Gdanski Uniwersytet Medyczny

Lek. Berenika Olszewska

Rola IL-31 i1 STAT w patogenezie CTCL

oraz towarzyszacego swigdu.

ROZPRAWA NA STOPIEN DOKTORA NAUK MEDYCZNYCH

Promotor:

Prof. dr hab. n. med. Malgorzata Sokolowska -Wojdylo

Gdansk 2021



Prace wykonano w Katedrze i Klinice Dermatologii, Wenerologii i Alergologii
oraz Katedrze 1 Zaktadzie Patomorfologii

Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego



Sktadam serdeczne podzigkowania

Mojemu Promotorowi, Pani Prof. dr. hab. med. Matgorzacie Sokolowskiej-Wojdyto za
nieustanng motywacje, wsparcie merytoryczne, wielkq Zyczliwos¢ oraz nieocenione

zaangazowanie w stawianiu moich pierwszych naukowych krokow.

Kierownikowi Katedry i Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii GUMed, Panu
Profesorowi Romanowi Nowickiemu za stworzenie wyjgtkowych mozliwosci do rozwoju

naukowego oraz motywacje do pracy.

Zespotowi Katedry i Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii GUMed,
w szczegolnosci Pani Dr Jolancie Glen i Pani Dr Monice Zablotnej za nieoceniong

zyczliwosé, pomoc w realizacji badan oraz wsparcie merytoryczne.
Panu Profesorowi Wojciechowi Biernatowi i Zespotowi Katedry i Zaktadu Patomorfologii
GUMed, w szczegélnosci Panu Dr Antonowi Zawrockiemu, Pani Dr Joannie Lakomy

i Pani Dr Joannie Karczewskiej za ogromng pomoc w realizacji badan i wsparcie

merytoryczne.

Panu Profesorowi Jerzemu Jankau i Zespotowi Kliniki Chirurgii Plastycznej GUMed,

za zyczliwos¢ i wielkq pomoc w realizacji badan.

Moim Najblizszym za codzienng motywacje, nieustanne wsparcie

W realizowaniu Zyciowych celow oraz niezachwiang wiare we mnie.

Wszystkim tym, bez pomocy i wsparcia ktorych praca ta nie mogtaby powstac.

Prace te dedykuje moim najdrozszym Rodzicom






SPIS TRESCI

WYKAZ ZASTOSOWANYCH SKROTOW ..ottt 6
WYKAZ PRAC WCHODZACYCH W SKEAD ROZPRAWY .........ccoceiiieiaiiinn, 7
WPROWADZENIE ...ttt 8
CELE PRACY ..ottt 11
MATERIAL | METODYKA BADAN ..ottt 12
OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH W SKEAD ROZPRAWY ............ 14
WNTOSKI ..o, 24
STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU ANGIELSKIM ............c.coooiiiiiieiiiiinnn, 26
WYKAZ CYTOWANEGO PISMIENNICTWA ......oooiiiiiiiiiiiiiieiiieeie 41
PUBLIKACJE WCHODZACE W SKEAD ROZPRAWY .....ooooiviiiiieiiiiieen, 46



AZS
B-2-M
CD4
CTCL
ELISA
HSCORE
IL-31
IL-31RA
JAK/STAT

LDH
MAPK
MF

NRS
OSMR
PISK/AKT

SS
Thl
Th2
VAS

WYKAZ ZASTOSOWANYCH SKROTOW

atopowe zapalenie skory

beta-2-microglobulin/ beta-2-mikroglobulina

cluster of differentiation 4/ antygen réznicowania komorkowego 4
Cutaneous T-cell Lymphoma/ Chloniaki pierwotne skory T-komorkowe
enzyme- linked immunosorbent assay/ test immunoenzymatyczny
histoscore method

interleukin 31/ interleukina 31

receptor IL-31 alpha/ receptor IL-31 alfa

janus kinases/ signal transducer and activator of transcription proteins/
kinaza Janusa/ bialka przekazujace sygnal 1 aktywujace transkrypcje
lactate dehydrogenase/ dehydrogenaza mleczanowa

mitogen-activated protein kinase / kKinaza biatka aktywowanego mitogenem
Mycosis Fungoides/ ziarniniak grzybiasty

numerical rating scale/ skala numeryczna

oncostatin M receptor/podjednostka beta receptora dla onkostatyny M
phosphoinositide 3-kinase/ protein kinase B/

3-kinaza fosfatydyloinozytolu/ kinaza biatkowa B

Sézary syndrome/ zespot Sézary'ego

T helper cells 1/ komoérki T pomocnicze 1

T helper cells 2/ komorki T pomocnicze 2

visual analog scale/ wizualna skala analogowa
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STRESZCZENIE PRACY

WPROWADZENIE

Chioniaki pierwotne skory T-komorkowe (Cutaneous T-cell Lymphoma, CTCL)
tworzg niejednorodng grupg zlosliwych rozrostow limfoproliferacyjnych réznigcych sig
obrazem klinicznym, histopatologicznym oraz rokowaniem [4]. Najczestsza posta¢c CTCL to
ziarniniak grzybiasty (ang. Mycosis Fungoides, MF) o przewleklym, powolnym przebiegu. Z
kolei zespot Sézary'ego (ang. Sézary Syndrome, SS) jest agresywnym wariantem CTCL, na
ktéry sktada si¢ triada objawdw: erytrodermia, limfadenopatia i odczyn biataczkowy we krwi
[4]. Charakterystycznym objawem powyzszych choréb jest §wiad skory wystepujacy u 66%
do 88% pacjentow, niejednokrotnie poprzedzajacy wystapienie zmian skornych [5,6].
Przewlekty 1 uporczywy charakter $wiadu wystepujacy u wigkszosci pacjentow z CTCL,
ktory w ograniczonym stopniu reaguje na leki przeciwhistaminowe, nakazuje poszukiwanie
innych mediatorow bioracych udzial w indukcji $wiadu.

Patogeneza CTCL nadal pozostaje niejasna, przy czym wskazuje si¢ na kluczowa rolg
czynnikow genetycznych, immunologicznych i $rodowiskowych. Chtoniaki skéry T-
komorkowe wywodzg si¢ ze skornych limfocytow T pamigci CD4+CD45RO+ [7].
Podstawowa rolg¢ w patogenezie CTCL odgrywaja limfocyty T CD4+ oraz produkowane
przez nie cytokiny i czynniki wzrostu, ktore wptywajac na keratynocyty oraz komorki
dendrytyczne powodujg stan zapalny skory, jednoczesnie indukujac limfoproliferacje [7].
Obecnie podkresla si¢ istotng rolg komorek mikrosrodowiska skory w rozwoju i progresji
CTCL. Progresji MF towarzyszy charakterystyczna zmiana fenotypu cytokin z Thl na Th2
determinujacych rodzaj odpowiedzi immunologicznej [7]. Przewaga cytokin profilu Th2 nad
Thl w $rodowisku skory jest odpowiedzialna za hamowanie odpowiedzi
przeciwnowotworowej, proliferacje komoérek nowotworowych 1 ich ucieczke przed
hamujacym dziataniem uktadu immunologicznego [7]. Wydaje si¢ zatem, ze badania nad
nowymi cytokinami moga stanowi¢ istotny wktad w poznanie patogenezy CTCL jak réwniez
towarzyszacego im $§wiadu.

Interleukina 31 (IL-31) jest prozapalng cytoking wytwarzang gltownie przez
aktywowane limfocyty T CD4+, dziala poprzez receptor alfa IL-31 (IL-31RA) oraz
podjednostke beta receptora dla onkostatyny M (OSMR) na drodze trzech szlakow
sygnatlowych: MAPK, PI3K/AKT i JAK/STAT [8-10]. IL-31 jest jedng z cytokin
odpowiedzialnych za $§wiad w atopowym zapaleniu skory (AZS) [11-13]. W przeciwienstwie
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do AZS dane z piSmiennictwa dotyczace roli IL-31 w wywotywaniu swigdu towarzyszacego
chioniakom skory, jak i roli w patogenezie choroby sa niejednoznaczne. IL-31 wigzana jest
réwniez z indukcjg procesdéw zapalnych, przy czym ,,srodowisko” zapalne skory wywotywane
przez przewlekts stymulacje antygenowa uwazane jest za potencjalny czynnik przyczyniajacy
si¢ do rozwoju i klonalnej proliferacji nowotworowych limfocytow T [7,14]. Wysokie
stezenia IL-31 obserwowane w AZS charakteryzujagcym si¢ przewlektym stanem zapalnym
skory oraz intensywnym $wiadem zacheca do poszukiwania potencjalnego zwiazku miedzy
IL-31 a rozwojem chtoniakow skory, jak i udziatem tej cytokiny w wywotywaniu $wigdu w
CTCL.

