st. 1A st. 1B-4B Rem. +1A st. 1B-4B
2A

cc 0,547 0,348 0,667 0,563 0,429 0,579 0,429
cT 0,344 0,652 0,167 0,375 0,490 0,342 0,490

T 0,109 0,000 0,167 0,063 0,082 0,079 0,082
C(+) 0,891 1,000 0,833 0,938 0,918 0,921 0,918
Cc(-) 0,109 0,000 0,167 0,063 0,082 0,079 0,082
T(+) 0,453 0,652 0,333 0,438 0,571 0,421 0,571
T(-) 0,547 0,348 0,667 0,563 0,429 0,579 0,429

L. os6b 64 23 6 32 49 38 49
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Na postawie analizy histogramu stwierdzono najczestsze wystepowanie genotypu CC u

pacjentéw z remisjg, a rzadsze u pacjentow w stadiach bardziej zaawansowanych. W przypadku

genotypu CT wystgpita odwrotna zaleznos¢.

7.8 Poziomy IL-33 i receptora ST2 w zaleznosci od genotypu dla poszczegdinych
stadidw ziarniniaka grzybiastego

Wykres 17. Poziomy IL-33 dla poszczegdlnych genotypéw w locus 9894 w zaleznosci od stadium MF.
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Tabela 33. Sprawdzenie, czy wystepujq istotne statystycznie réznice w poziomie IL-33 (pg/ml) dla poszczegdlnych genotypow
SNP w zaleznosci od stadium choroby (test Kruskala-Wallisa).

Grupa Wartosc¢ statystyki Wartos¢ p
Grupa Pacjenci REMISJA KW-H (2;6) = 2,2978; p=0,3170
Grupa Pacjenci st.1A-2A KW-H (2;57) = 0,5545 p=0,7578
Grupa Pacjenci st. 2B-4B KW-H (2;23) = 1,8565 p =0,3952
Grupa Osoby zdrowe KW-H (2;66) = 1,9606 p=0,3752

Testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

Na podstawie analizy nie udato sie stwierdzi¢ istotnych statystycznie réznic w poziomach IL-33

pomiedzy genotypami SNP w locus 9894 CC, CT, TT.
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Wykres 18. Poziomy receptora ST2 dla poszczegdlnych genotypdow w locus 9894 w zaleznosci od stadium MF.
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Tabela 34. Sprawdzenie, czy wystepujq istotne statystycznie réznice w poziomie receptora ST2 (pg/ml) dla poszczegdlnych
genotypdw SNP w zaleznosci od stadium choroby (test Kruskala-Wallisa).

Grupa Wartos¢ statystyki Wartos¢ p
Grupa Pacjenci REMISJA KW-H (2;6) = 2,5; p =0,2865
Grupa Pacjenci st.1A-2A KW-H (2;56) = 0,8728 p =0,6464
Grupa Pacjenci st. 2B-4B KW-H (2;23) = 2,0507 p =0,3587
Grupa Osoby zdrowe KW-H (2;66) = 2,6161 p=0,2703

Testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

Na podstawie analizy nie udato sie stwierdzi¢ istotnych statystycznie réznic w poziomach receptora

ST2 pomiedzy genotypami SNP w locus 9894 CC, CT, TT.
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Wykres 19. Poziomy IL-33 dla poszczegdinych genotypdw w locus 11877 w zaleznosci od stadium MF.
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Tabela 35. Sprawdzenie, czy wystepujq istotne statystycznie réznice w poziomie IL-33 (pg/ml) dla poszczegdinych genotypow
SNP w zaleznosci od stadium choroby (Test Kruskala-Wallisa).

Grupa Wartos$¢ statystyki Wartosé p
Grupa Pacjenci REMISJA KW-H (1;6) =0 p=--—-

Grupa Pacjenci st.1A-2A KW-H (2;57) = 2,3162 p=0,3141
Grupa Pacjenci st. 2B-4B KW-H (2;23) = 8,0819; p=0,0176
Grupa Osoby zdrowe KW-H (2;66) = 1,0821; p=0,5821

Testy sq istotne statystycznie, jezeli p<0,05

Stwierdzono istotne statystycznie rdéznice w poziomach IL-33 dla stadium 2B-4B.
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Wykres 20. Poziomy receptora ST2 dla poszczegdlnych genotypow w locus 11877 w zaleznosci od stadium MF.
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Tabela 36. Sprawdzenie, czy wystepujq istotne statystycznie réznice w poziomie IL-33 (pg/ml) dla poszczegdlnych genotypow
SNP w zaleznosci od stadium choroby (test Kruskala-Wallisa).

Grupa Wartos¢ statystyki Wartosé p
Grupa Pacjenci REMISJIA KW-H (1;6) = 2,1429 p=0,1432
Grupa Pacjenci st.1A-2A KW-H (2;56) = 2,1272 p =0,3452
Grupa Pacjenci st. 2B-4B KW-H (2;23) =1,712; p=0,4249
Grupa Osoby zdrowe KW-H (2;66) = 2,2964; p=0,3172

Testy sq istotne statystycznie, jezeli p < 0,05

Na podstawie analizy nie udato sie stwierdzi¢ istotnych statystycznie réznic w poziomach ST2
pomiedzy genotypami SNP w locus 11877 CC, CT, TT.
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Tabela 37. Wystepowanie poszczegdlnych genotypdw w locus 9894 genu IL-33 w zaleznosci od stopnia zaawansowania MF

(N=209).

Locus

IL-33
(9894)

IL-33
(11877)

i;aodr';‘g‘; T() () C) ) cc TC/cT ™ %
REMISIA | 0,80%  016% | 032%  064% | 016%  016% | 064% | 2,87%
1A 498%  016% | 239%  271% | 016%  223% | 2,71% | 1531%
18 351%  032% | 207% | 175% | 032% | 175% | L75% | 11,48%
A, B 175% | 016% | 128%  064% | 0,16%  112%  064% | 574%
i 080%  016% | 032%  064% | 016%  016% | 064% | 2,87%
VA, B 096%  016% | 080%  032% | 016%  064% | 032% | 3,35%
ZOROWY | 17,86% | 159% | 957% | 9,89% | 159% | 7,97% | 9,89% | 5837%
% 3062% | 271% | 1675% | 1659% | 271%  1404%  16,59%

REMISIA | 032%  0,64% | 0,96%  000% | 080%  016% | 000% | 2,87%
1A 175% | 335% | 510%  000% | 255% | 2,55% | 000% | 1531%
18 128% | 255% | 335%  048% | 175% | 159% | 048% | 11,48%
A, B 064% | 128% | 1,59%  032% | 0,64% | 096% | 032% | 574%
i 032%  064% | 096%  000% | 064%  032% | 000% | 2,87%
VA, B 032%  080% | 080%  032% | 048% | 032% | 032% | 3,35%
ZOROWY | 654% | 12,92% | 1850%  096% | 1021% | 829% | 096% | 5837%
% 11,16% | 22,17% | 3L,26%  2,07% | 17,07% | 1419% | 2,07%
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8 Dyskusja