Obok niewatpliwej roli cytokin coraz wigksza role w patogenezie CTCL przypisuje si¢
zaburzeniom $ciezki sygnatowej Jak/STAT. Biatka STAT (ang. signal transducer and
activator of transcription) to czynniki transkrypcyjne, ktére w odpowiedzi na pobudzenie
btonowych receptorow dla np. cytokin umozliwiaja przekazywanie sygnatu do odpowiednich
obszarow DNA powodujac tym samym transkrypcje wybranych genow [15]. Biatka STAT
reguluja ekspresje gendw odpowiedzialnych za podstawowe procesy komorkowe w tym
przezycie komorek, odpowiedZz immunologiczng, stan zapalny, proliferacje, angiogenezg, ale
rowniez chemiooporno$¢ komorek nowotworowych [15,16]. Wykazano, iz zaburzenia $ciezki
sygnatowej STAT przyczyniaja si¢ do rozwoju przewleklych chorob zapalnych oraz
nowotworowych [15-17]. Konstytutywng aktywacje szlaku sygnatowego biatek STAT
zaobserwowano rowniez w CTCL [18-21]. Wykazano, ze biatka STAT posredniczg w
procesach zapalanych, ale rowniez w proliferacji i apoptozie komoérek nowotworowych,
przyczyniajac si¢ do onkogenezy [15,16]. Co wigcej, deregulacja sygnalizacji STAT w CTCL
wydaje si¢ by¢ odpowiedzialna za zmiang profilu cytokin Thl na Th2 w mikrosrodowisku
skory [18], ktore przyczyniaja si¢ do tlumienia odpowiedzi przeciwnowotworowej,
proliferacji komorek ztosliwych i utraty nadzoru immunologicznego. W grupie biatlek STAT
na szczego6lng uwage zashugujg najszerzej badane w CTCL biatka STAT3 oraz STATS, ktore
powoduja zwigkszone przezycie 1 oporno$¢ na apoptoze komodrek nowotworowych, tym
samym odpowiadaja za progresj¢ CTCL [21-23]. Udowodniono konstytutywna aktywacje
STATS we wczesnych stadiach CTCL, ktora w sposob posredni powoduje utrate ekspresji
STAT4 tym samym zmieniajac fenotyp cytokin z Thl na Th2 [24]. Rowniez biatko STAT6
jest szczegolnie interesujace ze wzgledu na role w réznicowaniu limfocytow T w kierunku
limfocytow Th2 [25], ktore dominujg nad limfocytami Thl w zawansowanych stadiach
CTCL. Tym samym deregulacja STAT6 stanowi kolejny potencjalny czynnik mogacy
przyczynia¢ si¢ do progresji CTCL. Niewatpliwy udzial zaburzonej funkcji szlaku STAT w
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patogenezie réznych nowotworéw oraz prozapalne wilasciwosci IL-31 i jej rola w
wywotywaniu $swigdu w AZS wskazuja na ich potencjalne znaczenie w patogenezie CTCL

oraz towarzyszacego tej chorobie $wiadu.
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CELE PRACY

. Ocena czgstosci wystgpowania §wigdu u chorych z CTCL oraz AZS

. Poréwnanie poziomu IL-31 w surowicy krwi, ekspresji IL-31 i receptora IL-31 w
skorze u chorych z CTCL, AZS 1 kontrolnej grupie oséb zdrowych.

. Ocena =zaleznosci migdzy stezeniem IL-31 w surowicy krwi/ ekspresjg 1L-31 i
receptora IL-31 w skorze, a nasileniem $wigdu u pacjentéw z CTCL.

. Ocena zwigzku mig¢dzy stezeniem IL-31 w surowicy krwi/ ekspresjg 1L-31 i receptora
IL-31 w skorze, a zaawansowaniem choroby u pacjentow z CTCL.

. Ocena zaleznos$ci miedzy ekspresja STAT3, STATSa, STATSb, STAT6 w skorze a

zaawansowaniem choroby oraz $wigdem u pacjentéw z CTCL.
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MATERIAL I METODYKA

Badaniem nad IL-31 i receptorem IL-31 objeto 42 chorych na chtoniaki pierwotne
skory T-komorkowe (MF i SS) pozostajacych pod opiekg Kliniki Dermatologii, Wenerologii i
Alergologii Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku, uwzgledniajac przyjete
kryteria wlaczenia i wyltaczenia [2,3]. Z uwagi na uszkodzenie materiatu tkankowego (
bioptaty) podczas badan - grupa pacjentow z CTCL wyniosta ostatecznie 39 oséb w badaniu
biatek STAT. Stadium zaawansowania CTCL zostato ocenione zgodnie z klasyfikacja TNMB
wedlug ISCL/EORCT. Grup¢ kontrolng stanowito 20 chorych na AZS pozostajacych pod
opieka Kliniki Dermatologii, Wenerologii i Alergologii w Gansku oraz 24 zdrowych
niespokrewnionych ochotnikow bez chioniakow pierwotnych skory, AZS oraz innych
nowotworowych i przewlektych zapalnych choréb skory w wywiadzie, hospitalizowanych w
Klinice Chirurgii Plastycznej Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku. W grupie
osob z CTCL oraz AZS oceniono nasilenie $wigdu na podstawie skali numerycznej-
Numerical Rating Scale (NRS) i skali wzrokowo- analogowej- Visual Analog Scale (VAS).

Pomiaru st¢zenia IL-31 w surowicy krwi chorych z CTCL, AZS oraz zdrowych
ochotnikow dokonano za pomocg testu immunoenzymatycznego (ELISA). Ekspresjg IL-31
oraz receptora IL-31 (IL-31RA i OSMR) w skorze zmienionej chorobowo u chorych z CTCL,
AZS oraz w skorze niezmienionej osob zdrowych oceniono z zastosowaniem metody
immunohistochemicznej. Ekspresj¢ biatek STAT3, STAT5a, STAT5b oraz STAT6 w skorze
zmienionej chorobowo 0sob z CTCL oraz w skorze niezmienionej 0oséb zdrowych réwniez
oznaczono metoda immunohistochemiczng. Barwienia immunohistochemiczne wykonano na
skrawkach tkankowych bloczkow parafinowych przy uzyciu przeciwcial wykrywajacych
antygeny: IL-31, IL-31RA, OSMR, STAT3, STAT5a, STATSb, STATS.

Barwienia immunohistochemiczne 7 przeciwcial przeprowadzono w odrebnych
biopsjach skornych pobranych od pacjentow z CTCL (282 wybarwione skrawki skory
pacjentow CTCL) oraz zdrowych ochotnikéw (168 wybarwionych skrawkow skory
zdrowych ochotnikéw), jak rowniez barwienia wykrywajace 3 antygeny w biopsjach
skornych uzyskanych od pacjentow z AZS (60 wybarwionych skrawkow skory pacjentow z
AZS). W rezultacie analizie poddano 510 wybarwionych skrawkow skoérnych. Do oceny
ekspresji badanych biatek postuzono si¢ metodg potilosciowa (ang. histoscore method,
HSCORE). Barwienia skory doktorantka wykonata samodzielnie pod nadzorem

doswiadczonego patologa.
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Statystyczne opracowanie wynikéow przeprowadzono za pomoca programu
STATISTICA z uzyciem odpowiednich testow w zaleznosci od charakteru rozktadu
uzyskanych danych.

Badania realizowane w ramach pracy doktorskiej uzyskaty akceptacj¢ Niezaleznej
Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie Medycznym (nr zgody NKBBN/86-
218/2018). Wszyscy uczestnicy wyrazili §wiadoma, pisemna zgode na udzial w badaniu.

Wyniki pracy doktorskiej na kolejnych etapach jej realizacji prezentowano podczas

konferencji krajowych i zagranicznych:

- prezentacja pracy pt.,,Significance of IL-31 expression in skin and in serum in pathogenesis
of CTCLS and in pathomechanism of accompanying pruritus” w formie plakatowej podczas
3rd World Congress of Cutaneous Lymphomas, New York, USA, 26-28.10. 2016

- prezentacja pracy pt.,, Significance of IL-31 expression in skin and in serum in

patomechanism of pruritus in CTCLS” w formie plakatowej podczas 9th World Congress on
Itch, Wroctaw, 15-17.10.2017

13



OMOWIENIE PUBLIKACJI WCHODZACYCH
W SKLAD ROZPRAWY

Na rozprawe doktorska sktadajg si¢: artykul pogladowy stanowigcy wprowadzenie do
tematyki immunologii i $wigdu w aspekcie roli IL-31 w chtoniakach pierwotnych skory z
komoérek T (CTCL) oraz dwie publikacje oryginalne, w ktérych przedstawiono wyniki badan
nad interleuking-31 (IL-31) i jej receptorem oraz wybranymi biatkami transdukcji sygnatu

(STAT) w CTCL.

W pracy pogladowej pt.: ,,The ambiguous pruritogenic role of interleukin-31 in
cutaneous T-cell lymphomas in comparison to atopic dermatitis: a review ”
opublikowanej w Advances in Dermatology and Allergology (Postgpach Dermatologii i
Alergologii) w 2020 roku przedstawiono podsumowanie aktualnego stanu wiedzy na temat
roli IL-31 w $wiadzie w AZS, przy czym skupiono si¢ na analizie doniesien literaturowych
dotyczacych roli IL-31 w $wiadzie towarzyszacym CTCL oraz potencjalnego zwigzku tej
cytokiny z patogeneza samej choroby.

CTCL reprezentuje heterogenng grupe ztosliwych rozrostow limfoproliferacyjnych
wywodzacych si¢ z komorek pamieci T CD4+ [4]. Bardzo czgstym objawem towarzyszacym
CTCL jest $wiad skory, ktory jest przewlekly 1 uporczywy. Co wiecej, leki
przeciwhistaminowe sa zwykle mato skuteczne, gdyz histamina w tym wypadku nie jest
kluczowym mediatorem §wigdu [26]. Patogeneza chtoniakoéw skornych, jak i towarzyszacego
im $wigdu nadal nie jest w petlni poznana. Wskazuje si¢ na zlozono$¢ proceséw
immunologicznych oraz skomplikowang sie¢ wzajemnych oddziatywan komorek
mikrosrodowiska skory, ktore najpewniej przyczyniaja si¢ do proliferacji nowotworowych
limfocytéw m.in. poprzez utrat¢ nadzoru immunologicznego skory nad nowotworem [7].

Cytokina IL-31 odkryta w 2006 roku, produkowana migdzy innymi przez limfocyty
Th2, ze wzgledu na swoje plejotropowe funkcje stata si¢ obiektem wielu badan [8],
szczegdlnie w chorobach zapalnych z dominujagcym fenotypem Th2 limfocytow [27].
Pierwsze badania przeprowadzane na myszach transgenicznych stanowigcych zwierzgce
modele AZS wykazaty prozapalne dziatanie IL-31 oraz jej zwiazek z indukcja $wiadu [28,29].
Na podstawie licznych analiz ekspresji IL-31 w skorze i surowicy chorych na AZS ustalono
istotng role tej cytokiny w patomechanizmie $wigdu w AZS [11-13]. Obiecujace wyniki w
AZS staly si¢ podstawg badan nad potencjalng rolg IL-31 w CTCL. Dotychczas ukazato si¢
tylko kilka pozycji literaturowych zawierajacych wyniki badan nad 1L-31 w CTCL [27,30-
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34].