Ziarniniak grzybiasty jest najczestszg postacig chtoniaka pierwotnie skérnego wywodzgcego sie z
komoérek T. Czestos¢ wystepowania MF w Stanach Zjednoczonych szacuje sie na 0,36/100 000 oséb
rocznie (Weinstock i Reynes, 1999). W Polsce brakuje doktadnych danych statystycznych na ten temat,
jednak wydaje sie, ze czestos¢ wystepowania tego nowotworu znajduje sie na podobnym poziomie
(Sokotowska-Wojdyto i wsp., 2017). Obserwacje prowadzone w osrodkach dermatologicznych,
hematologicznych i onkologicznych na terenie kraju potwierdzajg jednak stopniowy wzrost
zachorowan na MF (Pawlaczyk i Filas, 2003). W grupie, ktéra uczestniczyta w przedstawionym w pracy
badaniu, stwierdzono przewage mezczyzn (stosunek ptci meskiej do zeniskiej — 1,9:1), a Sredni wiek
chorych wynosit okoto 60 lat. Dane te zblizone sg do raportowanych w pismiennictwie wartosci
dotyczacych populacji polskiej (Lesiak i wsp., 2011; Malek i wsp., 2015) i innych krajow europejskich
(Agar i wsp., 2010).

Pomimo intensywnych badan patogeneza MF nie zostata do korica poznana. Wiadomo, ze w trakcie
rozwoju choroby dochodzi do naciekania skory przez komaorki T pamieci CD4+ (tzw. skin-homing). W
wyniku ich aktywacji i monoklonalnej ekspansji dochodzi do produkcji licznych cytokin i czynnikéw
wzrostu oddziatujgcych na keratynocyty, co prowadzi do rozwoju stanu zapalnego, a klinicznie
manifestuje sie wystgpieniem zmian skérnych (McGirt, 2017). W ziarniniaku grzybiastym, podobnie jak
w innych rozrostach ukfadu hematologicznego oraz w nowotworach litych, zmiany profilu cytokin w
mikrosrodowisku komérek nowotworowych petnig istotng role w rozwoju i progresji choroby (Rubio
Gonzalez i wsp., 2016).

Interleukina-33, opisana w 2005 roku, nalezy do nadrodziny cytokin IL-1 (Schmitz i wsp., 2005). Coraz
wiecej badan wskazuje na jej wielokierunkowe dziatanie w procesach odpornosci nieswoistej i swoistej,
wptywa ona m.in. na polaryzacje naiwnych limfocytow T, indukcje dojrzewania komdérek
dendrytycznych, aktywacje limfocytow T regulatorowych, limfocytdw T cytotoksycznych i komdrek NK
(Bertheloot i Latz, 2017; Liew i wsp., 2016). Stad rosnace zainteresowanie rolg IL-33 w chorobach
przebiegajgcych z dysregulacjg uktadu immunologicznego, jak dotad jednak znacznie mniej uwagi
poswiecono plejotropowemu dziataniu IL-33 w procesie rozwoju pierwotnie skornych chtoniakéw T-
komodrkowych. W badaniach zaprezentowanych w niniejszej pracy skupiono sie na IL-33 z powodu
wymienionych ponizej przestanek.

Coraz wieksza liczba wynikéw badan doswiadczalnych i klinicznych wskazuje na istotne znaczenie IL-
33 w patogenezie atopowego zapalenia skory (AZS) (Asahina i Maeda, 2017; Saluja i wsp., 2015). Jej
zwiekszone stezenie stwierdzono zaréwno w surowicy pacjentéw z AZS, jak i zmienionej chorobowo
skorze (Savinko i wsp., 2012; Tamagawa-Mineoka i wsp., 2014). Stezenie IL-33 w surowicy dodatnio

koreluje z nasileniem AZS (Tamagawa-Mineoka i wsp., 2014) i zmniejsza sie pod wptywem leczenia
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choroby (Savinko i wsp., 2012). Poza dziataniem na uktad immunologiczny IL-33 bezposrednio wptywa
na homeostaze bariery naskérkowej przez zmniejszenie ekspresji biatek strukturalnych, np. filagryny
(Nygaard i wsp., 2017; Ryu i wsp., 2016). W literaturze od lat trwa debata na temat potencjalnego
zwigzku AZS z wiekszym ryzykiem rozwoju chtoniakéw skdrnych (Legendre i wsp., 2015). Komérki T
pamieci CD4+, ktdre naciekajg skére w MF, obserwowane sg réwniez w skorze pacjentéw z AZS, co ze
wzgledu na podobienstwo obrazu klinicznego niektérych postaci tych chordb jest przyczyng istotnych
trudnosci diagnostycznych (Miyagaki i Sugaya, 2011).

Kolejnym argumentem przemawiajgcym za znaczeniem IL-33 w chtoniakach skdry jest udziat tej
cytokiny w rozwoju chordb autoimmunologicznych. Zaangazowanie szlaku IL-33 i jej receptora ST2
zostato stwierdzone w reumatoidalnym zapaleniu stawdw (Macedo i wsp., 2016), tuszczycy (Li i wsp.,
2017), toczniu rumieniowatym uktadowym (Guo i wsp., 2016) i zespole Sjogrena (Margiotta i wsp.,
2016). Opisy przypadkéw oraz wyniki badan epidemiologicznych wskazujg, ze pacjenci z chorobami
uktadowymi o podtozu autoimmunologicznym nalezg do grupy zwigkszonego ryzyka wystgpienia
nowotworow uktadu krwiotwdrczego (Baecklund i wsp., 2014; Yadlapati i Efthimiou, 2016).
Zwiekszone ryzyko limfoproliferacji i aktywacja IL-33 w chorobach autoimmunologicznych stanowig
kolejny argument za oceng znaczenia tej cytokiny w limfoproliferacji skornej.

Znaczenie szlaku IL-33/ST2 jest w ostatnich latach czesciej badane réwniez w procesach rozrostowych
zaréwno ukfadu krwiotwdrczego, jak i w nowotworach niehematologicznych. Zwiekszone stezenie IL-
33 i ST2 stwierdzono w surowicy pacjentéw z rakiem watrobowokomérkowym (Bergis i wsp., 2013;
Zhang i wsp., 2012), piersi (Yang i wsp., 2015), zotgdka (Bergis i wsp., 2016; Sun i wsp., 2011) i jelita
grubego. Zwiekszona ekspresja szlaku IL-33/ST2 wigzata sie z progresjag nowotworu i tworzeniem
przerzutéw na dwdch drogach — bezposredniej (aktywacji komdrek nowotworowych) oraz posredniej
(modulacji przeciwnowotworowej odpowiedzi immunologicznej) (Wasmer i Krebs, 2016). Szlak IL-
33/ST2 odgrywa rowniez istotng role w nowotworach mieloproliferacyjnych. Zwiekszone stezenie IL-
33 potwierdzono w biopsjach szpiku kostnego pacjentéw z nowotworami mieloproliferacyjnymi, u
ktorych dodatkowo stwierdzono zwiekszong ekspresje ST2 na powierzchni krwiotwdrczych komérek
macierzystych i progenitorowych (Levescot i wsp., 2014; Mager i wsp., 2015).

W trakcie trwania badan przedstawionych w niniejszej pracy zespét Duault i wsp. wykazat na
modelu mysim, ze IL-33 promuje proliferacje komérek T z rearanzacjg Vy9V62. Od pewnego czasu
wiadomo, ze limfocyty T Vy9 wykazujg efekt przeciwnowotworowy i mogg w przysztosci stanowic
dobry cel dla immunoterapii dzieki hamowaniu limfoproliferacji (Duault i wsp., 2017). Ponadto zespét
Ravichandran i wsp. takze na modelu mysim wykazat, iz niski poziom IL-33 spowalnia wzrost guza
(Ravichandran i wsp., 2017). Tak wiec podjecie badan nad tg interleuking w CTCL jest zasadne.

Pomimo przytoczonych powyzej przestanek dotychczas nie ma prac oceniajgcych znaczenie IL-

33 i jej receptora ST2 w patogenezie i progresji MF. Ponadto nieznane sg czynniki rokownicze
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pozwalajgce zréznicowac chorych z wieloletnim, stabilnym przebiegiem MF od tych, u ktdrych postep
choroby bedzie gwattowny. Dlatego tez prezentowane w rozprawie badania skoncentrowano na
ocenie znaczenia prognostycznego stezenia IL-33 w surowicy pacjentdw z MF oraz zbadaniu, czy
warianty polimorficzne, 9894 T/Ci 11877 C/T, genu IL-33 mogg odpowiadac za odmienny przebieg MF
u pacjentow. Uzyskane wyniki skorelowano réwniez z nasileniem Swigdu, jednym z najczestszych

objawoéw MF.

8.1 Ocena, czy warianty polimorficzne — 9894 T/Ci 11877 C/T —genu IL-33
odpowiadajg za odmienny przebieg ziarniniaka grzybiastego oraz czy moga
stanowic czynnik prognostyczny choroby

Gen interleukiny 33 zlokalizowany jest na krétkim ramieniu chromosomu 9, w regionie 9p24.1,ima 11
eksonéw (Baekkevold i wsp., 2003). Dotychczas scharakteryzowano kilka polimorfizméw w obrebie
genu dla IL-33 wptywajgcych na poziom jego ekspresji. Oznaczone w rozprawie polimorfizmy dla genu
IL-33: SNP 9894 T/C (NCBI rs1929992) oraz 11877 C/T (NCBI rs10975519), zostaty wybrane na
podstawie wynikdw badania genotypowego opublikowanego przez Sakashite i wsp. w 2008 roku
(Sakashita i wsp., 2008). Autorzy jako pierwsi wyselekcjonowali sposréd polimorfizméw w genie IL-33
22 najczesciej wystepujace, a nastepnie do dalszej analizy wybrali nastepujgce: 9894 T/C (rs1929992),
zlokalizowany w intronie 3 genu IL-33, oraz 11877 C/T (rs10975519), zlokalizowany w egzonie 5 genu
IL-33. W badaniu wykazano istotne statystycznie wyzsze stezenie IL-33 u pacjentdéw z alergicznym
niezytem nosa w stosunku do zdrowej kontroli (p=0,00018), a takze stwierdzono zwigzek pomiedzy
polimorfizmem 9894 T/C a wystepowaniem niezytu nosa (p=0,048) (Sakashita i wsp., 2008). W
kolejnych pracach polimorfizmy genu IL-33 analizowane byty przez rdéine zespoty badawcze w
kontekécie innych choréb. Wykazano zwigzek pomiedzy polimorfizmami genu IL-33 a innymi
chorobami alergicznymi (astma) (Queiroz i wsp., 2017), chorobami uktadu sercowo-naczyniowego
(Guo i wsp., 2013), a takze chorobami autoimmunologicznymi — reumatoidalnym zapaleniem stawéw
(Li i wsp., 2014), zesztywniajgcym zapaleniem stawdw kregostupa (Fan i wsp., 2014), toczniem
rumieniowatym uktadowym (Xu i wsp., 2016), twardzing uktadowg (Koca i wsp., 2016) i nieswoistymi
chorobami zapalnymi jelit (Latiano i wsp., 2013).

W przeciwienstwie do przytoczonych badan nie odnalezliSmy istotnego statystycznie zwigzku
pomiedzy stezeniem IL-33 i jej receptora ST2 a typami genotypow w locus 9894. Udato sie nam
natomiast potwierdzi¢ istotne statystycznie rdinice w stezeniu IL-33 pomiedzy pacjentami z
genotypem IL-33 T (+) i T (-) w locus 11877 (p=0,0027). Ponadto wykazaliémy zwigzek pomiedzy

genotypami C (+) i C (-) genu IL-33 w locus 11877 a stezeniem receptora ST2. Nie stwierdzilismy
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istotnych statystycznie réznic w czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw w zaleznosci od
stadium choroby.

Uzyskane wyniki nie sg jednoznaczne, ale wskazujg na mozliwy wptyw polimorfizmu 11877 C/T na
stezenie IL-33. Znaczenie tego locus moze ttumaczy¢ jego lokalizacja w egzonie 5, co moze miec
znaczenie funkcjonalne i wptywad na ekspresje i stabilnos¢ mRNA IL-33 (Sakashita i wsp., 2008).
Nalezy tez zwrdci¢ uwage na to, ze czesto$¢ wystepowania poszczegdlnych polimorfizméw moze sie
rézni¢ w zaleznosci od badanej populacji, a stezenie IL-33 i ryzyko rozwoju chtoniaka moze by¢
zwigzane z innymi polimorfizmami niz te stwierdzane w chorobach alergicznych. Ponadto coraz czesciej
w patogenezie i poszukiwaniu nowych metod terapeutycznych poza samymi polimorfizmami zwraca
sie uwage na poszukiwanie interakcji geny—srodowisko oraz okreslenie czynnikéw biorgcych udziat w

epigenetycznej regulacji ekspresji gendéw (van Doorn i wsp., 2016).

8.2 Ocena wartosci rokowniczej stezenia IL-33 w surowicy w ziarniniaku grzybiastym
Interleukina-33, nalezgca do nadrodziny cytokin IL-1, ulega konstytutywnej ekspresji w komérkach
nabtonka barierowego skdry, przewodu pokarmowego i uktadu oddechowego, gdzie petni funkcje tzw.
alarminy (N. Martin i M. Martin, 2016). Ponadto uszkodzenie tkanek i proces zapalny moze indukowa¢
synteze IL-33 w komodrkach zrebu (fibroblasty, miesnie gtadkie sciany naczyn) oraz komérkach uktadu
immunologicznego (makrofagi, neutrofile) (Liew i wsp., 2016).