W omawianej publikacji zawarto wyniki  przeprowadzonego przegladu
systematycznego dostepnej literatury na temat zwigzku IL-31 ze §wigdem towarzyszacym
CTCL oraz z zaawansowaniem choroby. Proces rewizji piSmiennictwa zgodnie z kryteriami
PRISMA przedstawiono w formie graficznej za pomocg diagramu (rycina 1) [1]. Z uwagi na
podobienstwo AZS oraz CTCL, przejawiajace si¢ w obrazie klinicznym i procesach
immunologicznych obu choroéb oraz udowodniong role IL-31 w $wiadzie w AZS, w pracy
zawarto rowniez analize literatury dotyczacej AZS. W pierwszym etapie pracy omowionO role
IL-31 w patomechanizmie $wigdu postugujac si¢ forma graficzng (rycina 2) [1]. Nastepnie
kolejno szczegodtowo przedstawiono doniesienia literaturowe na temat dotychczasowych
ustalen dotyczacych funkcji IL-31 w AZS 1 CTCL. Analiza potwierdzita zgodno$¢ wigkszosci
wynikéw badan wykazujacych niewatpliwa role IL-31 w patogenezie §wigdu w AZS. Ponadto
zwrocono uwage na wyniki badan potwierdzajace korelacje¢ ekspresji 1L-31 nie tylko z
nasileniem $wigdu, ale rowniez z nasileniem AZS co sugeruje prozapalng i
immunomodulujgca role IL-31. Analiza pi$miennictwa dotyczacego CTCL wykazata
rozbieznosci w wynikach dotyczacych zarowno zwiazku migdzy IL-31 a $§wigdem jak i
zaawansowaniem chtoniakoéw, przy czym wszystkie doniesienia naukowe zgodnie podaja
nadekspresje 1L-31 w CTCL w poréwnaniu z poziomem ekspresji w grupie kontrolnej osob
zdrowych. Podsumowanie wnioskéw z badan nad IL-31 w CTCL przedstawiono w formie
tabeli (tabela 1) [1]. W ostatnim etapie niniejszej pracy zwrdcono uwage na obiecujace
wnioski plynace z przeanalizowanego piSmiennictwa wskazujace na plejotropowa aktywno$¢
IL-31. Mimo opisywanej nadekspresji IL-31 w CTCL jej potencjalna rola w indukcji $wigdu
badz stanu zapalnego a tym samym w patogenezie choroby pozostaje niejasna. We wnioskach
podkreslono, ze IL-31 jest obiecujaca cytoking, szczegdlnie w dobie lekow
biologicznych/celowanych stosowanych coraz powszechniej w dermatologii (anty-TNF, anty-
IL17, anty-1L12/23 w chorobach zapalnych czy anty-CD20 w chioniakach B-komoérkowych).

Niezbedne sg dalsze badania, aby w petni wyjasni¢ jej znaczenie.

Wklad doktorantki w powstanie publikacji: tworzenie koncepcji pracy; zbior i analiza

pismiennictwa; tworzenie rycin oraz redagowanie manuskryptu
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Praca oryginalna pt. ,,IL-31 is overexpressed in skin and serum in cutaneous T-cell
lymphomas but does not correlate to pruritus”, przyjeta do publikacji w 2020 roku do
Advances in Dermatology and Allergology (Postepéw Dermatologii i Alergologii),
przedstawia wyniki analizy stezenia IL-31 w surowicy oraz ekspresji IL-31 i jej receptora
(dwie podjednostki IL-31RA oraz OSMR) w skorze osob chorych na chloniaki pierwotne
skory z komorek T. Podjeto rowniez probe ustalenia ewentualnego zwigzku miedzy ekspresja
wyzej wymienionej cytokiny a nasileniem $wigdu i stopniem zaawansowania choroby.
Ekspresje 1L-31 oraz jej receptora u pacjentow z CTCL poréwnywano z ekspresjag w grupach
kontrolnych pacjentéw z atopowym zapaleniem skory oraz osobami zdrowymi.

W pierwszym etapie pracy oceniono czesto$¢ wystepowania $wigdu w badanych
grupach. Zaobserwowano, iz wigcej pacjentow z AZS odczuwato $wiad skory w pordwnaniu
z chorymi na CTCL. Mediana intensywnos$ci odczuwanego $wiadu u chorych z AZS byla
istotnie wyzsza niz u chorych z CTCL. Ponadto, nasilenie $wiadu bylo wigksze u pacjentow z
CTCL w zaawansowanym stadium w poréwnaniu do pacjentdow we wczesnym stadium
choroby, przy czym réznica nie byla istotna statystycznie. Otrzymane wyniki sg zgodne z
dostepnymi danymi literaturowymi potwierdzajacymi, ze $wiad jest charakterystyczny
zaréwno dla CTCL jak i jest jedng z cech definiujacych AZS.

W drugim etapie pracy oceniono poziom IL-31 w surowicy w badanych grupach oraz
zaleznosci miedzy analizowanymi zmiennymi. Na podstawie przeprowadzonych badan
wykazano istotnie wyzsze st¢zenie IL-31 w surowicy krwi osob chorych na CTCL oraz AZS
W porownaniu z surowicg krwi osob zdrowych, przy czym stezenie IL-31 w surowicy oséb z
AZS bylo istotnie wyzsze w poroOwnaniu z poziomem tej cytokiny w CTCL. Powyzsze wyniki
zilustrowano wykresem (rycina 1) [2] i tabelg (tabela 1) [2] przedstawiajgcymi wartoSci
stezenia IL-31 w surowicy krwi w badanych grupach. Nie stwierdzono roéznic w st¢zeniach
cytokiny w surowicy w grupie oséb w zaawansowanym stadium w poréwnaniu z wczesnym
stadium CTCL. Ponadto nie wykazano réznicy w stezeniu IL-31 w surowicy miedzy grupa
CTCL ze $wigdem a grupg bez $wigdu. Poziom cytokiny we krwi chorych z CTCL nie
korelowal z nasileniem $§wiadu ocenianym wg skali VAS oraz NRS, podczas gdy poziom IL-
31 w surowicy chorych z AZS istotnie dodatnio korelowat z nasileniem §wiadu. Stezenie IL-
31 we krwi chorych na CTCL nie korelowato rowniez ze stopniem zaawansowania choroby.

W czesci ,,dyskusja” odnoszacej si¢ do przedstawionych badan przeanalizowano
dostepne pismiennictwo w ich kontek$cie. Dostepne publikacje na temat IL-31 w
zdecydowanej wigkszo$ci poswigcone sg AZS 1 bezsprzecznie wskazuja na udziat cytokiny w

patomechanizmie $wigdu w tej dermatozie. Dane literaturowe odnoszace si¢ do roli IL-31 w
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chtoniakach pierwotnych skory z komoérek T sg bardzo ograniczone, dostgpnych jest zaledwie
6 publikacji podczas gdy tylko jedna analizuje poziom IL-31 i jej receptora w skorze [27,30-
34]. Prezentowane wyniki sg niezwykle rozbiezne zaréwno w kontekscie zwigzku 1L-31 ze
swigdem jak 1 z samg patogenezg choroby. Cz¢$¢ prac potwierdza korelacje poziomu IL-31 z
nasileniem $§wiadu lub wykazuje wyzszy poziom w ci¢zkim nasileniu $wigdu niz lekkim,
nalezy jednak mie¢ na uwadze ograniczenia wspomnianych publikacji m.in. nieliczne grupy
badane [32-34]. Jednocze$nie inne prace neguja zwiazek 1L-31 ze swiadem [27,30]. Wyniki
prezentowane w publikacjach nie sg tez zgodne co do roli IL-31 w patogenezie CTCL. Cz¢$¢
prac sugeruje zalezno$¢ mig¢dzy stadium choroby a poziomem IL-31 [30,31], inne prace
zdecydowanie neguja taki zwigzek [32-34]. Nie mniej jednak wszystkie dostgpne publikacje
podkreslaja istotnie wyzszy poziom IL-31 u chorych na chloniaki skorne T-komoérkowe w
porownaniu z grupa kontrolng osob zdrowych.

Niniejsza praca jako pierwsza ocenia stezenie IL-31 w surowicy krwi oraz ekspresje¢
IL-31 i jej receptora w skorze chorych z CTCL w pordéwnaniu do stgzenia w surowicy i
ekspresji w skorze pacjentow z AZS oraz oso6b zdrowych. Podjeto probe poréwnania ekspresji
IL-31 w CTCL oraz AZS z uwagi na udowodniong rol¢ tej cytokiny w patogenezie §wiadu w
AZS.

Na podstawie otrzymanych wynikow wykluczajacych korelacj¢ stezenia IL-31 w
surowicy z zaawansowaniem CTCL przy jednoczesnym znaczgcym podwyzszeniu stezenia w
porownaniu do grupy kontrolnej oséb zdrowych, wysunieto wniosek, ze IL-31 odgrywa role
w patogenezie choroby, przy czym zdaje si¢ nie przyczynia¢ do progresji CTCL. W publikacji
zwrocono rowniez uwage na brak korelacji st¢zenia IL-31 w surowicy krwi z nasileniem
$wigdu wg skali NRS i VAS u chorych z CTCL przy jednoczesnym potwierdzeniu korelacji
w AZS. W prezentowanej pracy wysunigto wniosek, iz otrzymane wyniki mogloby
potwierdza¢ hipotez¢ zaproponowang przez Nobbe 1 wsp. o roli IL-31 w indukcji $wiadu,
ktora jest swoista tylko dla AZS a nie dla wszystkich dermatoz [27]. Zwrocono jednak uwage
na konieczno$¢ weryfikacji tych wnioskdw poprzez przeprowadzenie dalszych badan
poréwnujacych stezenia IL-31 w innych dermatozach $wiadowych oraz na wigkszej grupie
badanej.

Z uwagi na podstawowg rol¢ immunohistochemii wycinkow skérnych w diagnostyce
histopatologicznej chloniakéw skornych w ostatnim etapie pracy podjeto si¢ oceny ekspres;ji
IL-31 oraz receptora dla IL-31 w tkankach skornych pobranych od chorych na chtoniaki
skorne. Do badania pobrano réwniez wycinki od pacjentow z pozostatych grup: ze zmian

skornych chorych z AZS oraz wycinki skory zdrowej w grupie kontrolnej. Uzyskane wyniki
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przedstawiono w formie tabeli (tabela 1) [2]. Wykazano stabo dodatnig ekspresje 1L-31 wraz
z receptorem dla IL-31 ograniczong do naskorka oraz brak ekspresji w skorze wilasciwej
oprécz zabarwienia przydatkow skory w wycinkach pobranych od os6b zdrowych. Natomiast
ekspresja IL-31 oraz receptora wystgpowata w naskorku i nacieku limfocytarnym skory
wilasciwej zarowno w CTCL jak i AZS. W publikacji zamieszczono obrazy mikroskopowe
prezentujace ekspresje cytokiny i receptora w skorze w badanych grupach pacjentéw (rycina
2) [2].

W uzyskanych wynikach wykazano istotnie wyzszg ekspresj¢ IL-31 i jej receptora w
AZS 1 CTCL w skorze w pordwnaniu z grupa kontrolng, co bylo zgodne z obserwacjami
zawartymi we wczesniejszych publikacjach [11,27]. Przeprowadzajac dalsza analizg
poréwnawczg miedzy CTCL a AZS stwierdzono wyzsza ekspresje 1L-31 w naskorku i
istotnie wyzsza w nacieku limfocytarnym w skorze wiasciwej w CTCL w poréwnaniu z AZS.
Analiza obecnosci receptora IL-31RA wykazata jego wyzsza ekspresje we fragmentach skory
z AZS niz z CTCL, przy czym roznica w poziomie byla istotna tylko w nacieku
limfocytarnym skory wlasciwej. Analiza ekspresji podjednostki OSMR receptora dla IL-31 w
naskorku 1 skoérze wiasciwej nie wykazala istotnych réznic migdzy CTCL a AZS.
Podkreslono, ze wyniki sg sprzeczne z rezultatami badania przeprowadzonego przez Nobbe i
wsp., ktore wykazato istotnie wyzszy poziom ekspresji 1L-31 w AZS w poréwnaniu do
innych dermatoz m.in MF, przy czym grupa badana byta tu stosunkowo mata (5 osob z MF, 5
0sob z AZS) [27].

Analogicznie do wyniku korelacji 1L-31 w surowicy z nasileniem $wigdu nie
odnotowano rowniez korelacji migdzy ekspresja ww. cytokiny i1 receptora w skorze a
nasileniem $wigdu u chorych z CTCL. Na podstawie otrzymanych danych wysunigto
wniosek, ze IL-31 nie jest gléwna cytoking biorgca udzial w wywotywaniu §wigdu w CTCL a
raczej moze ona dziata¢ przez inne mediatory $wiadu.

W pracy ponadto wykazano odwrotng korelacje miedzy ekspresjg IL-31 w nacieku
limfocytarnym w skorze wlasciwej a stadium CTCL. Jednoczesnie zaobserwowano odwrotng
korelacje miedzy poziomem IL-31RA w naskorku a stadium CTCL. W pracy oméwiono
mozliwe przyczyny zaobserwowanych korelacji oraz roznic w ekspresji IL-31 i receptora w
CTCL opierajac si¢ na wynikach badan z dostgpnych publikacji. Otrzymane dane moga
wynika¢ z faktu, iz w zaawansowanych stadiach CTCL dominujgcy naciek nowotworowych
limfocytow-T w skorze moze tlumi¢ funkcjonowanie prawidtowych limfocytow T oraz
pozostatych komorek bedacych zrodtem IL-31, co doprowadza do spadku IL-31 i w

konsekwencji jej receptora. Z ostrozno$cig podjgto interpretacje otrzymanych wynikow
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wskazujgc na skomplikowane relacje miedzy cytokinami, biatkami mikrosrodowiska skory,
ktére warunkowane s3 nowotworowym charakterem choroby, co stanowi niewatpliwg
przyczyng zaobserwowanych réznic w ekspresji IL-31 miedzy CTCL a AZS.

Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan, zwlaszcza istotnie wyzszej
ekspresji IL-31 w skorze i surowicy w CTCL w poréwnaniu do grupy kontrolnej osob
zdrowych, braku korelacji 1L-31 w CTCL a nasileniem $§wiadu i korelacja IL-31 ze stadium
choroby, wysuni¢to wniosek, ze IL-31 wydaje si¢ petni¢ nadrzgdng funkcj¢ w patogenezie
choroby a nie odgrywa istotnej roli w indukcji samego $wigdu w przebiegu CTCL.
Zasugerowano réwniez rolg IL-31 w patomechanizmie $wigdu swoistg dla AZS a nie CTCL.
Podkreslono konieczno$¢ prowadzenia dalszych badan zmierzajacych do identyfikacji

nowych cytokin oraz wystepujacych miedzy komorkami zalezno$ci.

Wklad doktorantki w powstanie publikacji: tworzenie koncepcji pracy oraz opracowanie
metodyki; koordynacja projektu; udziat w rekrutacji do grup badanych i kontrolnej; zbieranie
wywiadu medycznego oraz przeprowadzanie badania fizykalnego; pozyskiwanie materiatu
badawczego (probek krwi i pobieranie wycinkow skory); prowadzenie badan laboratoryjnych
1 zbidr danych; stworzenie bazy danych; analiza zebranych danych i przygotowanie rycin;
analiza pismiennictwa; napisanie pierwotnej wersji manuskryptu; udziat w redagowaniu pracy
zgodnie z zaleceniami recenzentow i redakcji; petnienie funkcji autora odpowiedzialnego za

korespondencje z redakcja.

W pracy oryginalnej pt. ,,Mapping signal transducer and activator of transcription
(STAT) activity in different stages of mycosis fungoides and Sezary syndrome”
opublikowanej w 2020 roku w czasopi$mie ,,International Journal of Dermatology”, podj¢to
probe analizy ekspresji biatek STAT (ang. Signal transducer and activation of transctiption)
w skorze osob chorych na chloniaki pierwotne skory T- komorkowe. Oceniono rowniez
zwigzek miedzy ekspresjg biatek STAT3, STAT5a, STAT5b, STAT6 a czynnikami
klinicznymi takim jak zaawansowanie CTCL, nasilenie $wigdu oraz markerami
prognostycznymi takimi jak dehydrogenaza mleczanowa (LDH) i beta-2-mikroglobulina
(B-2-M).

W pierwszym etapie pracy celem okreslenia ekspresji  bialek STAT ocenie
immunohistochemicznej poddano naskérek osob zdrowych oraz naskérek zmieniony
chorobowo pobrany od pacjentéw z CTCL. Odnotowano aktywno$¢ wszystkich badanych

biatek STAT zaréwno w naskdérku oséb zdrowych jak i1 pacjentow z CTCL, barwienie
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immunohistochemiczne wykazywato odczyn jadrowo- cytoplazamatyczny o rdznej sile w
zaleznosci od badanego biatka. Nie zaobserwowano znaczacych roznic w ekspresji biatek
STAT w naskérku migdzy badanymi grupami i z tego wzgledu odstgpiono od analizy
ekspresji w naskorku metodg HSCORE, skupiajac si¢ na ocenie aktywnosci biatek w nacieku
limfocytarnym w skorze wiasciwej. Z przeprowadzonej analizy obrazow mikroskopowych w
skorze zdrowej wynika, ze biatka STAT s3 odpowiedzialne za prawidlowe fizjologiczne
funkcjonowanie komorek nabtonkowych, co potwierdzaja réwniez inne publikacje [35].

Na podstawie analizy ekspresji omawianych biatek STAT w skorze zaobserwowano
réznice w nacieku zapalnym w skorze wlasciwej migedzy grupa chorych na CTCL a grupa
kontrolna, ktéra nie wykazywata wystgpowania biatek STAT. Analize ekspresji badanych
biatek przeprowadzono z podzialem na stopien zawansowania CTCL wedlug klasyfikacji
TNMB (4 stadia) oraz wg podziatu na wczesny CTCL i1 zaawansowany CTCL, wykazujac
istotne réznice w ekspresji biatek STAT w obrebie poszczegdlnych stadiow choroby. W
publikacji zamieszczono obrazy mikroskopowe barwienia immunohistochemicznego
prezentujace ekspresje biatek STAT w skorze w zaleznosci od zaawansowania CTCL (rycina
1) [3].

Analiza wystepowania biatek STAT w zaleznosci od stadium CTCL wykazata istotne
réznice w ekspresji biatek w stadium I oraz II, podczas gdy w pozostatych stadiach roznice
nie byly znaczace. Wykazano istotnie nizszy poziom STAT3 w stadium I w poréwnaniu do
pozostatych biatek STAT, natomiast w stadium II poziom STATS5Sa w skorze byt
zdecydowanie wyzszy niz pozostatych bialek. Stadia zaawansowane CTCL (Il i V)
charakteryzowaty si¢ podobng tendencja wyzszego poziomu STAT5a, STAT5b oraz STAT6
niz STAT3. Uzyskane wyniki przedstawiono w formie graficznej za pomocg wykresow
(rycina 2) [3]. Przeprowadzajac dalsza analize nie wykazano istotnej roéznicy w ekspresji
STAT3 migdzy stadium zaawansowanym a wczesnym CTCL. W publikacji omoéwiono dane
literaturowe wskazujace na role STAT3 w patogenezie CTCL 1 podkreslajace nadekspresje
biatka w stadiach zaawansowanych choroby [36]. Analizie poddano mozliwe przyczyny
obserwowanych réznic w stosunku do danych literaturowych, zwracajac uwage na limfocyty
zapalne, ktore obok limfocytow nowotworowych mogg by¢ zrédlem stosunkowo wysokiej
aktywnosci STAT3 we wczesnych stadiach CTCL.