Poczatkowo dziatanie IL-33 wigzane byto z indukcjg odpowiedzi komdrkowej typu Th2. IL-33 powoduje
polaryzacje naiwnych limfocytéw T w kierunku fenotypu Th2, dziata jako czynnik chemotaktyczny dla
komédrek Th2, stymuluje limfocyty Th2 do wydzielania IL-5 i IL-13, moze aktywowaé limfocyty B,
wyraznie zwiekszajgc produkcje przeciwciat (Komai-Koma i wsp., 2007; Schmitz i wsp., 2005; Zhu i wsp.,
2017). Nowsze badania wskazujg, ze IL-33 moze takze indukowac odpowied? typu Th1l przez aktywacje
komarek i limfocytdw NK oraz stymulacje wydzielania czynnika martwicy nowotwordw i interferonu
gamma (Komai-Koma i wsp., 2016; Seltmann i wsp., 2013). Poza wptywem na rownowage Th1/Th2 IL-
33 moduluje aktywnos$é limfocytéw T regulatorowych, jest silnym aktywatorem makrofagéw i
induktorem dojrzewania komérek dendrytycznych (Dominguez i wsp., 2017; Matta i Turnquist, 2016;
Seo i wsp., 2017). Polaryzacja limfocytow T w kierunku odpowiedzi immunologicznej typu Th1l lub Th2
przez kompleks biatek IL-33/ST2 zalezna jest od typu aktywowanych komorek, sieci cytokin oraz
mikrosrodowiska (Martin, 2013).

W przypadku IL-33 nie udato sie nam wykazac istotnych statystycznie réznic pomiedzy grupg pacjentéw
z MF a grupa kontrolng. Moze to ttumaczy¢ szybki metabolizm biatka w organizmie, tzw. turn-over. IL-
33 jest szybko ubikwitynowana i ulega systematycznemu rozktadowi przez enzymy proteolityczne w

proteasomach (Meephansan i wsp., 2012).
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IL-33 moze teoretycznie rowniez wptywaé na rozwdj i progresje chtoniaka przez dziatanie jako czynnik
parakrynny w mikrosrodowisku nowotworu, bez istotnej zmiany stezenia we krwi. Wielu badaczy
wskazuje na udziat komdrek mikrosrodowiska w rozwoju nowotwordow. Stymulujg one bezposrednio
wzrost chtoniaka przez wydzielane cytokiny oraz posrednio przez nasilenie angiogenezy i hamowanie
odpowiedzi przeciwnowotworowej (Rubio Gonzalez i wsp., 2016). W badaniach eksperymentalnych
wykazywano zaréwno pro-, jak i antynowotworowe wtasciwosci IL-33. Najprawdopodobniej dziatanie
tej cytokiny na komarki nowotworowe zalezy od typu nowotworu (Wasmer i Krebs, 2016), a takze, jak
postulujg Lu i wsp. (2016), zrédta pochodzenia IL-33. Potwierdzono zwiekszone stezenie IL-33 w
komdrkach zrebowych szpiku kostnego u pacjentdw z zespotami mieloproliferacyjnymi. W
eksperymentalnym mysim modelu choroby limfoproliferacyjnej rozrost nowotworu byt opdzniony u
osobnikéw pozbawionych genu dla IL-33 (Mager i wsp., 2015).

Komorki uktadu odpornosciowego moga kontrolowac i modyfikowaé mikrosrodowisko nowotworu. Do
gtéwnych komérek o wihasciwosciach immunosupresyjnych w stosunku do guza nalezg niedojrzate
komorki pochodzenia mieloidalnego — komarki MDSC (Myeloid Derived — Suppressor Cells) oraz
makrofagi typu M2 (Umansky i wsp., 2017). Najnowsze badania sugerujg, ze IL-33 jest jednym z
gtéwnych mediatoréw w mikrosrodowisku guza, regulujgcym aktywnosc¢ tych komorek. IL-33 zmniejsza
apoptoze MDSC, indukuje autosekrecje czynnikdw wzrostu, powoduje zwiekszenie ekspresji arginazy-
1 i aktywacje czynnika transkrypcyjnego NF-kB w tych komdrkach (Xiao i wsp., 2016). Cytokina ta jest
réwniez silnym czynnikiem indukujgcym powstawanie makrofagéw M2 (Wang i wsp., 2017).
Czynnikiem ograniczajgcym w badaniach nad IL-33 sg problemy metodologiczne. W kilku pracach
wykazano, ze zastosowanie dostepnych komercyjnie zestawdw do oznaczenia stezenia IL-33 za
pomocg metody ELISA obarczone jest duzym ryzykiem btedu. Wynika ono zaréwno z niskiej czutosci i
specyficznosci testdw, jak rdwniez z mozliwosci interferencji IL-33 z biatkami ludzkiej surowicy, co w
znaczacy sposéb wptywa na ostateczne wyniki (Ketelaar i wsp., 2016; Nygaard i wsp., 2017; Riviere i
wsp., 2016). Konieczne jest zatem poszukiwanie bardziej czutych i swoistych metod analizy. Ze wzgledu
na postulowany udziat IL-33 w mikrosrodowisku guza w dalszych badaniach nalezatoby rozwazy¢
oznaczanie stezenia tej cytokiny w wycinkach ze zmian skérnych w CTCL.

Wazng role w przekaznictwie dziatania IL-33 odgrywa jej receptor ST2, ktéry wystepuje w dwdch
formach: przezbtonowej i wydzielniczej (Liew i wsp., 2016). IL-33 potgczona z receptorem ST2 przytgcza
dodatkowo koreceptor - biatko towarzyszace receptorowi z rodziny IL-1 (IL-1RAcP) (Liu i wsp., 2013).
W transdukcji sygnatu wewnatrzkomdrkowego tego heterkompleksu posredniczg: biatko adaptorowe
MyD88, kinazy (IRAK-1/4, TRAF6 oraz MAP) i czynnik transkrypcyjny NF-kB (Griesenauer i Paczesny,
2017). Pobudzenie szlaku IL-33 prowadzi do aktywacji komdrek posiadajgcych na powierzchni receptor
ST2 (limfocyty pomocnicze, komorki dendrytyczne, mastocyty) oraz sekrecji szeregu cytokin (De la

Fuente i wsp., 2015).
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Wydzielnicza postaé receptora ST2 stuzy jako tzw. receptor putapka. Wychwytujac IL-33, hamuje tym
samym jej aktywnos$¢ biologiczng i stanowi fizjologiczny mechanizm zapobiegajgcy nadmiernemu
pobudzeniu szlaku (Kakkar i Lee, 2008).