Ponadto w badanej grupie CTCL zaobserwowano najwyzsza ekspresjc STAT5a
sposrdd bialek STAT oraz wykazano wyzsze poziomy STATSa w stadiach wczesnych niz
zaawansowanych, co bylo zgodne z obserwacjami zawartymi we wczesniejszych

publikacjach [19]. Analiza ekspresji biatek miedzy stadium wczesnym a zaawansowanym
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CTCL wykazata roznice istotng statystycznie jedynie w poziomie biatka STATS5b. W
publikacji zwrocono réwniez uwage na ujemng korelacj¢ ekspresji STATSb i stadium
zaawansowania CTCL, co do tej pory nie zostalo odnotowane w dostepnych publikacjach.
Otrzymane wyniki odniesiono do danych literaturowych wskazujac na odmienne, nie w petni
poznane funkcje biatek STATS5a 1 STATSb [37-39]. Zwrdcono roOwniez uwage na brak
wczesniejszych badan poréwnujacych aktywnos$¢ obu tych biatek w CTCL. W pracy
przytoczono nieliczne pozycje piSmiennictwa dotyczace STATSb gdzie niedobor biatka
wigzal si¢ z prezentacja cech, ktore sg charakterystyczne dla zaawansowanych stadiéw CTCL
[40,41]. Obserwowany spadek ekspresji STATSb w grupie pacjentow z zaawansowanym
CTCL wydaje si¢ potwierdza¢ powyzsza zalezno$¢ a tym samym potencjalnie moze
przyczynia¢ si¢ do progresji choroby. W dyskusji zaznaczono, iz wyniki badania prezentujace
nadekspresje STATS5a oraz STAT5b sg zgodne z dotychczasowymi doniesieniami o znaczacej
roli biatka STATS w patogenezie CTCL [19,42]. Otrzymane wyniki zwracaja rOwniez uwage
na istotng rol¢ w patogenezie choroby, nie tylko nadmierniec wysokiego poziomu bialek
STAT, ale réwniez ich zmniejszonej lub zahamowanej ekspresji.

W toku dalszej analizy wykazano wysoka ekspresje STAT6 w CTCL, ponadto nie
odnotowano istotnych réznic w poziomie STAT6 migdzy wczesnymi a zaawansowanymi
przypadkami CTCL. W pracy odniesiono si¢ do danych literaturowych dotyczacych
szczegllnie interesujgcej roli biatka STAT6 w promowaniu fenotypu Th2 [24,25],
jednoczesnie podkreslono, iz deregulacja tego biatka moze uczestniczy¢ w progresji CTCL.
Zwrbécono réwniez uwage, ze nadekspresja STAT6 we wczesnym stadium mogtaby wigzaé
si¢ z ryzykiem progresji, jednak potwierdzenie tych wnioskow wymagatoby dalszych badan
obserwacyjnych.

Nastepnie przeprowadzono analiz¢ zaleznosci miedzy zajeciem weztow chlonnych lub
krwi obwodowej przez proces chorobowy w CTCL a ekspresja biatek STAT. Nie wykazano
istotnych réznic w ekspresji STAT miedzy grupa z zajeciem weztdow chlonnych/krwi
obwodowej a grupg wolng od tych zmian. Wyniki sugeruja, iz pojedyncze, konkretne biatko
STAT wydaje si¢ nie przyczynia¢ do zajecia narzadow przez proces chorobowy. Zwrocono
uwage na ograniczenia badania polegajace na niewielkiej liczebnosci grupy z zajeciem
narzagdowym w stosunku do grupy bez zmian narzadowych a w zwigzku z tym koniecznosci
ostroznej interpretacji otrzymanych wynikow, przy czym podkreslono zasadno$¢
kontynuowania badan na wigkszej i bardziej zréznicowanej grupie chorych.

Podjeto si¢ réwniez okreslenia potencjalnego zwiazku ekspresji biatek STAT ze

$wigdem oraz markerami prognostycznymi takimi jak LDH oraz -2-M. Nie odnotowano
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zalezno$ci miedzy ekspresjg badanych biatek STAT a wystepowaniem $wigdu oraz jego
nasileniem. W dyskusji podkreslono, ze brak takich korelacji moze wynika¢ z faktu, iz §wiad
jest efektem skomplikowanych zalezno$ci migdzy licznymi mediatorami m.in. cytokinami,
przy czym nie jest wynikiem nadekspresji pojedynczego biatka STAT. Przytoczono réwniez
wyniki badania w AZS wskazujacego na wywotywanie $wigdu poprzez cytokiny dziatajace
przy udziale STAT3 [43]. Zwrécono uwage na fakt, iz deregulacja bialek STAT rowniez w
CTCL potencjalnie moze indukowa¢ produkcje mediatorow $wiadu zaleznych od STAT,
podkreslono jednak konieczno$¢ kontynuacji badan celem potwierdzenia tej hipotezy.

W toku dalszych badan nie wykazano istotnych roéznic w ekspresji poszczego6lnych
biatek STAT miedzy grupami CTCL z nieprawidtowym LDH oraz grupa z nieprawidtowa [3-
2-M a grupami z prawidlowymi warto$ciami markeréw. Nie odnotowano rowniez korelacji
mi¢dzy konkretnymi biatkami STAT a badanymi podwyzZszonymi markerami
prognostycznymi. Przeanalizowano rowniez dostgpne dane literaturowe podkreslajace, ze
nieprawidlowe wartosci LDH oraz B-2-M s3 uwazane za markery agresywnego przebiegu
CTCL, ponadto wysokie LDH wigzane jest z zajeciem narzadow wewnetrznych i gorszym
przezyciem chorych [44]. Wynik przeprowadzonych badan wskazuja na brak zaleznosci
miedzy biatkami STAT a nieprawidtowymi LDH/ B-2-M, przy czym ujemna korelacja
ekspresji STATSB ze stadium choroby moze wskazywa¢ na rolg tego biatka jako
potencjalnego, niezaleznego od LDH i B -2-M markera progresji choroby.

Na podstawie badan wyciaggnicto wniosek, ze zwickszona ekspresja badanych biatek
STAT5a, STATSb, STAT6 oraz STAT3 w skorze chorych na CTCL wskazuje na ich rolg w
patogenezie choroby, ale roOwniez jest odzwierciedleniem zmieniajacych si¢ wraz z progresja
choroby cytokin oraz czynnikéw wzrostu. W oparciu 0 przytoczone w pracy dane literaturowe
odnoszace si¢ do roli poszczegdlnych biatek STAT zasugerowano rowniez, ze spadek badz
brak ekspresji biatek STAT moze by¢ potencjalnym czynnikiem odgrywajacym role w
zaawansowaniu choroby [18]. W podsumowaniu pracy zwrocono uwage na mozliwg
terapeutyczng role inhibitorow STATS5a ze wzgledu na najwieksza ekspresje sposrod
badanych bialek STAT w CTCL. Ostatnie badania wskazuja na istotng rol¢ deregulacji biatek
STATS w patogenezie MF poprzez stymulowanie ekspresji onkogennego microRNA miR-
155 [18,45]. Badania nad inhibitorem miR-155 (Cobomarsen), obecnie w badaniu
klinicznym, wykazaty, ze hamuje on proliferacj¢ komorek i indukuje apoptoze w komorkach
MF [45], tym samym potwierdzajaC potencjal terapeutyczny takze inhibitorow STATDS.

Podkreslono réwniez, iz leczenie nastawione na przywrocenie funkcji STATSb w
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zaawansowanych stadiach CTCL mogloby potencjalnie stanowi¢ kolejny wariant

terapeutyczny, jednak potwierdzenie tych hipotez wymaga dalszych poszerzonych badan.

Wklad doktorantki w powstanie publikacji: tworzenie koncepcji pracy oraz opracowanie
metodologii; koordynacja projektu; udziat w rekrutacji do grupy badanej i kontrolnej;
zbieranie wywiadu medycznego oraz przeprowadzanie badania fizykalnego; pozyskiwanie
materialu badawczego (probek krwi i pobieranie wycinkow skory); prowadzenie badan
laboratoryjnych 1 zbior danych; stworzenie bazy danych; analiza zebranych danych i
przygotowanie rycin; analiza pismiennictwa; napisanie pierwotnej wersji manuskryptu; udziat
w redagowaniu pracy zgodnie z zaleceniami recenzentow i redakcji; petnienie funkcji autora

odpowiedzialnego za korespondencje z redakcja.
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WNIOSKI

1. Uzyskane wyniki wykazaty, ze $wiad jest cechg towarzyszaca zaréwno AZS jak i
CTCL, przy czym swiad w AZS charakteryzuje si¢ istotnie wigkszg intensywno$cig w
poréwnaniu do CTCL. Wydaje si¢ zatem, ze §wiad nie jest czynnikiem pomocnym w

roznicowaniu CTCL 1 AZS.

2. Zwicgkszony poziom IL-31 w surowicy oraz zwigkszona ekspresja IL-31 i jej receptora
w skorze chorych na CTCL oraz AZS w poréwnaniu do poziomu w surowicy 1 skorze
grupy kontrolnej oséb zdrowych wskazuje na zaangazowanie tej cytokiny w
patogeneze obu chorob. Przy czym réznice w poziomach IL-31 w surowicy krwi oraz
w skorze migdzy AZS a CTCL zdaja si¢ by¢ zwigzane z odmiennym charakterem i

przebiegiem obu chordb.