W przedstawionej pracy stwierdzono okoto 38% wyzsze stezenie receptora ST2 w surowicy pacjentow
z MF w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej, co jest w zgodzie z wczesniejszymi badaniami Yoshidy
i wsp. (1995) oraz Tsuchiyi i wsp. (2004), ktore ujawnity zwiekszong ekspresje ST2 w biataczce i
chtoniakach T-komérkowych. Zwiekszona synteza rozpuszczalnej formy receptora ST2 moze wynikac
ze stymulacji przez prozapalne cytokiny: TNFa. i IL-6 (Milovanovic i wsp., 2012).

Kolejne badania, dotychczas gtdwnie z zakresu kardiologii, dowodzg znaczenia stezenia receptora ST2
jako czynnika prognostycznego. Wykazano, ze wysokie stezenie ST2 jest ztym prognostycznie
markerem w przezskérnej implantacji zastawki aortalnej (Stundl i wsp., 2017), niewydolnosci serca
(Skali i wsp., 2016) i chorobie niedokrwiennej serca (Jenkins i wsp., 2017).

Analiza korelacji wartosci stezen IL-33 i receptora ST2 z poszczegdlnymi fazami MF wykazata obecnosc
istotnych zmian w stezeniu analizowanych biatek w zaleznosci od nasilenia choroby. Podczas remisji
choroby mozna byto zaobserwowaé nizsze stezenia IL-33 i ST2. Najwyzsze stezenie cytokiny i jej
receptora stwierdzono natomiast w pierwszych stopniach zaawansowania MF, co moze $swiadczy¢ o
tym, ze procesy odpowiedzialne za wydzielanie IL-33 i ST2 zachodzg z wiekszym nasileniem w
poczatkowym etapie choroby.

Poszczegdlne fazy MF charakteryzujg sie dynamicznymi zmianami profilu cytokin, spowodowanymi
naciekaniem skory przez rézne subpopulacje komdérek uktadu odpornosciowego. Szlak IL-33/ST2 moze
wykazywac plejotropowe dziatanie i przyczynia¢ sie do rozwoju poszczegdlnych faz MF poprzez
polaryzacje limfocytéw w kierunku odpowiedzi immunologicznej typu Th2 (odpowiedzi humoralnej)
lub Thl (odpowiedzi komérkowej). Biorgc pod uwage uzyskane wyniki, najbardziej prawdopodobny

przebieg procesu zapalnego w MF wydaje sie przebiega¢ w nastepujgcy sposéb (patrz rycina 4).
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Rycina 4. Proces zapalny przebiegajgcy z uwolnieniem IL-33. llustracja wykonana na podstawie Nat Immunol. 2 016;
19;17(2):122-31 Licence No 3841471257631
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We wczesnych fazach zaawansowania MF (stadium 1 Il) IL-33 jest produkowana w keratynocytach jako
jadrowy czynnik transkrypcyjny. Uszkodzenie mechaniczne komérek nabtonkowych powstate np.
podczas drapania wywotanego $wigdem powoduje uwolnienie IL-33 poza obreb komérek. Stymuluje
to odpowied? typu Th1, co manifestuje sie zwiekszong ekspresjg IFN-Y, IL-2 i IL-12, a takze naciekiem
ztozonym z limfocytéw T CD8+. Powstaje swoiste dodatnie sprzezenie zwrotne, poniewaz profil Thl
cytokin, w szczegdlnosci IFN-Y, moze nasila¢ synteze IL-33 w keratynocytach (Tsuda i wsp., 2017).
Podczas dalszego rozwoju MF, az do zaawansowanych stadidéw (lll, IV), dochodzi do stopniowego
wygaszenia wytwarzania cytokin przez limfocyty Thl. IL-33 aktywuje subpopulacje Th2 limfocytéw i
powoduje zwiekszenie produkcji IL-4, IL-5, IL-10 oraz IL-13. W nacieku zmniejsza sie udziat limfocytow

CD8+, zaczynajg dominowac limfocyty T CD4+ i dochodzi do uogélnienia choroby.
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8.3 Ocena znaczenia IL-33 w patogenezie swigdu u chorych z ziarniniakiem
grzybiastym
Przewlekty swigd, definiowany jako nieprzyjemne, subiektywne odczucie, ktére wywotuje potrzebe
drapania i utrzymuje sie ponad 6 tygodni, stanowi objaw czesto wystepujgcy w CTCL. Pomimo to
dostepnych jest zaledwie kilka badan podejmujacych probe oceny epidemiologii Swigdu w tej grupie
chorych. U pacjentéow z MF czesto$¢ wystepowania $wigdu szacowana jest na 68-81% (Deonizio i wsp.,
2016; Gerami i wsp., 2008; Lehman i wsp., 2010; Lesiak i wsp., 2011; Wieser i wsp., 2017). Nasilenie
Swigdu zalezy od stopnia zaawansowania i wariantu klinicznego choroby (Hodak i wsp., 2016; Suga i
wsp., 2013; Vij i Duvic, 2012). U czesci chorych objaw moze by¢ zwigzany z wydrapaniami na skérze i
powstaniem zmian typu prurigo nodularis (Muniesa i wsp., 2010). W niektérych przypadkach swiad
moze by¢ jedynym i pierwszym objawem choroby, poprzedzajgcym wystgpienie zmian skérnych i
wtasciwg diagnoze, jak rdwniez moze by¢ objawem sygnalizujgcym nawrdt MF (Deen i wsp., 2015;
Meyer i wsp., 2010). Utrzymujacy sie przewlekle swigd znaczgco obniza jakos$é zycia pacjentow,
prowadzi do zaburzen rytmu sen-czuwanie, zmeczenia, a nawet depresji (Demierre i wsp., 2005).
Ponadto Swigd uznany jest takze za niezalezny czynnik prognostyczny zwigzany ze zwiekszeniem ryzyka
progresji MF (Green i wsp., 1981; Nikolaou i wsp., 2017).
Do oceny nasilenia Swigdu w badaniu wykorzystano dwie skale: wizualng skale analogowg VAS oraz
skale numeryczng NRS. Obie skale, ze wzgledu na ich prostote i bardzo krétki czas konieczny do
uzyskania wynikow, sg jednymi z najczesciej stosowanych metod pomiaru $wigdu. Obiektywna ocena
Swiadu, ktdry jest subiektywnym odczuciem, wymaga zastosowania przynajmniej dwdch skal, ktérych
wyniki powinny ze sobg korelowaé. W prezentowanej pracy uzyskano istotny statystycznie
wspotczynnik korelacji dla obu metod, a Srednia wartosé VAS byta zblizona do wartosci raportowanych
w innych badanych grupach (Malek i wsp., 2015).
Analizujgc catg grupe pacjentéw z MF, nie wykazano bezposredniego zwigzku pomiedzy
intensywnoscig $wigdu a stezeniem IL-33 i receptora ST2. Prawdopodobnie moze to by¢ spowodowane
tym, ze poziom IL-33 i receptora ST2 w procesie zapalnym ulega szybkim zmianom, a ograniczenia
natury metodologicznej nie pozwalajg na doktadniejsze oznaczenie cytokiny.
Zrozumienie doktadnego patomechanizmu $wigdu jest niezwykle wazne dla opracowania nowych,
skutecznych metod terapii. Pomimo tego patofizjologia swigdu w przebiegu MF nie jest w petni

poznana. Percepcje Swigdu przedstawiono schematycznie na rycinie 5.
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Rycina 5. Percepcja swigdu.
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Kalikreinny, proteazy
Prostagalandyny
Leukotrein B4