3. Brak korelacji migdzy poziomem IL-31 w surowicy oraz ekspresja 1L-31 wraz z jej
receptorem w skorze a nasileniem $wiadu u chorych na CTCL sugeruje, iz 1L-31
wydaje si¢ nie odgrywac kluczowej roli w patogenezie Swigdu towarzyszacego CTCL.
Istotnie wyzsze stg¢zenie IL-31 w surowicy krwi u oso6b chorych na AZS w stosunku
do CTCL oraz wykazany zwigzek z nasileniem $wigdu wskazuje na rolg 1L-31 w

patomechanizmie $wigdu swoista dla AZS.

4. Brak korelacji poziomu IL-31 w surowicy krwi ze stadium zaawansowania CTCL
przy jednoczesnym znaczacym podwyzZszeniu stg¢zenia w porownaniu do grupy
kontrolnej 0s6b zdrowych moze wskazywac¢ na role tej cytokiny w patogenezie CTCL.
Ujemna korelacja miedzy ekspresja IL-31 oraz IL-31 RA w skorze a stadium
zaawansowania CTCL zdaje si¢ potwierdza¢ role tej cytokiny jako potencjalnego
czynnika indukujacego a nie przyczyniajacego si¢ do nasilenia choroby. Wydaje si¢
zatem, ze cytokina ta moze stanowi¢ punkt uchwytu dla nowych lekéw w terapii

CTCL.
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5. Zwickszona ekspresja biatek STAT3, STATSa, STATSb, STAT6 w skorze chorych na
CTCL w stosunku do grupy kontrolnej wskazuje, ze bialka te odgrywaja role w
patogenezie CTCL. Ujemna korelacja ekspresji STAT5b ze stadium CTCL sugeruje,
iz utrata aktywnos$ci biatek STATSb stanowi, obok nadekspresji biatek STAT
szczegblnie STATSa, czynnik biorgcy udziat w patogenezie tego nowotworu. Wydaje
si¢ zatem, ze bialka te moga stanowi¢ potencjalny punkt uchwytu nowych metod
leczenia CTCL.

Brak korelacji ekspresji poszczegdlnych biatek STAT z wystgpowaniem oraz
nasileniem $wigdu towarzyszacego CTCL moze wskazywac, iz jednostkowe biatko

STAT nie pelni kluczowej roli w patogenezie swiadu.
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STRESZCZENIE PRACY W JEZYKU ANGIELSKIM
INTRODUCTION

Cutaneous T-cell lymphomas (CTCLs) comprise a heterogeneous group of malignant
lymphoproliferative disorders that vary in clinical, histopathological picture and prognosis
[4]. The most common subtype of CTCL is Mycosis fungoides (MF) characterized by an
indolent, chronic course. On the other hand, Sézary syndrome (SS) is an aggressive variant of
CTCL with a classical triad of erythroderma, lymphadenopathy and clonal neoplastic
proliferation of T-cells in the blood [4]. Characteristic symptom of those diseases is pruritus
that affects 66%- 88% of patients and can precede the onset of skin lesions [5,6]. The chronic
and persistent nature of pruritus that affects majority of patients, which response to
antihistamine drugs is rather limited, requires search for new mediators inducing pruritus.

The pathogenesis of CTCL also remains unclear, however the role of genetic,
immunological and environmental factors is being emphasized. CTCL originate from skin
memory T cells CD4 + CD45RO+ [7]. CD4+ T lymphocytes play a fundamental role in
pathogenesis of CTCL. Cytokines and growth factors that they express induce keratinocytes
and dendritic cells causing skin inflammation, at the same time causing lymphoproliferation
[3,4]. Currently the cytokine milieu of the skin is indicated to play crucial role in the
development and progression of CTCL. MF progression is accompanied by a shift from a Thl
to Th2 cytokine profile which determines the type of immune response [7]. The predominance
of Th2 over Thl cytokine profile in skin microenvironment seems to be responsible for
suppression of anti-tumor response, proliferation of malignant cells and escape from immune
surveillance [7]. Therefore, studies on new cytokines might make a significant contribution to
understanding the CTCL and pruritus pathogenesis.

Interleukin- 31 (IL-31) is a proinflammatory cytokine preferentially expressed by
activated Th2 CD4 + T cells that acts through a heterodimeric receptor composed of IL-31
receptor alpha (IL-31RA) and oncostatin M receptor beta (OSMR beta) by three signaling
pathways: MAPK, PI3K / AKT and the JAK / STAT [8-10]. IL-31 is one of the cytokines
responsible for pruritus in atopic dermatitis [11-13]. In contrast to AD , research data
regarding pruritogenic role of IL-31 and its contribution to CTCL pathogenesis are rather
ambiguous. 1L-31 is also associated with initiation of the inflammatory process in the skin,
while the inflammatory microenvionment of the skin caused by chronic antigen stimulation is

considered to contribute to development and clonal proliferation of malignant T- lymphocytes
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[7,14]. Overexpression of IL-31 observed in AD which is defined by chronic skin
inflammation and severe pruritus encourages to investigate a potential relationship between
IL-31 and its involvement in tumor growth but also induction of pruritus in CTCL.

In addition to the role of cytokines in CTCL pathogenesis, JAK/STAT signaling
pathways also appear to be of great importance. STAT proteins are nuclear transcription
factors responsible for signal transduction, following receptors activation STATSs translocate
the signal to the nucleus to induce expression of selected genes [15]. STAT proteins control
expression of important genes essential for basic physiological functioning of the cells
including cell survival, immune response, inflammation, proliferation, angiogenesis and
chemotherapy-resistance of cancer cells [15,16]. Deregulation of STAT signaling contribute
to the development of chronic inflammatory diseases and cancers [15-17]. Constitutive
activation of STAT proteins has been also implicated in CTCL [18-21]. STAT signaling was
demonstrated to play a central role in mediating inflammation but also proliferation and
apoptosis of cancer cells, therefore contributing to oncogenesis [15,16]. Moreover,
deregulation of STAT signaling in CTCL seems to be responsible for transition from Thl to
Th2 cytokine profile in skin microenvironment [18], which contribute to suppression of anti-
tumor response, proliferation of malignant cells and escape from immunosurveillance. Among
all members of STAT family, STAT 3 and STAT 5 which are extensively investigated as they
were demonstrated to be responsible for promoting survival and resistance to apoptosis of
malignant cells, therefore contributing to CTCL progression [21-23]. Constitutive activation
of STATS5 in early stages of CTCL was demonstrated to indirectly cause a loss of STAT4
expression resulting in transition from Thl to Th2 cytokine profile [24]. STAT 6 is also
particularly interesting due to its role in the differentiation of T lymphocytes towards Th2
phenotype [25], which is predominant over Thl phenotype in advanced stages of CTCL.
Thus, deregulation of STAT6 constitutes another potential factor that might contribute to
CTCL progression. The role of STAT signaling deregulation in the pathogenesis of variety of
cancers as well as pro-inflammatory and pruritogenic properties of IL-31 in AD indicate their

potential role in the pathogenesis of CTCL and in pruritus.
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OBJECTIVES OF THE WORK

1. Assessment of pruritus incidence in patients with CTCL and AD

2. Comparison of the serum concentration of I1L-31, expression of 1L-31 and IL-31 receptor
in the skin in patients with CTCL, AD and a control group of healthy participants.

3. Evaluation of the correlation between serum concentration of 1L-31/ expression of 1L-31
and 1L-31 receptor in the skin and the severity of pruritus in patients with CTCL.

4. Evaluation of the correlation between serum concentration of 1L-31 / IL-31 and IL-31
receptor expression in the skin and the disease stage in CTCL patients.

5. Evaluation of the correlation between STAT3, STAT5a, STAT5b, and STAT6 expression
in the skin and disease severity and pruritus in CTCL patients.
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MATERIAL AND METHODOLOGY

The study was conducted on a group of 42 patients diagnosed with CTCL (MF
and SS), who are under the care of the Department of Dermatology, Venereology and
Allergology in Gdansk, taking into account the inclusion and exclusion criteria. Due to the
damage of tissue material (biopsy) during the study — the CTCL study group finally amounted
to 39 patients in the STAT protein study. The CTCL stages were evaluated according to
TNMB staging system defined by ISCL/EORTC. The control group consisted of 20 patients
with AD who are under the care of the Department of Dermatology, Venereology and
Allergology in Gdansk and 24 healthy individuals without CTCL, AD, CTCL or other
immune and malignant diseases. The severity of pruritus was assessed in CTCL and AD
patients according to VAS and NRS.

The serum concentration of IL-31 in CTCL,AD and healthy individuals was measured
using immunoenzymatic method (ELISA). The expression of IL-31 and IL-31 receptor (IL-31
RA and OSMR) in the lesional skin samples from CTCL and AD patients but also non-
lesional skin samples from healthy individuals was determined by the immunohistochemistry
. The expression of STAT 3, STAT 5a, STAT 5b and STAT 6 in the lesional skin samples
from CTCL patients and non-lesional skin samples from healthy individuals was also
determined by the immunohistochemistry. The immunohistochemistry was performed on
paraffin- embedded skin samples using primary anti- IL-31, anti- IL-31 RA, anti-OSMR, anti-
STAT 3, anti-STAT 5a, anti-STAT 5b, anti-STAT 6 antibodies.

Immunohistochemical staining of 7 antibodies was performed in separate skin biopsies
from patients with CTCL (282 stained skin sections of CTCL patients) and healthy volunteers
(168 stained skin sections of healthy volunteers), as well as stains detecting 3 antigens in skin
biopsies obtained from AD patients (60 stained skin sections of AD patients). As a result, 510
stained skin sections were analyzed. We used a semiquantitative method (HSCORE-index) to
assess the expression of the studied proteins. The PhD student performed the skin staining
herself under the supervision of an experienced pathologist.

The statistical analyses of the results was performed using STATISTICA
programme, by means of appropriate tests depending on the character of the distribution of
the obtained data.