* Serotonina Rdzen kregowy

Kluczowg role w powstawaniu $wigdu odgrywajg mastocyty (komorki tuczne) i wydzielana przez nie
histamina. Ograniczona skutecznos¢ lekéw przeciwhistaminowych w terapii $wigdu w przebiegu MF
Swiadczy o tym, ze réwniez inne substancje mogg by¢ zaangazowane w ten proces. Nalezg do nich
neuropeptydy, proteinazy, neurotransmitery, a takze cytokiny (Ahern i wsp., 2012).

Pomimo braku stwierdzenia zaangazowania IL-33 jako mediatora Swigdu w MF konieczne sg dalsze
badania na wiekszej grupie pacjentdw, z dtuzszym okresem obserwacji, aby poréwnacé stezenie IL-33 u
pacjentéw MF ze Swigdem i pozbawionych tego objawu. Wykazano, ze IL-33 pobudza mastocyty do
sekrecji zwigzkow nasilajgcych $wigd — leukotriendw, TNFa, IL-6 oraz IL-31 (Enoksson i wsp., 2011;
Gangemi i wsp., 2013; Musolino i wsp., 2015). Szczegdlnie istotna moze okazac sie interakcja wtasnie
z IL-31, ktorej zablokowanie stanowi nowy cel terapii w chorobach zapalnych przebiegajacych ze

Swigdem (Furue i wsp., 2017; Nattkemper i wsp., 2016).
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9 Whnioski

Interleukina 33 (IL-33), zwana nabtonkowg alarming uktadu odpornosciowego, wcigz jest
stabo poznana. Spektrum dziatania IL-33 znacznie sie zwieksza, gdy weZmie sie pod uwage, ze petni
ona takze role czynnika transkrypcyjnego i bezposrednio wptywa na szlak sygnatowy NF-kB. Jednym z
celdw niniejszej pracy badawczej byto zbadanie, czy IL-33 i/lub jej receptor mogg petnic¢ role czynnika
prognostycznego w MF. Niestety, na postawie naszych wynikdw nie uzyskaliSmy jednoznacznej
odpowiedzi na to pytanie. Z jednej strony widoczna jest rola IL-33 w patogenezie MF: wykryliSmy nizszy
poziom receptora ST2 w pierwszym stadium MF oraz wyzszy poziom IL-33 w remisji w poréwnaniu do
MF.

Z drugiej strony metoda ELISA okazatfa sie niewystarczajgca do uzyskania jednoznacznych
wynikéw i konieczne jest uzycie bardziej specyficznych metod analizy.

Gtéwnym celem pracy byto zbadanie polimorfizmdéw genu IL-33. W przeciwienstwie do
japonskiego badania nie odnalezlismy istotnego statystycznie zwigzku SNP 9894 T/C (NCBI rs1929992),
stwierdziliSmy natomiast zwigzek pomiedzy genotypami genu IL-33 C (+) i C (-) w locus 11877 a
stezeniem receptora ST2 dla obydwu grup. Najprawdopodobniej ze wzgledu na zbyt matg czutosé
metody ELISA i szybki rozktad przez enzymy proteolityczne IL-33 nie udato sie nam zaobserwowad
zwigzku pomiedzy poziomem IL-33 a typem polimorfizmu. Nie stwierdzilismy tez rdéznic w czestosci
wystepowania poszczegdlnych genotypdw w zaleznosci od stadium choroby.

Jednak wspomniane w dyskusji najnowsze wyniki badan (z 2017 roku) na modelach mysich
potwierdzajgce, ze IL-33 odgrywa role w spowalnianiu wzrostu guza oraz sugerujace potencjalne
znaczenie tej cytokiny i jej receptora w terapii chtoniakéw (jako lek immunomodulujgcy) potwierdzajg
zasadnosc¢ podjetego tematu i koniecznos¢ dalszych badan (Duault i wsp., 2017; Ravichandran i wsp.,

2017).
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10 Streszczenie po polsku

Ziarniniak grzybiasty (MF, mycosis fungoides) jest najczestszym chtoniakiem pierwotnie
skdrnym wywodzgcym sie z komérek T. Patogeneza MF jest nie do korica poznana. W trakcie rozwoju
choroby dochodzi do naciekania skory przez komérki T pamieci CD4+ (tzw. skin-homing). W wyniku ich
aktywacji i monoklonalnej ekspansji dochodzi do produkcji licznych cytokin i czynnikdw wzrostu
oddziatujacych na keratynocyty, co prowadzi do rozwoju stanu zapalnego, a klinicznie manifestuje sie
wystgpieniem zmian skornych (McGirt, 2017). W ziarniniaku grzybiastym zmiany profilu cytokin w
mikrosrodowisku komdrek nowotworowych petnig istotng role w rozwoju i progresji choroby (Rubio

Gonzalez i wsp., 2016).

IL-33 jest cytoking nalezgcg do nadrodziny interleukiny 1. Wykazuje wielokierunkowe
dziatanie w procesach odpornosci nieswoistej i swoistej, wptywa m.in. na polaryzacje naiwnych
limfocytéw T, indukcje dojrzewania komérek dendrytycznych, aktywacje limfocytéow T regulatorowych,
limfocytéw T cytotoksycznych i komdrek NK (Bertheloot i Latz, 2017; Liew i wsp., 2016). Coraz wieksza
ilos¢ badan wskazuje na istotne znaczenie IL-33 w patogenezie atopowego zapalenia skoéry (AZS).
Stezenie IL-33 w surowicy dodatnio koreluje z nasileniem AZS (Tamagawa-Mineoka i wsp., 2014) i
zmniejsza sie pod wptywem leczenia choroby (Savinko i wsp., 2012). W literaturze od lat trwa debata
na temat potencjalnego zwigzku AZS z wiekszym ryzykiem rozwoju chtoniakéw skérnych (Legendre i
wsp., 2015). Komérki T pamieci CD4+, ktére naciekajg skére w MF, obserwowane sg rowniez w skorze
pacjentéw z AZS, co ze wzgledu na podobienstwo obrazu klinicznego niektérych postaci tych choréb

jest przyczyna istotnych trudnosci diagnostycznych (Miyagaki i Sugaya, 2011).