The studies conducted for the purpose of this PhD dissertation were approved by

the Independent Bioethical Committee at the Medical University of Gdansk (approval no.
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NKBBN/86-218/2018). Informed consent was obtained from all individual participants
included in the study.
At each stage of the doctoral research, the PhD applicant presented the results

during national and international conferences:

- poster presentation entitled ,,Significance of 1L-31 expression in skin and in serum in
pathogenesis of CTCLS and in pathomechanism of accompanying pruritus ” during
3rd World Congress of Cutaneous Lymphomas, New York, USA, 26-28.10. 2016

- poster presentation entitled,, Significance of 1L-31 expression in skin and in serum in

patomechanism of pruritus in CTCLS” during 9th World Congress on Itch, Wroctaw,
15-17.10.2017
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PRESENTATION OF THE PUBLICATIONS THAT FORM PART OF THE
DISSERTATION

The doctoral dissertation consists of: review article that constitute an introduction to the
subject of immunology and pruritus in terms of the role of IL-31 in CTCL and two original
papers that present results of research on IL-31 and its receptor and selected members of
STATs in CTCL.

The review paper entitled “The ambiguous pruritogenic role of interleukin-31 in
cutaneous T-cell lymphomas in comparison to atopic dermatitis: a review” published in
Advances of Dermatology and Allergology in 2020 presents a summary of the current state of
knowledge about the role of IL-31 in pruritus in AD, focusing on the analysis of literature
reports on the role of IL-31 in CTCL-associated pruritus and the potential relationship of this
cytokine with the pathogenesis of CTCL.

CTCL represents a heterogeneous group of malignant lymphoproliferative disorders
derived from CD4 + memory T cells [4]. A very common symptom associated with CTCL is
skin pruritus which is chronic and persistent. Moreover, antihistamine drugs are usually not
very effective as histamine in this case seems not to be the key mediator of pruritus [26]. The
pathogenesis of cutaneous lymphomas and the accompanying pruritus is still not fully
established. The complicated immunological processes and interactions between multiple
cells in the skin microenvironment are pointed out to contribute to proliferation of malignant
cells due to loss of immune surveillance [7].

IL-31 was discovered in 2006, produced predominantly by Th2 cells. Due to
pleiotropic functions it has been extensively studied [8] especially in Th2-weighted
inflammation diseases [27]. The first studies which were performed on transgenic mice
models of AD showed proinflammatory and pruritogenic role of IL-31 [28,29]. Based on
analyses of 1L-31 expression in skin and serum in AD patients, its crucial role in pruritus
pathogenesis in AD has been established [11-13]. Promising results in AD have become the
reason for comprehensive studies on the IL-31 role in CTCL. Only a few papers regarding
results of IL-31 studies in CTCL have been published [27,30-34].

This paper provides results of systematic review of the available literature concerning
relationship between IL-31 and both pruritus and stage of CTCL. The literature search was
performed according to PRISMA guidelines and presented in a diagram (figure 1) [1].

Considering the fact that CTCL and AD share same similarities such as clinical and
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immuological characteristics and IL-31 role in AD pruritus is well established, an analysis of
publications regarding studies on AD is also included in the paper. In the first phase of the
study, the IL-31 role in pruritus pathogenesis was discussed using a figure (figure 2) [1]. The
literature reports on findings regarding IL-31 role in AD and CTCL were presented in detail.
The analysis of the literature confirmed the consistency of majority of research results
indicating crucial role of IL-31 in pruritus pathogenesis in AD. Moreover, several studies
demonstrated not only correlation between IL-31 expression and itch intensity but also
severity of AD suggesting its proinflammatory and immunomodulatory role. The analysis of
the CTCL literature revealed discrepancies in the results regarding the association between
IL-31 and both pruritus and CTCL stage. However, at the same time they all report
overexpression of IL-31 in CTCL compared to the control group. The conclusions from the
CTCL studies are summarized in the table (table 1) [1]. In the last phase of this study,
attention was drawn to promising conclusions from the analyzed literature indicating the
pleiotropic functions of IL-31. Despite the described overexpression of 1L-31 in CTCL, its
potential role in the induction of pruritus or inflammation and thus in the pathogenesis of the
disease remains unclear. The conclusions emphasized that IL-31 is a promising cytokine,
especially in the era of biological / targeted drugs that are used in dermatology (anti-TNF,
anti-IL17, anti-1L12 / 23 in inflammatory diseases or anti-CD20 in B-cell lymphomas).
Further studies are needed to fully understand significance of 1L-31 in CTCL.

Contribution of the PhD applicant towards the publication: creation of the concept of the
paper; collection and analysis of the literature, preparation of the figures; drafting of the paper

The original paper entitled ““ 1L-31 is overexpressed in skin and serum in cutaneous
T-cell lymphomas but does not correlate to pruritus” accepted for publication in Advances
of Dermatology and Allergology in 2020, provides an analysis of 1L-31 concentration in the
serum and the expression of IL-31 and its receptor (two subunits IL-31RA and OSMR) in the
skin of CTCL patients. A possible correlation between IL-31 and both pruritus and disease
severity has been assessed. The expression of IL-31 and IL-31 receptor in CTCL patients was
compared with the control groups: atopic dermatitis and healthy volunteers.

Initially the frequency of pruritus in the study groups was assessed. More patients with
AD experienced pruritus than patients with CTCL. The pruritus severity was significantly

higher in AD patients than CTCL patients. Pruritus was more severe in advanced than early-
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stage CTCL but the difference was not statistically significant. The results are consistent with
the literature data confirming that pruritus is representative for both CTCL and AD.

An attempt was made to assess the level of IL-31 in serum in the examined groups and
to determine the relationship between the analyzed variables. It was demonstrated that the IL-
31 serum level was significantly higher in CTCL and AD patients than in healthy controls.
IL-31 serum level was significantly higher in AD patients than in CTCL patients. The results
were presented in the figure (figure 1) [2] and the table (table 2) [2]. There were no
statistically significant differences in IL-31 serum level between advanced and early stage
CTCL. Moreover, no significant differences in IL-31 serum level were found between pruritic
and non-pruritic CTCL patients. The IL-31 serum level did not correlate with pruritus
intensity according to NRS/VAS in patients with CTCL, while pruritus severity significantly
correlated with the IL-31 serum level in AD patients. The IL-31 serum levels also did not
correlate with the CTCL stage.

The vast majority of publications regarding studies on IL-31 are devoted to AD and
clearly indicate the involvement of this cytokine in the pathomechanism of pruritus in this
dermatosis. The data from the literature regarding the role of IL-31 in CTCL are rather scarce,
only 6 publications are available while only one analyze IL-31 and its receptor expression in
the skin [27,30-34]. Study results are quite incompatible when it comes to relationship
between IL-31 and pruritus but also pathogenesis of CTCL. Some studies confirm the
correlation of I1L-31 levels with the severity of pruritus or show a higher level of IL-31 in
severe pruritus than mild pruritus, however the limitations of mentioned publications such as
low number of participants should be also considered [32-34]. Other papers deny the
association of IL-31 with pruritus [27,30]. The results presented in the publications are also
not consistent regarding the role of IL-31 in the pathogenesis of CTCL, some studies suggest
the relationship between the stage of the disease and the level of 1L-31 [30,31], other papers
deny such correlations [32-34]. Nevertheless, all available publications emphasize a
significantly higher level of IL-31 in patients with CTCL compared to the control group of
healthy individuals.

The results presented in the paper excluded correlation between serum IL-31 level and
CTCL stage, at the same time the IL-31 serum concentration in CTCL was significantly
higher in comparison to healthy controls. Based on the obtained results, a conclusion has been
made that IL-31 plays a role in the pathogenesis of the CTCL but it does not seem to
contribute to disease progression. This paper draws particular attention to the lack of
correlation between IL-31 serum level and severity of pruritus in CTCL while correlation
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between IL-31 serum level and severity of pruritus in AD was positive. Our results might
support the Nobbe et al. hypothesis regarding the pruritogenic role of IL-31 which is unique
to atopic dermatitis rather than for dermatoses in general [27]. However, it has been stressed
that the observation requires further studies, in particular with wider range of pruritic skin
diseases and a larger study group.

As a matter of crucial role of immunohistochemistry in the histopathological
examination of CTCL, we also evaluated the expression of IL-31 and IL-31 receptor in skin
samples obtained from patients with CTCL. Lesional skin samples from AD patients and
normal skin samples from healthy control group were also obtained. The results were
presented in a table (table 1) [2]. The immunoreactivity of IL-31 and its receptor antibodies
demonstrated homogeneous week positive staining limited to epidermis and lack of staining
in dermis except for skin appendages in samples from heathy controls. Whereas, CTCL and
AD samples presented positive IL-31, IL-31RA and OSMR staining both in epidermis and in
dermal lymphocytic infiltrate. The paper contains microscopic figures presenting the
expression of IL-31 cytokine and receptor in the skin in all examined groups of patients
(figure 2) [2]. A significantly higher expression of IL-31 and its receptor in AD and CTCL
was found compared to the control group, which was consistent with the findings in previous
publications [11,27]. Further analysis between CTCL and AD revealed overexpression of IL-
31 in epidermis and significantly higher expression in dermal infiltrate in CTCL than AD
samples. The analysis of the IL-31RA expression showed higher expression in AD than
CTCL skin samples, while the difference was significant only in the dermal lymphocytic
infiltrate. The OSMR expression in epidermis and dermis did not show any significant
differences between the CTCL and the AD group. It has been stressed that the results are
inconsistent with Nobbe at al. observations which demonstrated increased IL-31
immunoreactivity in AD subjects compared to other Th-2 weighted skin diseases including
MF, however the study groups were rather small (AD and MF n=5 each) [27].

No correlation was found between expression of 1L-31/ IL-31 receptor subunits in
skin and severity of pruritus in CTCL patient. It was concluded that IL-31 is not the key
cytokine involved in pruritus in CTCL and it is possible that IL-31 could act indirectly by
inducing other cells to release secondary itch mediators.

Moreover, we observed negative correlation between CTCL stage and both IL-31
expression in dermal infiltrate and I1L-31 RA expression in epidermis. Based on available
literature, we discussed possible reasons for observed correlations and differences in I1L-31
and receptor expression in  CTCL. The dense dermal infiltrate of malignant T cells in
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advanced stage CTCL skin might suppress the benign T-cells and bystander cells which are
the source of IL-31, resulting in downregulation of IL-31 and consequently its receptor. The
results were interpreted with caution, indicating the complicated relationships between
cytokines and skin microenvironment proteins conditioned by the neoplastic nature of the
disease, which is a probable cause of the observed differences in IL-31 expression between
CTCL and AD.

Based on the results, namely significantly higher expression of IL-31 in skin and
serum in CTCL compared to the control group, lack of correlation between IL-31 and pruritus
severity in CTCL and correlation of IL-31 with the stage of the disease, it was concluded that
IL-31 seems to play a superior role in the pathogenesis of the disease rather than in pruritus
associated with CTCL. IL-31 has been also suggested to play central role in pruritus
patomechanism that is specific to AD rather than CTCL. It was stressed that further studies

are needed to identify new cytokines and relationships between cells.

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

for correspondence with the editors.

The original paper entitled “Mapping signal transducer and activator of
transcription (STAT) activity in different stages of mycosis fungoides and Sezary
syndrome” published in 2020 in ,,International Journal of Dermatology”, provides analysis of
the expression of signal transducer and activator of transctiption (STAT) proteins in the skin
of CTCL patients. Moreover, the relationship between expression of STAT3, STATHA,
STATSB, STATG6 proteins in CTCL skin and the clinical variables: stage of CTCL, severity
of accompanying pruritus and prognostic markers such as LDH and B-2-M was evaluated.

The immunoreactivity of all STAT family proteins was found throughout the
epidermis in samples from the healthy individuals and CTCL patients, immunohistochemical
staining presented cytoplasmic-nuclear pattern varying in strength depending on the protein.
No significant differences were observed in the staining pattern of STAT3, STAT5a, STAT5b
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and STAT6 antibodies in the epidermis between health controls and CTCL, therefore, the
assessment of expression in the epidermis with HSCORE method was not performed,
focusing on the assessment of STAT proteins expression in lymphocytic infiltrate in the
dermis. The analysis of microscopic finding in epidermis in healthy control group, indicate
that expression of STAT proteins is also responsible for normal physiological functioning of
the epidermal cells which is in line with other publications [35].

The analysis of the STAT proteins expression in inflammatory infiltrate in dermis
revealed significant differences between CTCL group and control group, which did not
express STAT proteins. The analysis of STAT proteins expression in CTCL samples was
performed according to TNM classification (4 stages) and division into early stage and
advanced stages, showing significant differences in STAT proteins expression within different
stages of CTCL. The publication presents a microscopic figures of immunohistochemical
staining with STAT proteins in different stages of CTCL (figure 1) [3].

Statistical analysis revealed significant differences in STATS expression in stage | and
stage Il CTCL, while the rest of CTCL stages did not present significant differences.
Significantly lower expression of STAT 3 in comparison to rest of the STAT proteins was
observed in | stage, while in Il stage STAT 5a expression was significantly higher than the
rest of STAT proteins. Advanced stage of CTCL (11l and 1VV) were characterized by a similar
trend of STAT5a, STAT 5b and STAG6 overexpression in comparison to STAT3. The
obtained results were presented in a figure (figure 2) [3].

No significant differences in STAT 3 expression between early and advanced stage
of CTCL were observed. The publication discussed literature data indicating a role of
STAT3 in the pathogenesis of CTCL and protein overexpression in advanced stages of the
disease [36]. Possible causes of the observed differences regarding the literature data were
analyzed, emphasizing the role of the inflammatory lymphocytes which next to neoplastic
lymphocytes might be the reason for the relatively high STAT3 activity in the early stages
of CTCL.

The CTCL study group showed the highest expression of STAT5a among STAT
proteins, moreover higher levels of STAT 5a were found in the early than advanced stages,
which was consistent with the observations in previous publications [19]. Analysis of protein
expression between early and advanced CTCL showed a statistically significant difference
only in the STAT5b protein level. We observed a negative correlation between STAT5b
expression and CTCL stage, which has not been reported yet. The results were referred to the
literature data, indicating different, not fully understood functions of the STAT5a and
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STAT5Sb proteins [37-39]. The paper refers to the reports regarding STAT5b deficiency,
which was associated with the presentation of features that are characteristic for advanced
stages of CTCL [40,41]. The observed decrease in STAT5b expression in patients with
advanced CTCL seems to confirm the relationship and thus contribute to disease progression.

It was emphasized that the study results showing overexpression of STAT5a and
STATS5b are consistent with the previous reports on the significant role of STATS protein in
the pathogenesis of CTCL [19,42]. The obtained results suggest that not only overexpression
of STAT proteins of but also downregulation or inhibition of STAT proteins play significant
role in CTCL pathogenesis.

Further analysis showed high expression of STAT6 but no significant differences
in STATG6 levels were observed between early and advanced CTCL samples.The literature
data show particularly interesting role of STAT6 protein in promoting the Th2 phenotype
[24,25] as deregulation of this protein may participate in CTCL progression. It was also noted
that overexpression of STAT6 in early stage could be associated with a risk of progression,
however confirmation of these conclusions require further observational studies.

Correlation between lymph node or peripheral blood involvement in CTCL and the
expression of STAT proteins was also performed. There were no significant differences in
STAT expression between the group with lymph node/ peripheral blood involvement and the
group without involvement. The results suggest that a single, specific STAT protein does not
contribute to organ involvement by the disease process. Attention was drawn to the
limitations of the study such as small study groups and therefore the need for careful
interpretation of the obtained results.

The association of STAT proteins expression with pruritus and prognostic markers
(LDH, B-2-M) was also analysed. Pruritus seems to be a result of complex interplay between
numerous mediators and it is not induced by overexpression of a single STAT protein.
Pruritus induction with cytokines mediated by STAT3 were observed in AD [43]. It seems
that deregulation of STAT proteins also in CTCL could potentially induce the production of
STAT-dependent pruritus mediators, however further studies are needed to confirm this
hypothesis.

No significant differences in the expression of STAT proteins were found between the
CTCL groups with abnormal LDH/ -2-M and the groups with normal marker values. There
was also no correlation between STAT proteins and the elevated prognostic markers.
Abnormal LDH and B-2-M are considered markers of the aggressive course of CTCL, while
high LDH is associated with the involvement of internal organs and worse survival [44]. The
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results indicate no relationship between STAT proteins and abnormal prognostic markers,
while the negative correlation between STATS5B expression and stage of CTCL suggests a
possible function of STAT5B as a marker for the disease aggravation that is independent of
LDH and p-2-M.

Based on the research results, it was concluded that the overexpression of STAT5a,
STAT5b, STAT6 and STAT3 proteins in the CTCL skin indicate their role in the
pathogenesis of the disease but also reflects the changes in expression of cytokines and
growth factors as the disease progresses. Concerning the role of individual STAT proteins it
was also suggested that the decrease or lack of STAT protein expression might be a potential
factor in the aggravation of the disease [18]. In the summary of the work, attention was drawn
to the possible therapeutic role of STAT5a inhibitors due to the highest expression among the
studied proteins in CTCL samples. Recent studies indicate an important role of STAT5
protein deregulation in the pathogenesis of MF by stimulating the expression of oncogenic
microRNA miR-155 [18,45]. Studies on the miR-155 inhibitor (Cobomarsen), now in a
clinical trial, have shown that it inhibits cell proliferation and induces apoptosis in MF cells
[45], thus confirming the therapeutic potential of STATS5 inhibitors as well. It was also
emphasized that treatment aimed at restoring STAT5B function in advanced stages of CTCL
could potentially be another therapeutic option, but confirmation of these hypotheses requires

further studies.
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reviewers and editors recommendations; person responsible for correspondence with the

editors.
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CONCLUSIONS

. The study results showed that pruritus is a hallmark of both AD and CTCL, while in
AD it is characterized by significantly greater intensity compared to CTCL. It appears

that pruritus can not be treated as a differentiating factor between CTCL and AD.

. Elevated serum levels of IL-31 and increased expression of IL-31 and its receptor in
the skin of CTCL and AD patients compared to serum and skin levels in healthy
volunteers indicate that this cytokine is involved in the pathogenesis of both diseases.
The differences in serum and skin IL-31 levels between AD and CTCL appear to be
related to the different nature and course of those diseases.

. Lack of correlation between IL-31 serum level, the expression of IL-31 and its
receptor in the skin and the intensity of pruritus in CTCL patients suggests that IL-31
does not seem to play a key role in pathogenesis of pruritus in CTCL. Significantly
higher IL-31 serum level in AD compared to CTCL and the correlation with the
pruritus severity in AD suggests that IL-31 plays a key role in the pathomechanism of

pruritus that is specific for AD.

. Lack of correlation between IL-31 serum level and the stage of CTCL but at the same
time significantly higher serum level compared to the control group of healthy people
may indicate the role of IL-31 in CTCL pathogenesis . Negative correlation between
expression of IL-31 and IL-31 RA in the skin and the stage of CTCL seems to confirm
the role of IL-31 in induction rather than aggravation of this disease. Thus, it seems
that IL-31 might be a new target for CTCL treatment.

. Increased expression of STAT3, STAT5a, STATS5b, and STAT6 proteins in skin of
CTCL patients compared to the control group indicates that STAT proteins play a role
in CTCL pathogenesis. Negative correlation between STAT5b expression and CTCL
stage suggests that the loss of the STAT5b expression is, apart from overexpression of
STAT proteins, especially STAT5a, a factor involved in the CTCL pathogenesis. It
appears that STAT proteins might be a new target for CTCL treatment.
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Lack of correlation between the expression of STAT proteins and pruritus in CTCL
may indicate that the individual STAT proteins do not play a key role in the
pathogenesis of pruritus.
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