W 2008 zostato opublikowane badanie, w ktérym oceniono powigzanie polimorfizmoéw SNP
w genie IL-33 z wystgpieniem japonskiego niezytu nosa [Japanese cedar (JC) pollinosis], alergicznej
reakcji modulowanej przez limfocyty Th2 (Sakashita i wsp., 2008). W badaniu wyselekcjonowano 22
polimorfizmy SNP najczesciej wystepujace w genie IL-33. Na analizy statystycznej wyodrebniono do
genotypowania polimorfizmy: 9894 T/C (rs1929992) zlokalizowany w intronie 3 genu IL-33 oraz 11877
C/T (rs10975519) zlokalizowany w egzonie 5 genu IL-33. W badaniu wykazano istotne statystycznie
wyzsze stezenie IL-33 u pacjentdw z alergicznym niezytem nosa w stosunku do zdrowej kontroli
(p=0,00018), a takze stwierdzono zwigzek pomiedzy polimorfizmem 9894 T/C a wystepowaniem
niezytu nosa (p=0,048) (Sakashita i wsp., 2008).

Gtéwnym celem pracy byto ocena, czy warianty polimorficzne —9894 T/Ci 11877 C/T —genu
IL-33 majg wpltyw na przebieg MF. Ponadto sprawdzono w pracy poziomy IL-33 i receptora ST2 u
chorych z MF i oceniono ich wartos$¢ rokowniczg. U osdb chorych zostat takze oceniony poziom sSwigdu

i jego powigzanie z poziomami IL-33 i receptora ST2.
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Badania przeprowadzono w latach 2012-2015 i wtgczono do nich grupe 88 pacjentéw z MF
bedacych pod opieka Poradni Dermatologicznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku
oraz grupe kontrolng sktadajaca sie z 66 zdrowych oséb. Wsrdd pacjentow z MF byto 30 kobiet w wieku
od 35. do 78. roku zycia i 58 mezczyzn w wieku od 20. do 86. roku zycia. W grupie kontrolnej byto 68

zdrowych kobiet w wieku 46 lat i 54 zdrowych mezczyzn w wieku 49,4 roku.

Od wszystkich osdb (chorych i zdrowych) jednorazowo pobrano po 2 prébki krwi zylnej. Z
pierwszej prébki wyodrebniono surowice, w ktérej zostaty oznaczone poziomy IL-33 i ST2 z drugiej
wyizolowano genomowe DNA. Polimorfizmy genu IL-33 zostaty oznaczone za pomocy
allelospecyficznej taricuchowej reakcji polimerazy (ARMS-PCR). Za pomocg metody ELISA oznaczono

poziom IL-33 i receptora w surowicy pacjentow.

Do oceny nasilenia $wigdu w badaniu wykorzystano dwie skale: wizualng skale analogowg

VAS oraz skale numeryczng NRS.

Dla celdéw analizy statystycznej zastosowano 3 rézne grupowania genotypow SNP:
grupowanie 1. (genotypy: CC, CT, TT,) odpowiadajgce bezposrednio uzyskanym danym z analizy
laboratoryjnej; grupowanie 2., (genotypy: C (+), C (-)); grupowanie 3., genotypy (T (+), T (-)). Uzyskane
wyniki opracowano za pomocg pakiety statystycznego StatSoft STATISTICA wersja 10. Za poziom

istotnosci przyjeto p<0,05.

W przeciwienstwie do japorskiego badania nie zostat odnaleziony istotnie statystycznie
zwigzek SNP 9894 T/C (NCBI rs1929992), stwierdzono zwigzek pomiedzy genotypami genu IL-33 C (+) i
C (-) w locus 11877 a stezeniem receptora ST2 dla obydwu grup. Najprawdopodobniej ze wzgledu na
zbyt matg czutos¢ metody ELISA i szybki rozktad przez enzymy proteolityczne IL-33 nie udato sie
zaobserwowac zwigzku pomiedzy poziomem IL-33 a typem polimorfizmu. Nie udato sie tez stwierdzic¢

réznic w czestosci wystepowania poszczegdlnych genotypdw w zaleznosci od stadium choroby.

W przypadku pozioméw IL-33 nie udato sie wykazac istotnie statystycznie réznic pomiedzy
grupg pacjentéw z MF a grupg kontrolng, co moze by¢ wyttumaczone szybkim metabolizmem biatka w
organizmie, tzw. turn-over. IL-33 jest szybko ubikwitynowana i ulega systematycznemu rozktadowi

przez enzymy proteolityczne w proteasomach (Meephansan i wsp., 2012).

Czynnikiem ograniczajagcym w badaniach nad IL-33 s3g takze problemy metodologiczne. W
kilku pracach wykazano, ze zastosowanie dostepnych komercyjnie zestawdw do oznaczenia stezenia
IL-33 za pomocg metody ELISA obarczone jest duzym ryzykiem btedu. Wynika ono zaréwno z niskiej
czutosci i specyficznosci testéw, jak réwniez z mozliwosci interferencji IL-33 z biatkami ludzkiej

surowicy, co w znaczgcy sposob wptywa na ostateczne wyniki (Ketelaar i wsp., 2016; Nygaard i wsp.,
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2017; Riviére i wsp., 2016). Konieczne jest zatem poszukiwanie bardziej czutych i swoistych metod

analizy.

W przedstawionej pracy stwierdzono okoto 38% wyzsze stezenie receptora ST2 w surowicy
pacjentéw z MF w poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej, co jest w zgodzie z wczes$niejszymi
badaniami Yoshidy i wsp. (1995) oraz Tsuchiyi i wsp. (2004), ktdre ujawnity zwiekszong ekspresje ST2
w biataczce i chtoniakach T-komdrkowych. Zwiekszona synteza rozpuszczalnej formy receptora ST2

moze wynikaé ze stymulacji przez prozapalne cytokiny: TNFa i IL-6 (Milovanovic i wsp., 2012).

W grupie pacjentéw z MF, nie wykazano bezposredniego zwigzku pomiedzy intensywnoscig
Swigdu a stezeniem IL-33 i receptora ST2. Moze to by¢ spowodowane tym, ze poziom IL-33 i receptora
ST2 w procesie zapalnym ulega szybkim zmianom, a ograniczenia natury metodologicznej nie

pozwalajg na doktadniejsze oznaczenie cytokiny.

Jednym z celdw niniejszej pracy badawczej byto zbadanie, czy IL-33 i/lub jej receptor moga
petnic role czynnika prognostycznego w MF. Na postawie wynikdw nie udato sie uzyskac jednoznacznej
odpowiedzi na to pytanie. Z jednej strony widoczna jest rola IL-33 w patogenezie MF: stwierdzono
nizszy poziom receptora ST2 w pierwszym stadium MF oraz wyziszy poziom I[L-33 w remisji w
porownaniu do MF. Z drugiej strony metoda ELISA okazata sie niewystarczajgca do uzyskania

jednoznacznych wynikéw i konieczne jest uzycie bardziej specyficznych metod analizy.
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11 Streszczenie po angielsku

Mycosis fungoides (MF, mycosis fungoides) is the most common cutaneous primary lymphoma
derived from T-cells. Mycosis fungoides pathogenesis is not fully known. During the development of
the MF disease the skin are infiltrated by the memory T cells CD4 + (ie. skin-homing cells). Activation
and monoclonic expansion of CD4 + lymphocytes induces the production of numerous cytokines and
cell growth factors interacting with keratinocytes, which contributes to the development of
inflammation, which clinically obtains in skin lesions (McGirt, 2017). The cytokine profile changes in
the tumor cell microenvironment of Mycosis fungoides play an important role in the development and

progression of the disease (Rubio Gonzalez et al., 2016).

IL-33 belongs to the superfamily of interleukin 1. It manifests pleiotropic properties, it
modulates the innate and adaptive immunity including polarization of naive T cells, induction of
dendritic cell maturation, activation of regulatory T cells, cytotoxic T lymphocytes and NK cells
(Bertheloot i Latz, 2017; Liew i wsp., 2016). An increasing amount of research shows the importance
of IL-33 in the pathogenesis of Atopic dermatitis (AD). A concentration of IL-33 in serum positively
correlates with the severity of atopic dermatitis symptoms (Tamagawa-Mineoka i wsp., 2014) and
decreases due to the treatment (Savinko i wsp., 2012). In recent years, researchers are discussing on
the association of AD with a higher risk of developing cutaneous lymphomas (Legendre et al., 2015).
Memory T cells CD4 + cells, which infiltrate the skin in the MF, are also observed in the skin of patients
with AD. Due to the clinical similarities in some forms of diseases, it is the cause of significant diagnostic

difficulties (Miyagaki and Sugaya, 2011).

In the 2008 study, the association of SNP polymorphisms of the IL-33 gene with the occurrence
Japanese cedar (JC) pollinosis, which is a type of allergic reaction of Th2 modulated lymphocytes, was
examined (Sakashita i wsp., 2008). The study identified 22 SNPs polymorphisms, most frequently
appearing in the IL-33 gene. As a result of statistical analysis, polymorphisms: 9894 T/C (rs1929992)
located in intron 3 of IL-33 gene and 11877 C/ T (rs10975519) located in exon 5 of the IL-33 gene were

selected for genotyping.

A statistically significant higher concentration of I1L-33 was found in patients with allergic
rhinitis in relation to healthy control (p = 0.00018), and a correlation between polymorphism 9894 T /
C and rhinitis was observed (p = 0.048) (Sakashita et al. ., 2008).

The main goal of this study was to investigate the influence of IL33 gene polymorphisms 9894

T/ Cand 11877 C/ T - IL33 gene for the course of disease MF. Additionally, the IL-33 and ST2 levels
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and their prognostic value were evaluated. In patients, the degree of pruritus and its relation to IL-33

levels and the ST2 receptor were examined.

The study was carried out in 2012-2015 on 88 patients with MF treated at the University
Dermatological Ward, Clinical Center in Gdansk and 66 healthy people (control group). In the group of
patients were 30 women aged from 35 to 78 years and 58 men aged from 20 to 86 years. In the control
group there were 68 healthy women with an average age of 46 years and 54 healthy men with an
average age of 49 years. Two samples of blood were collected from ill and healthy people. Serum was
isolated from the first sample, IL-33 and ST2 levels were determined in the serum and genomic DNA
was isolated from the second sample. Polymorphisms of the IL-33 gene were determined by ARMS-
PCR method. The level of IL-33 and the receptor in the serum of patients was determined using the
ELISA method. Two scales were used to assess the severity of pruritus: the visual VAS analog scale and

the NRS numerical scale.

For statistical analysis, three different groups of SNP genotypes were used: grouping 1.
(genotypes: CC, CT, TT,) consistent with directly obtained data from laboratory analysis; grouping 2.
(genotypes: C (+), C(-)) and grouping 3. (genotypes: T (+), T (-). The results were analyzed using StatSoft

STATISTICA version 10 statistical packages. The level of significance was p <0.05.

In contrast to the Japanese study, no statistically significant association was found for the SNP 9894
T/C polymorphism (NCBI rs1929992), while the genotype IL-33 C (+) and C (-) genes were found at the
11877 locus and the concentration of the ST2 receptor for both groups. Probably due to the low
sensitivity of the ELISA method and the rapid degradation of IL-33 by proteolytic enzymes, the
relationship between the level of IL-33 and the type of polymorphism has not been observed. There
were also no differences in the frequencies of the genotypes in the respective stages of MF. For IL-33
levels, there were no statistically significant differences between the group of patients and the control
group, what may be explained by the turn-over process, which is a rapid metabolism of protein in the
body. IL-33 is rapidly ubiquitinated and is systematically degraded in proteasomes by proteolytic
enzymes (Meephansan et al., 2012). The limiting factor in IL-33 studies are also methodological
problems. Several studies have shown that commercial ELISA kits for determining concentration levels
of IL-33 have a high risk of error. The risk of error is due to the low sensitivity, specificity of the tests,
and possible interference of IL-33 with human serum proteins, which may significantly influence for
the final results of the study. (Ketelaar et al., 2016; Nygaard et al., 2017; Riviere et al., 2016). Therefore,
it is necessary to look for more sensitive and specific methods of analysis. The presented study found
about 38% higher concentration of ST2 receptor in the serum of patients compared to a healthy control

group, the observation is consistent with previous studies by Yoshida et al. (1995) and Tsuchiyi et al.
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(2004), which showed increased ST2 expression in leukemia and T-cell lymphomas. Increased
synthesis of the soluble form of the ST2 receptor is probably a result of stimulation by the pro-

inflammatory cytokines: TNF and IL-6. (Milovanovic et al., 2012).

In patients, no relationship was found between the severity of itching and the level of IL-33
and the ST2 receptor. Probably this observation may be explained by the fact that that the level of IL-
33 and the ST2 receptor in the inflammatory process is rapidly changing, and the limitations of

methodological nature do not allow for a more precise cytokine determination.

One purpose of this study was to investigate whether IL-33 and / or its receptor ST2 may be
prognostic factors in MF. For this question, no clear answers were obtained based on the results of
this study. On the one hand, the role of IL-33 in the pathogenesis of MF is evident: lower level of ST2
receptor was found in the first stage of MF and a higher level of IL-33 was found in remission compared
to patients with MF. On the other hand, the ELISA method proved to be insufficient to obtain good

results and it is necessary to use more specific methods of analysis.
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